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RESUMO

SANTOS, FERNANDA CHAGAS DA SILVA. Novo Candidato a Protótipo de 
Fármaco Antagonista Dual de Adrenoceptores Alfa1A/D e Receptores 5-HT1A para 
o Tratamento da Hiperplasia Prostática Benigna. Rio de Janeiro, 2014. Tese 
(Doutorado Em Ciências Biológicas) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
Federal do Rio De Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Hiperplasia prostática benigna (HPB) é uma doença relacionada com o 

desequilíbrio entre crescimento celular e apoptose que contribui para o 

desenvolvimento de sintomas do trato urinário inferior (STUI). O principal 

tratamento farmacológico baseia-se no uso de antagonista de α1A-

adrenoceptores, porém a monoterapia falha em alguns casos. Estudos 

recentes da fisiopatologia da próstata identificaram o papel de α1D-

adrenoceptores e receptores 5-HT1A na proliferação celular em adição ao papel 

de α1A-adrenoceptores na contração da próstata. Portanto, o presente trabalho 

teve como objetivo investigar as características farmacológicas de quatro 

derivados N-fenilpiperazínicos (LDT65, LDT66, LDT67 e LDT68) que possuem 

alta afinidade para  α1A- e α1D-adrenoceptores e receptores 5-HT1A. Em ensaios 

funcionais em próstata e aorta de rato o LDT66 reduziu as contrações 

induzidas por fenilefrina com valores de KB de 3,4 e 2,2 nM para α1A- e α1D-

adrenoceptores, respectivamente. In vivo LDT66 (0,1 µg/Kg) inibiu o aumento 

da pressão intrauretral, com pouco efeito hipotensor mesmo em dose maior 

(100 µg/Kg). Em ensaios de binding funcional, LDT66 mostrou alta afinidade 

(faixa nanomolar) para os receptores 5-HT1A, comportando-se como um 

antagonista. In vitro, LDT66 (50 nM) bloqueou o crescimento de células 

prostáticas humanas mediado tanto por fenilefrina via α1D-adrenoceptor quanto 

por 5-HT via receptor 5-HT1A. LDT66 tem baixa afinidade (faixa micromolar) 

para os receptores não alvos da HPB, tais como muscarínicos, α2A- e α1B-

adrenoceptores.  Em conclusão, LDT66 é um antagonista multialvo de alta 

afinidade de receptores relevantes para a HPB, sendo um candidato a protótipo 

de fármaco multialvo para o tratamento da HPB e STUI.

.



ABSTRACT

SANTOS, FERNANDA CHAGAS DA SILVA. Novo Candidato a Protótipo de 
Fármaco Antagonista Dual de Adrenoceptores Alfa1a/D e Receptores 5-HT1A para 
o Tratamento da Hiperplasia Prostática Benigna. Rio de Janeiro, 2014. Tese 
(Doutorado Em Ciências Biológicas) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
Federal do Rio De Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is a progressive disease related to 

the imbalance of cell growth and apoptosis, and it plays a key role in the 

development of lower urinary tract symptoms (LUTS). The main 

pharmacological treatment is based on α1A-adrenoceptor blockers, but in 

several cases monotherapy has failed. Recent studies of prostate 

pathophysiology have noted the role of α1D-adrenoceptors and 5-HT1A receptors 

in prostate cell proliferation in addition to the usual role of α1A-adrenoceptors in 

prostate contraction. Therefore, the present work aimed to investigate the 

pharmacological characteristics of four N-phenylpiperazine derivatives (LDT 

series, LDT65–LDT68), which have selective affinity for 1A/D-adrenoceptor and 

5-HT1A receptors. Functional assays with rat prostate and aorta demonstrated 

that LDT66 reduced phenylephrine-induced contractions and showed KB values 

of 3.4 and 2.2 nM for α1A- and α1D-adrenoceptor, respectively. In functional 

binding assays, LDT66 showed a high affinity (nanomolar range) for the 5-HT1A

receptors, behaving as an antagonist. Culture of human prostatic cells 

characterized the α1D-adrenoceptor and 5-HT1A receptor-mediated cell growth 

by phenylephrine and 5-HT, respectively, and LDT66 (50 nM) prevented both 

effects similarly. LDT66 also showed a low affinity (micromolar range) for 

receptors unrelated to BPH such as, α2A-adrenoceptor, muscarinic, which is a 

desirable profile in order to prevent putative side effects. Accordingly, LDT66 

(100 μg/kg) showed a marginal hypotensive effect. In conclusion, LDT66 is a 

high-affinity multi-target antagonist of relevant receptors for BPH, and it may be 

a new candidate to lead compound for multi-target drug to treat BPH and LUTS.



ABREVIATURAS

AMPc   Adenosina 3',5'-monofosfato cíclico

AP-1 Proteína ativadora 1

α1-AR α1-Adrenoceptor

CaMK I Proteína Cinase II Dependente de Cálcio/Calmodulina

CE50 Concentração em que se alcança 50% do efeito máximo 

CI50 Concentração em que se inibe 50% do efeito máximo 

CPM Contagem Por Minuto 

CR do inglês Concentration Ratio (razão de concentração)

5-HT 5-hidroxitriptamina ou serotonina

DAG Diacilglicerol

EDTA Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético

EL Eficiência do Ligante

ERK do inglês extracellular signal-regulated kinase, cinase

regulada por sinal extracelular

FE Fenilefrina

gav Força de gravidade média

GPCR do inglês G protein coupled receptor (receptor acoplado à 

proteína G

GTP trifosfato de guanosina

HPB Hiperplasia Prostática Benigna

IP3 Inositol (1, 4, 5) Trifosfato

KB Constante de equilíbrio de dissociação de um antagonista 

determinada em ensaio funcional 

Kd Constante de equilíbrio de dissociação de um ligante 

determinada em ensaio de ligação

Ki Constante de equilíbrio de dissociação de um ligante 

determinado em ensaio de competição

LADETER               Laboratório de Desenvolvimento de Estratégias 

Terapêuticas

MAPK do inglês mitogen activated protein kinase, proteína 

cinase ativada por mitógeno

mN miliNewton



MLC do inglês myosin light-chain, Cadeia Leve da Miosina 

NE Neuroendócrina 

PAM Pressão Arterial Média

PKA Proteína cinase A

PKC Proteína cinase C

PLC Fosfolipases C

PZS Prazosina 

RPM Revoluções por minuto

RO5 do inglês Rule Of 5 (regra dos 5)

SNC Sistema Nervoso Central

TM Transmembranares 

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano
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1.  Introdução 

 

  



2 
 

1.1 Hiperplasia Prostática Benigna (HPB)  

A próstata é uma glândula acessória exclusiva dos mamíferos e é 

essencial para o sistema reprodutivo masculino, sendo responsável pela 

produção armazenamento e secreção da porção liquida do sêmen na 

ejaculação (Burden et al., 2006). Situa-se logo abaixo da bexiga, circundando o 

colo vesical e a uretra proximal, exercendo o principal mecanismo de 

continência urinária masculina (Zaichick, 2014).  

A hiperplasia prostática benigna (HPB) é uma neoplasia benigna da 

glândula prostática altamente prevalente e sua incidência aumenta em cada 

década a partir dos 40 anos, atingindo o pico aos 80-90 anos de vida dos 

homens (Ricke et al., 2011).  

O aumento progressivo da próstata pode levar à obstrução ao 

esvaziamento da bexiga, através da constrição da uretra proximal (Figura 1), e 

consequentemente aos sintomas do trato urinário inferior (STUI). Cerca de 50% 

dos pacientes idosos com HPB histológica apresentam STUI moderados a 

severos, os quais apresentam um impacto negativo sobre a qualidade de vida 

(Roehrborn e Rosen, 2008). Os STUI podem ser obstrutivos, caracterizados 

por jato fraco e intermitente com volume residual de urina na bexiga, ou de 

armazenamento e irritativos, tais como noctúria, urgência, aumento da 

frequência urinária (McNeal, 1990; Roehrborn, 2011; Nicholson e Ricke, 2011; 

Osman et al., 2014). 

  

Figura 1: Ilustração de uma próstata normal e hiperplásica. 

www.criasaude.com.br/N3788/doencas/hiperplasia-benigna-da-prostata-hpb.html e 

urologiaperuana.blogspot.com.br/2009/05/hiperplasia-benigan-de-la-prostata.html 

Acesso em: 04/05/2014. 

  

http://www.criasaude.com.br/N3788/doencas/hiperplasia-benigna-da-prostata-hpb.html
http://urologiaperuana.blogspot.com.br/2009/05/hiperplasia-benigan-de-la-prostata.html
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1.1.1 Anatomia da próstata e HPB 

A próstata normal é composta por ductos ramificados imersos em um 

estroma contendo majoritariamente músculo liso (dentre outros tipos celulares 

como fibroblastos, miofibroblastos e células neuronais, linfáticas e vasculares), 

e uma membrana basal envolvente formada por uma camada de matriz 

extracelular, a qual tem a função de preservar a integridade tecidual da 

glândula (Marker et al., 2003; Gandellini et al., 2012). Os ductos são 

constituídos por epitélio estratificado, o qual é caracterizado por três tipos 

celulares: uma camada interna de células colunares altas que secretam para o 

lúmen da glândula, uma camada externa, de células cuboides independentes 

de andrógeno formando uma camada basal subjacente à membrana basal e 

uma menor população de células neuroendócrinas (NE), enriquecidas em 

grânulos contendo a amina biogênica serotonina (5-HT) e uma variedade de 

peptídeos, as quais se localizam entre as células secretórias (Figura 2) 

(Signoreti e Loda, 2006; Nelson et al., 2007; Gandellini et al., 2012).  

                      

Figura 2: Ilustração das células que constituem o ducto imerso no estroma 

prostático. NE: células neuroendócrinas. Adaptado de Bok e Small, 2002. 

Anatomicamente, a próstata pode ser dividida em três zonas distintas 

(Figura 3): zona de transição, zona periférica e zona central, as quais são 

identificadas por suas características histológicas, divisões anatômicas, 

funções biológicas, susceptibilidade a doenças e origens embriológicas 
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distintas e (McNeal, 1983; Lee et al., 2011). A zona de transição localiza-se ao 

redor da uretra proximal, correspondendo a 5% da glândula e possui um 

estroma mais denso com fibras musculares lisas entrelaçadas. O 

remodelamento prostático característico da HPB se desenvolve nesta zona 

predominantemente através de nódulos hiperplásicos contendo elementos 

principalmente do estroma (Roy-Burman et al., 2004; Alonso-Magdalena et al., 

2009; Bushman et al., 2009; Lee et al., 2011). Assim sendo, a razão 

estroma:epitélio é aumentada durante a HPB sintomática (5:1 vs 2:1 na 

ausência da hiperplasia) (McNeal et al., 1990; apud Shapiro et al., 1992; 

Kyprianou et al., 2003). Esta localização anatômica é a razão pela qual a HPB 

está associada a sintomas obstrutivos e pode explicar os sintomas severos 

frequentemente observados com apenas um pequeno grau de aumento da 

próstata (Tannenbaum et al., 1983; apud Hieble e Ruffolo, 1996). 

 

  

Figura 3: Visão anterior da próstata e uretra. A próstata é dividida em três 

zonas: a zona central (CZ), a zona de transição (ZT) e a zona periférica (PZ). 

As vesículas seminais e ductos ejaculatórios estão localizados na base da 

próstata. O estroma fibromuscular anterior (AFS) está localizado anteriormente. 

Retirada de: Wadhera, 2013 
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1.1.2 Etiologia da HPB 

 

Os mecanismos moleculares exatos que levam a indução, manutenção e 

ao desenvolvimento dos sinais clínicos resultantes da HPB são multifatoriais e 

ainda não conhecidos completamente. No entanto, sabe-se que a ocorrência 

de HPB é dependente de andrógenos circulantes, como a testosterona e 

principalmente de seu metabólito ativo 5α-reduzido, a di-hidrotestosterona 

(DHT), os quais são importantes no desenvolvimento e crescimento normal da 

próstata (Carson e Rittmaster, 2003). Por exemplo, homens castrados antes da 

puberdade não desenvolvem HPB (Wilson e Roehrborn, 1999; Timms e 

Hofkamp, 2011).  Ademais, alguns estudos têm mostrado que a DHT causa a 

proliferação excessiva de elementos do epitélio glandular e de miofibroblastos 

da zona de transição, além da inibição de apoptose, resultando no aumento do 

volume próstático (Carson e Rittmaster, 2003; Priest et al., 2012). Entretanto, 

sabe-se que o crescimento da próstata não está diretamente correlacionado 

aos níveis da DHT, o que sugere que além do andrógeno, outros fatores 

também podem ser responsáveis pelo aumento da glândula (Lepor et al., 

2004), tais como fatores de crescimento, estresse oxidativo, poluentes 

ambientais, inflamação, hereditariedade e a interação entre o epitélio e estroma 

da próstata (Bostanci et al., 2013, Barclay et al., 2005; Harman et al., 2001; 

Nickel et al., 1999; Prajapati et al., 2013).  

Recentemente, alguns estudos têm investigado a participação do α1D-

adrenoceptor (α1D-AR) na regulação da proliferação celular, inclusive na 

próstata, onde foi mostrado que a ativação dos α1D-AR induz a proliferação 

celular ao nível de estroma, epitélio e musculatura lisa, tanto em ratos como em 

humanos, e seu bloqueio previne este efeito (Kojima et al., 2009). E, no trato 

urinário inferior, o aumento da expressão de α1D-AR se correlaciona com a 

hipertrofia da bexiga (Hampel et al., 2002). 
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1.2 Adrenoceptores e sinalização no trato urinário inferior 

 

Os α1-AR são receptores amplamente distribuídos no cérebro e órgãos 

periféricos (Hieble, 2000; Michelotti et al., 2000), presentes na musculatura lisa 

vascular e não vascular. Eles se apresentam em três subtipos distintos 

denominados α1A, α1B e α1D (Ford et al., 1994; Hieble et al., 1995; IUPHAR 

Receptor Database; www.iuphar.org; acesso em maio 2014). Os α1-AR são 

receptores metabotrópicos pertencentes à família rodopsina de receptores 

acoplados à proteína G (em inglês: G protein coupled receptors – GPCR) 

heterotrimérica, composta de três subunidades associadas (α, β, e γ). De 

acordo com características filogenéticas, esta família é subdividida em quatro 

grupos principais (α, β, γ e δ) que compreendem treze ramos distintos, dos 

quais cinco ramos pertencem ao grupo α com 101 membros. Os α1-AR, 

particularmente, fazem parte do grupo de receptores de aminas biogênicas 

inclusos no grupo α, onde se encontra a maioria dos receptores 

serotoninérgicos, dopaminérgicos e muscarínicos) (Fredriksson et al., 2003).  

A função fisiológica clássica mediada por estes receptores é a contração 

da musculatura lisa vascular e não vascular, além do envolvimento na 

hipertrofia cardíaca, proliferação de células do músculo liso vascular, 

hepatócitos e próstata (Rokosh et al., 1996; Zhong e Minneman, 1999; 

Michelotti et al., 2000; Piascik e Perez, 2001; Kojima et al., 2009). 

Os mecanismos celulares envolvidos na contração, hipertrofia e 

proliferação celular do músculo liso no trato urinário inferior via α1A/D-AR já 

foram, em parte, estabelecidos. Inicialmente, na presença do ligante endógeno 

(noradrenalina e adrenalina) ou de um agonista externo, os α1A/D-AR são 

ativados causando a dissociação da proteína Gq, gerando as subunidades α e 

βγ.  Subsequentemente, a subunidade αGq ativa a fosfolipaseCβ (PLC-β1) e a 

GTPase monomérica RhoA (Hennenberg e Gratzke, 2013). A PLC-β1 hidrolisa 

o fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) da membrana formando os segundos 

mensageiros inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 causa a 

abertura dos canais de Ca2+ presentes no retículo endo/sarcoplasmático 

aumentando a concentração de Ca2+ citosólica. Há despolarização da 

membrana e abertura dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem tipo L, 

havendo uma corrente massiva de Ca2+ do meio extracelular para o interior da 

http://www.iuphar.org/
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célula. Com relação à contração, o aumento de Ca2+ intracelular leva à 

ativação da calmodulina e da proteína cinase dependente de 

Ca2+/calmodulina (CaMK II), a qual fosforila um resíduo serina na cadeia leve 

da miosina (MCL), favorecendo a interação actina-miosina (apud Minneman, 

1988; Wu et al., 1992; Docherty, 2010). Paralelamente, o DAG estimula as 

isoformas da proteína cinase C (PKC), dependente ou não de Ca2+, que 

causam a inibição da fosfatase de MCL através da fosforilação da subunidade 

regulatória, ocorrendo sensibilização dos miofilamentos ao Ca2+, o que resulta 

em uma maior fosforilação da MCL e contração. Este último mecanismo é 

compartilhado pela via da RhoA/Rho cinase (Rees et al., 2003; Somlyo e 

Somlyo, 2003; Christ e Andersson, 2007; Hennenberg et al., 2013).  

Além da contratilidade, a via da Rho cinase também está envolvida na 

proliferação das células prostáticas humanas, já que inibidores desta via 

diminuíram a proliferação celular em cultura de células estromais prostáticas 

(Rees et al., 2003; Ventura et al., 2011). Todas as vias canônicas citadas acima 

podem culminar na via de ativação de proteínas cinases ativadas por 

mitógenos (MAPK) também conhecidas como proteínas cinases ativadas por 

sinais extracelulares (ERK 1/2). Estas proteínas comunicam sinais 

extracelulares ao núcleo através da ativação de uma série de proteínas cinases 

proto-oncogênicas (Hu et al., 1999b; Gentili et al., 2002; Kubo et al., 2005). 

Durante a cascata de sinalização pode haver fosforilação dos fatores de 

transcrição c-Fos e c-Jun, que formam o dímero conhecido como fator de 

transcrição AP-1 (proteína ativadora 1), o qual aumenta a transcrição de 

diversos genes envolvidos na hipertrofia e proliferação celular (Della et al., 

1997; Hu et al., 1999a e 1999b; Garcia-Sainz et al., 1999).  

 

1.3 Tratamento farmacológico da HPB sintomática 

A HPB é caracterizada pelos componentes dinâmico e estático, os quais 

contribuem para os STUI. O componente dinâmico reflete o aumento do tônus 

da musculatura lisa do colo da bexiga, da próstata e uretra. Este tônus é 

regulado pelo sistema nervoso simpático e mediado principalmente pelos α1-

adrenoceptores (1-AR), os quais estão localizados predominantemente no 

estroma prostático (apud Hedlund et al., 1985; apud Hieble et al., 1985; 
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Chapple et al., 1989; Marshall et al., 1995; Pulito et al., 2000; Thiyagarajan et 

al., 2002; Nanda et al., 2009). Entre os diferentes subtipos de adrenoceptores, 

os 1A-AR são predominantes no músculo liso da próstata e da uretra, onde 

induzem contração. Na HPB há um aumento da expressão de 1A-AR e 

consequentemente um up regulation desta via (Testa et al., 1993; Forray et al., 

1994; Nasu et al., 1996, Maruyama et al., 1998; Michelotti et al., 2000; Michel e 

Vrydag, 2006).  

Por outro lado, o 1D-AR também está presente na próstata e é o subtipo 

predominante na bexiga, correspondendo ao dobro da densidade de α1A-AR 

(Malloy et al., 1998). A expressão dos 1D-AR, assim como para os  α1A-AR, é 

aumentada durante a HPB o que contribui para a proliferação celular da 

próstata (Nasu et al., 1996, Nishino et al., 2006; Kojima et al., 2006). E na 

bexiga, este aumento contribui para os sintomas irritativos decorrentes da 

obstrução ao esvaziamento da bexiga e, possivelmente, para os sintomas 

associados à hipertrofia do músculo detrusor, como o aumento do tônus, 

diminuindo a complacência (Hampel et al., 2002, Ishizuka et al., 2013).  

É necessário que o paciente tenha um tratamento farmacológico eficaz 

na medida em que a ausência ou inadequação deste pode acarretar 

complicações como a retenção urinária aguda, incontinência urinária, 

insuficiência renal crônica, infecção do trato urinário, lesão vesical funcional e 

anatômica, presença de cálculos na bexiga e falha renal (Fine e Ginsberg, 

2008; Speakman e Cheng, 2014).  

O objetivo do tratamento com antagonistas dos α1-AR é o alívio dos 

STUI, o qual é exercido através do relaxamento dos músculos lisos do colo da 

bexiga, da uretra e da próstata, com consequente aumento do fluxo urinário e 

esvaziamento da bexiga, reduzindo a necessidade de procedimentos 

cirúrgicos.  

Os dados clínicos atuais indicam que os antagonistas com maior 

afinidade por α1A-AR ou α1A/D-AR são os fármacos mais eficazes, sendo de 

primeira escolha para o tratamento da HPB moderada a severa (Nickel, 2006; 

Ito et al., 2006; Hieble, 2011; Hennenberg et al., 2014).  

Por outro lado, o componente estático está relacionado com a massa de 

tecido hiperplásico da próstata que comprime fisicamente a uretra e obstrui a 
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saída da urina da bexiga, fator diretamente dependente da testosterona e da 

DHT (Kenny, 1996; Tiwari et al., 2005). Deste modo, inibidores da enzima 5α-

redutase, os quais impedem a conversão da testosterona a DHT (exemplos: 

finasterida e dutasterida), são utilizados na clínica por produzir atrofia da 

próstata (Carson et al., 2003) através de seu efeito apoptótico sobre o epitélio 

dependente de andrógeno (Untergasser et al., 2005).  

Entretanto, a eficácia da associação de inibidores da 5-α redutase com 

os antagonistas α1-AR em relação a monoterapia (antagonistas α1-AR) ainda é 

alvo de discussão na literatura (McConnell et al., 2003; Kirby et al., 2003; Lepor 

et al., 1996). Um estudo com 1229 pacientes com HPB revelou que a eficácia 

da associação de finasterida e terazosina (inibidor da 5-α redutase e 

antagonista α1-AR, respectivamente) não foi superior à monoterapia com 

terazosina (Lepor et al., 1996), porém outros estudos tiveram conclusões 

diferentes (McConnell et al., 2003, Kirby et al., 2003). Contudo, os inibidores da 

5α-redutase não relaxam a próstata e levam de seis a doze meses para agir, 

ao contrário dos antagonistas α1-AR que possuem ação entre horas a semanas 

(Ventura et al., 2011; Priest et al., 2012; Hennenberg et al., 2013). Também 

apresentam maior redução da libido e disfunção sexual se comparado ao 

antagonista α1-AR (McConnell et al., 2003, Kirby et al., 2003, Lepor et al., 

1996). Alguns dados sugerem que o uso crônico de finasterida poderia causar 

uma diferenciação das células neuroendócrinas, o que seria desfavorável para 

pacientes com risco de câncer prostático (Tarle et al., 2009).   

 

1.3.1Evolução de antagonistas α1-AR no tratamento da HPB 

 O tratamento dos STUI secundários à HPB moderada à severa com 

antagonistas α1-AR (Figura 4) é considerado padrão ouro na clínica. Baseado 

em escore de sintomas prostáticos e urodinâmica obtidas em estudos 

controlados e abertos foi as Associações Americana e Européia de Urologia 

consideram o uso de antagonistas α1-AR como uma alternativa eficaz e 

apropriada (Mc Vary et al., 2011; Oelke et al., 2013). 

Os antagonistas α-AR foram introduzidos a partir de 1978 através da 

fenoxibenzamina, antagonista α-AR não seletivo e irreversível. Entretanto, a 

fenoxibenzamina é um fármaco obsoleto devido aos efeitos adversos como a 
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hipotensão arterial, cansaço, tontura, congestão nasal e ejaculação 

prejudicada, além de ser potencialmente carcinogênico (Lepor, 1990 e 2007; 

Fischer et al., 2003). Em seguida, com melhor conhecimento da farmacologia 

dos α1-AR, surgiram outras gerações de antagonistas α-AR. 

A prazosina, derivado quinazolínico de segunda geração, foi o primeiro 

antagonista seletivo para α1-AR utilizado para o tratamento da HPB. A 

prazosina possui afinidade alta (subnanomolar) e semelhante para os três 

subtipos de α1-AR e baixa para α1L-AR, fenótipo funcional do subtipo α1A-AR 

(Flavahan & Vanhoute, 1986 apud Hiraoka, 2003; Muramatsu et al., 1990 e 

1998). Porém a hipotensão postural permaneceu como um dos efeitos 

adversos, a qual pode ser mais pronunciada no paciente idoso, uma vez que a 

expressão dos subtipos 1B-AR, os quais medeiam contração do músculo liso 

dos vasos de resistência, aumenta no envelhecimento (Rudner et al., 1999; 

Lepor, 2007).  

A terazosina e a doxazosina análogos estruturais da prazosina, porém 

menos potente, foram o primeiro e segundo, respectivamente, antagonistas α1-

AR de longa duração aprovados para o tratamento da HPB sintomática 

moderada à severa, sendo eficazes como monoterapia (Kaplan et al., 2005 

Lepor et al., 2012).  

A terceira geração abrange fármacos com alta afinidade para os 

receptores α1A-AR presentes em abundância na próstata, como a tamsulosina 

(derivados feniletilaminínicos), cuja dose não necessita ser titulada (Narayan et 

al., 1998; Lepor et al., 2012) e a alfuzosina (derivado quinazolínico), que 

embora não seletiva, possui tolerabilidade cardiovascular semelhante à 

tamsulosina (Michel et al., 2010). A tamsulosina também possui alta afinidade 

pelos α1D-AR e apresenta baixa incidência de hipotensão como efeito adverso 

vascular, em razão da sua seletividade em relação ao α1B-AR (afinidade 14 

vezes maior para α1A do que para α1B-AR) (Leonardi et al., 1997; Nanda et al., 

2009).  

A silodosina, derivado trifluoroetoxi-fenoxietilamina, recentemente 

aprovada nos EUA e Europa, é um fármaco com seletividade para o subtipo 

α1A-AR superior à tamsulosina (Cantrell et al., 2013), com afinidade 583 e 56 

vezes maior do que α1B-AR e α1D-AR, respectivamente, e que possui um perfil 

cardiovascular seguro (Lepor e Hill, 2010; Lepor et al., 2012). 
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Atualmente, alfuzosina, doxazosina, tamsulosina e terazosina constituem 

a primeira linha de tratamento dos STUI secundários à HPB, pois são eficazes 

e de ação rápida além de não possuírem efeitos adversos significativos. 

Embora haja pequenas diferenças nos efeitos adversos entre os fármacos 

seletivos ou não para α1A-AR, a eficácia no alívio dos sintomas obstrutivos é 

semelhante nas doses apropriadas (Yoo e Cho, 2012). 

Com exceção de derivados quinazolínicos, os demais antagonistas α1A-

AR atuais não evitam o aumento do volume prostático. Contudo, o efeito 

antiproliferativo de derivados quinazolínicos independe dos α1-AR e os dados 

sugerem que há apoptose também no sistema cardiovascular o que seria 

deletério ao paciente (revisto em Kyprianou et al., 2009).  

Um novo antagonista dos α1-AR com estrutura fenilpiperazínica e com 

maior afinidade dos α1D-AR, o naftodipil, vem sendo usado no Japão para o 

tratamento dos sintomas da HPB (Michel, 2010; Hara et al., 2013; Hennenberg 

et al., 2014).  

Kojima e colaboladores (2006) observaram que a eficácia da 

tamsulosina e naftopidil em pacientes com HPB diferiram dependendo do 

subtipo dominante de adrenoceptores (α1A-AR ou α1D-AR). O subtipo 

premominante dos α1-AR foi avaliado através de ensaios de RT-PCR 

realizados nas biopsias. Segundo os autores, a tamsulosina foi mais eficaz em 

pacientes com a expressão dominante do α1A-AR, enquanto o naftopidil foi 

mais eficaz naqueles pacientes com expressão dominante do subtipo α1D-AR. 

O nível de expressão do RNAm na próstata poderia ser considerado como um 

indicador na escolha do antagonista α1-AR, pois as diferenças genéticas 

podem ser responsáveis pela diversas respostas aos fármacos. Contudo, este 

procedimento apresenta uma limitação na aplicabilidade pela inconveniência de 

biópsia (Ishiuza et al., 2013). 

  



12 
 

 

           

Doxazosina      Terazosina 

 

Tamsulosina 

 

Alfuzosina 

 

Silodosina 

 

Naftopidil 

Figura 4: Antagonistas dos α1-ARs  
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1.4 Nova via de sinalização celular relevante da HPB: receptores 5-HT1A  

Os receptores serotoninérgicos são membros da família dos GPCRs (5-

HT1, 5-HT2, 5-HT4 – 5-HT7, com exceção do subtipo 5-HT3) (Raymond et al., 1999; 

Fredriksson et al., 2003; Pucadyil et al., 2006), que compartilham serotonina ou 5-

hidroxitriptamina (5-HT), como ligante endógeno.  

O receptor 5-HT1A é um receptor acoplado à proteína Gi/G0 regulando os 

níveis intracelulares do AMPc e foi um dos primeiros receptores pertencentes à 

família de GPCRs a ter o gene clonado (Kobilka et al., 1987; Fargin et al., 1988).  

O RNAm do 5-HT1A é expresso principalmente no cérebro, onde está presente em 

alta densidade no córtex cerebral, hipocampo, septo lateral, amídala e no núcleo 

da rafe mesencefálica, e em baixa densidade no gânglio basal e tálamo (Ito et al., 

1999; Burnet et al., 1995; De Almeida e Mengod, 2008). Os 5-HT1A podem estar 

localizados no corpo celular, dendrito, axônio, pré-sinapticamente (autoreceptores) 

e pós-sinapticamente nos terminais nervosos ou sinapses. Esses receptores 

também são encontrados fora do SNC, como por exemplo, no baço, rins neonatal, 

intestino (Pucadyil e Chattopadhyay., 2006), mas são pouco expressos nas 

artérias coronárias, átrio, ventrículo e epicárdio (Nilsson et al., 1999). Este 

receptor também é expresso nas células neuroendócrinas prostáticas conforme 

observado tanto em biópsia de tecido de paciente com HPB como com câncer de 

próstata, sugerindo um efeito autócrino da 5-HT (Dizeyi et al., 2004). Estes 

receptores também estão presentes em linhagens de células tumorais de próstata 

tais como LNCaP, DU-145 e PC-3 (Dizeyi et al., 2004). 

As células neuroendócrinas têm um papel relevante no crescimento e em 

sua própria diferenciação na próstata (di Santa’Agnese et al., 1994). Elas estão 

relacionadas com a patogênese da HPB, pois foi observada maior densidade 

destas células em pequenos nódulos em desenvolvimento e em ductos na zona 

de transição (Cockett et al., 1993; Islam et al., 2002). A 5-HT secretada por estas 

células regula a atividade proliferativa das células epiteliais e juntamente com 

outros fatores de crescimento estimula a mitogênese de fibroblastos e músculo 

liso observada no desenvolvimento da HPB (Cockett et al., 1993; Islam et al., 

2002), além de ser reconhecida como fator de crescimento em vários tipos 

celulares (Dizeyi et al., 2004; Siddiqui et al., 2006). Esta amina biogênica estimula 

a proliferação de células epiteliais e, juntamente com outros fatores de 
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crescimento, também estimula a mitogênese de fibroblastos e do músculo liso 

(Cockett et al., 1993).  

A sinalização não canônica dos receptores 5-HT1A, assim como a via 

dos α1-AR, envolve a via de ativação de da ERK 1/2 (Dizeyi et al., 2011). 

Dados anteriores demonstraram que antagonistas seletivos para receptores 5-

HT1A (NAN-190 e WAY100135) têm um efeito inibitório sobre o crescimento de 

linhagens de câncer de próstata in vitro (PC3, DU145 e LNCaP) (Abdul et al., 

1994 e 1995; Dizeyi et al., 2004 e 2005).  

 

1.5. Estrutura privilegiada 

Os derivados N-fenilpiperazínicos são conhecidos por exibirem afinidade 

semelhante para α1-AR e receptores 5-HT1A, tendo em vista do alto grau de 

homologia entre ambas as sequências de aminoácidos (Trump-Kallmeyer et al., 

1992; Glennon et al., 1993; Fiorino et al., 2005), particularmente na região 

transmembranar hidrofóbica de reconhecimento de ligantes. Desta forma o 

arcabouço N-fenilpiperazínico pode ser considerado uma estrutura privilegiada 

(DeSimone et al., 2004). Estas estruturas possuem os requerimentos 

estruturais que se acomodam dentro do modelo farmacofórico conhecido para 

α1-AR, onde o átomo nitrogênio protonável na posição 4 (N4) da fenilpiperazina 

é essencial para a interação com o receptor (mais especificamente com 

resíduo aspartato em TMIII). A porção aromática ligada ao N1 é a segunda 

característica estrutural necessária para esta interação (figura 5) (de Marinis, 

1997; Kenny et al., 1997; Menziani et al., 1999; Forray e Noble, 1999; Bremner 

et al., 2001; Manetti et al., 2002).  

 

Figura 5: Grupo funcional N-fenilpiperazina 
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Durante o mestrado foram investigados 11 derivados N-

fenilpiperazínicos, denominados de série LDTs (LDT62 – LDT70, LDT39 e 2-

OH-FPz; depósito de patente INPI - 020120000647), sintetizados pelo 

professor Luiz Antonio Soares Romeiro (laboratório LADETER, Universidade 

Católica de Brasília). Estes derivados compartilham a estrutura N-

fenilpiperazínico do BMY 7378, antagonista seletivo para os adrenoceptores 

α1D, porém não utilizado clinicamente, e diferentes substituições em N4 (R1) e 

na posição orto do anel aromático (R2) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: A) Estrutura N-fenilpiperazínica dos LDTs. R1 e R2 representam 

substituintes no N4 da piperazina e na posição 2 do anel aromático, 

respectivamente. A estrutura N-fenilpiperazínica é identificado pela seta 

vermelha. B) Estrutura química do BMY 7378. A porção 2-metóxi N-

fenilpiperazínica é destacada em vermelho. 

 

1.5.1 Caracterização farmacológica de derivados N-fenilpiperazínicos 

candidatos a protótipo no tratamento da HPB 

Foram realizados estudos para caracterização farmacológica dos 

derivados N-fenilpiperazínicos através de ensaios funcionais em aorta de rato e 

de radioligação (binding) em preparações de fígado de coelho e rato, tecidos 

enriquecidos em α1D-AR, α1A-AR e α1B-AR nativos, respectivamente, e outras 

preparações enriquecidas nos subtipos de receptores 5-HT1A e 5-HT2A.  

Dentre a série estudada, quatro derivados (LDT65, LDT66, LDT67 e 

LDT68) se destacaram por terem alta afinidade (faixa nM) para os 1A/D-AR, e 

receptor 5-HT1A (Chagas-Silva, 2010). Os valores de Ki e KB calculados se 

encontram dentro da faixa de maior frequência de afinidade apresentada pelos 

fármacos em uso clínico, os quais apresentam afinidade na faixa nanomolar de 

concentração, com mediana de Ki em torno de 20 nM (figura 7).  
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Figura 7: Frequência de distribuição dos valores do parâmetro de afinidade (Ki) 

em escala logarítimica dos fármacos utilizados clinicamente.  A seta indica a 

faixa de maior freqüência (Ki : 5 – 50 nM). Retirado de Overington et al., 2006. 

Ademais, os derivados LDT65 – LDT68 tem boa adesão à regra de 

Lipinski ou “regra dos cinco de Lipinski”, a qual avalia se candidatos a 

protótipos teriam potencial atividade quando administrados por via oral (Lipinski 

et al., 1997). 

No que diz respeito a seletividade frente a receptores não-alvos, os 

derivados LDT65 – LDT68 também foram destaques por apresentar baixa 

afinidade para os receptores 5-HT2A (faixa µM), reduzindo a probabilidade de 

possíveis efeitos adversos centrais em um possível uso clínico (Capela et al., 

2006; Rowley et al., 2001). Além disto, também apresentaram afinidade na 

faixa µM e uma ótima razão de seletividade (25 – 156 vezes) para 1D-AR em 

relação ao 1B-AR. Quando comparados à tamsulosina, a qual apresenta 

afinidade na faixa nM (Kuo et al., 2000), estes derivados apresentam menor 

afinidade por 1B-AR.  

Desta forma, estes novos compostos são considerados novos ligantes 

multialvos de 1-AR (1A e 1D) e receptores 5-HT1A.     

50 – 5 nM 
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2. Objetivos
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2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar farmacologicamente quatro derivados N-fenilpiperazínicos, 

previamente selecionados por serem antagonistas de 1D-adrenoceptores e terem alta 

afinidade por 1A-adrenoceptores e receptores 5-HT1A em roedores, na busca de 

novos candidatos a protótipos de fármacos para o tratamento da hiperplasia prostática 

benigna.

2.2 Objetivos Específicos

Em roedores

 Avaliar o potencial drug-likeness dos LDT65 – LDT68 a partir de propriedades 

físico-químicas e farmacológicas; 

 Determinar a afinidade dos LDT65 – LDT68 pelos α2-adrenoceptores, D2-like e 

muscarínicos; 

 Avaliar a atividade intrínseca dos LDT65 – LDT68 nos receptores 5-HT1A;

 Avaliar a atividade intrínseca e afinidade de um dos LDTs selecionado nos 1A

e1D-adrenoceptores;

 Avaliar possíveis efeitos tóxicos após administração de dose única dos LDTs in 

vivo;

 Verificar o efeito do LDT66 sobre a pressão arterial média em animal 

anestesiado;

 Verificar o efeito do LDT66 em modelo de pressão intrauretral elevada in vivo;

Em material humano:

 Avaliar o efeito do LDT66 a proliferação celular utilizando células de hiperplasia 

prostática benigna;

 Avaliar o efeito do LDT66 sobre a proliferação celular utilizando linhagem de 

célula prostática tumoral DU-145.



 

 

3. Material e Métodos 
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3.1 Obtenção dos derivados N-fenilpiperazínicos 

Os derivados N-fenilpiperazínicos (LDT65 – LDT68) foram sintetizados 

pelo Dr. Luiz Antonio Soares Romeiro (Laboratório LADETER, Universidade 

Católica de Brasília). Foram caracterizados através de espectros de infra-

vermelho por transformada de Fourier (FT-IR) em um espectrômetro Perkin 

Elmer (Spectrum BX), espectros de 1H-RMN (300 e 500 MHz CDCl3) e de 13C-

RMN (75 e 125 MHz, CDCl3) em Varian Plus (7,05 T) e espectrômetros Bruker 

Avance DRX500 e DRX300, e espectros de massa registrados em 

espectrômetro Shimadzu LCMS IT-TOF. A análise da placa de cromatografia 

em camada delgada mostrou um único spot, indicando a presença de apenas 

uma substância, como corroborado pela análise espectrométrica (Chagas-Silva 

et al., 2014; anexo 1). Os LDT65-LDT68 foram disponibilizados sob a forma de 

cloridrato com posterior solubilização à concentração de 10 mM em água 

ultrapura e estoque a -20 °C na forma de pequenas alíquotas. No dia do 

experimento, diluiu-se uma pequena alíquota da solução estoque necessária à 

realização do experimento.  

3.2 Avaliação teórica das propriedades moleculares dos LDT65 – LDT68 

3.2.1 Regra dos 5 (RO5) 

As propriedades moleculares dos derivados LDT65 – LDT68 foram 

calculadas as pelo programa Advanced Chemistry Development, inc. sofware 

acd/Percepta versão 14.0.0 (Build 2254), módulo Physchem. E a seguir foram 

analisadas segundo os parâmetros de Lipinski (“regra dos cinco”, Lipinski et al., 

1997), os quais são definidos por quatro regras (apenas 1 pode ser quebrada) 

de acordo com propriedades moleculares para farmacocinética de um fármaco 

no corpo humano, o qual deve apresentar: i) até 5 doadores de ligação 

hidrogênio; ii) até 10 aceptores de ligação hidrogênio; iii) massa molecular 

menor que 500 Da e iv) LogP menor que 5. 
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3.2.2 Eficiência do Ligante 

A Eficiência do Ligante (EL) é a medida da energia de ligação por átomo 

de um ligante ao seu receptor. Pode ser calculada através da medida da 

atividade biológica in vitro (ensaios de binding) corrigida pela propriedade 

físico-química da molécula. A eficiência dos derivados em se ligar aos 

receptores 5-HT1A e 1A-AR foi calculada a partir dos valores de (pKi) dividido 

por número de átomos não-hidrogênio (isto é, carbono, nitrogênio, oxigênio, 

enxofre e halogênio), normalizando a atividade relativa com o tamanho da 

molécula (Hopkins et al., 2014):  

EL =          1,4 x pKi 

                 Nº de átomos não H 

 

3.3 Obtenção dos órgãos de animais  

Todos os protocolos com animais foram aprovados pelos comitês de 

ética da UFRJ (CEUA; protocolo: DFBC – ICB011). Ratos Wistar machos, com 

idade de 3 meses, foram eutanasiados por decapitação. Em seguida, o cérebro 

de cada animal foi rapidamente retirado e imerso em solução de Krebs (NaCl 

119 mM, KCl 4,7 mM, CaCl2 2,5 mM, MgSO4 1,2 mM, NaHCO3 25 mM, KH2PO4 

1,2 mM e glicose 11 mM) pH 7,2 a 25 ºC. Os cérebros foram colocados sobre 

uma placa de gelo, onde hipocampos e córtex foram rapidamente dissecados. 

Após dissecção, os órgãos foram armazenados em nitrogênio líquido (N2) até a 

preparação do homogeneizado. Para os ensaios funcionais, as aortas torácicas 

e próstatas ventrais de rato foram removidas e manipuladas em solução 

fisiológica (Silva et al., 2002).  

Todas as composições das soluções foram descritas ao final do capítulo. 
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3.4 Preparações Membranares  

3.4.1 α2-adrenoceptores e receptores muscarínicos nativos 

 Preparações membranares de córtex neuronal de rato (α2A-AR e 

receptores muscarínicos) foram obtidas (Neves et al., 2010) seguindo o 

protocolo a seguir (Figura 8). Os órgãos foram homogeneizados três vezes 

durante 30 segundos (velocidade 5000 RPM) em um Potter com o auxílio de 

um aparelho motorizado (Fisatom) e pistão de teflon, seguido por duas 

centrifugações sucessivas a 900 x gmax (10 minutos, 4 °C). O sobrenadante foi 

centrifugado a 48000 x gav (10 minutos, 4 °C) e o pellet obtido foi ressuspenso 

e incubado em solução TRIS-HCl 50 mM (pH 7,4) a 37 °C por 10 minutos 

(visando a remoção dos neurotransmissores endógenos). A seguir, a 

suspensão foi centrifugada duas vezes a 48000 x gav (10 minutos, 4 °C) e 

então o pellet final foi ressuspenso em solução de Tris-HCl 50 mM (pH 7,4).  

3.4.2 Receptores D2-Like nativos 

  Para obtenção da preparação membranar de estriado de rato 

(receptores D2-“like” – subtipos de receptores dopaminérgicos: D2, D3 e D4) 

(Niznik et al., 1985; Terai et al., 1989; Hamdi et al.,  1992; Assié et al., 1993), 

os órgãos foram homogeneizados por três vezes durante 30 segundos em 

tampão Tris-HCl 50 mM, MgCl2 8 mM, EDTA 5 mM (pH 7,4 a 4 ºC) (figura 9); a 

seguir o homogeneizado foi centrifugado a 48000 x gav (20 minutos a 4 ºC). O 

pellet foi ressuspenso em Tris-HCl 50 mM, MgCl2 8 mM, EDTA 5 mM (pH 7,4 a 

37 ºC), posteriormente incubado a 37 ºC por 10 minutos e resfriado no gelo, e 

então centrifugado duas vezes a 48000 x gav  por 20 minutos a 4 ºC.  O pellet 

final foi ressuspenso no mesmo tampão na concentração de 1,5 mL/g tecido. 
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Córtex de rato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ressuspender e armazenar em Tris HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 ºC) na 

concentração de 1,5 mL/g tecido e armazenar em N2 líquido até o início do 

experimento.  

Figura 8: Esquema da preparação membranar de córtex de rato (α2- 

adrenoceptores e receptores muscarínicos). 

Homogeneizar em 10 volumes de TRIS 
HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 ºC) 
Potter de teflon 3 x 30 s / velocidade 3 
900 gmax X 10 min a 4 ºC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em  20 mL de 

TRIS HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 oC) 
900 gmax x 10 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadante 

48000gav  x 10 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em 10 volumes de TRIS 
HCl 50 mM (pH 7,4 a 37 oC) 
Incubação a 37 oC por 10 min 

48000 gav  x 10 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadante 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em 10 volumes de 
TRIS HCl 50 mM (pH 7,4 a 37 oC) 

48000 gav  x 10 min a 4 oC 
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Estriado de rato 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ressuspender em Tris HCl 50 mM, MgCl2 8mM, EDTA 5mM (pH 7,4 a 4 ºC) na 

concentração de 1,5 mL/g tecido e armazenar em N2 líquido até o início do 

experimento  

 

Figura 9: Esquema da preparação membranar de córtex neuronal de rato 

(receptores D2-like). 

Pellet 
Pellet 

Homogeneizar em 20 volumes de Tris HCl 
50 mM, MgCl2 8 mM, EDTA 5 mM (pH 7,4 
a 4 oC)  
Potter de teflon 3 x 30 s / velocidade 3 

48000 g x 20 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadant
e 

Sobrenadante 

Sobrenadante 

        Pellet 

        Pellet 

Ressuspender em 20 
volumes de Tris HCl 50 mM, 
MgCl2 8 mM, EDTA 5 mM 
(pH 7,4 a 37 oC) 
Incubar a 37 ºC por 10 min 
Resfriar no gelo 
48000 g x 20 min a 4 oC 

Ressuspender em 20 volumes de 
Tris HCl 50 mM, MgCl2 8 mM, EDTA 
5 mM  (pH 7,4 a 4 oC) 

48000 g x 20 min a 4 oC 

        Pellet Sobrenadante 
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3.4.2 Receptores 5-HT1A nativos 

 Como fonte de receptores 5-HT1A, utilizamos preparações membranares 

de hipocampo de rato (Neves et al., 2010), obtidas como detalhado na figura 

10. Os órgãos foram homogeneizados em um Potter com o auxílio de um 

aparelho motorizado (Fisatom) e pistão de teflon, por três vezes durante 30 

segundos, seguido por centrifugação a 900 x gmax (10 minutos, 4 ºC). O pellet 

foi ressuspenso em solução TRIS-HCl 50 mM (pH 7,4) gelado e submetido ao 

mesmo procedimento novamente. A seguir o sobrenadante foi centrifugado a 

48000 x gav (10 minutos, 4 ºC), gerando um pellet que foi ressuspenso e 

incubado na mesma solução a 37 ºC por 10 minutos, a fim de se remover os 

neurotransmissores endógenos. Foi realizada a centrifugação por mais duas 

vezes a 48000 x gav (10 minutos, 4 ºC) e então o pellet final foi ressuspenso em 

solução de Tris-HCl 50 mM (pH 7,4).   
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Hipocampo de rato 

 
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ressuspender em Tris HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 oC) na concentração de 1,5 mL/g tecido  
Armazenar em N2 líquido até o início do experimento 

Figura 10: Esquema da preparação membranar de hipocampo de rato 

(receptor 5-HT1A)             

Homogeneizar em 20 volumes de 

TRIS HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 oC); 

Potter de teflon 3 x 30 s/ 

velocidade 3 
900 gmax x 10 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em  10 mL de TRIS 
HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 oC); 

900 gmax x 10 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadante 

48000 gav  x 10 min a 4 
oC 

Sobrenadante 

Ressuspender em 20 volumes de TRIS 
HCl 50 mM (pH 7,4 a 37 oC) 
Incubar a 37 oC por 10 min 
48000 gav  x 10 min a 4 oC 

Pellet Sobrenadante 

Ressuspender em 20 volumes de 
TRIS HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 oC); 
4800 gav  x 10 min a 4 oC. 

Pellet Sobrenadante 

Pellet 
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3.5 Dosagem de proteínas 

Todas as dosagens de proteína foram realizadas pelo método 

colorimétrico proposto por Lowry et al., (1951) modificado para microplaca 

(placa de 96 poços).  

A albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada nas concentrações de 50, 

100, 200, 250, 350 μg/mL para construir a curva padrão.  Foram adicionados 

50 μL de água (branco), padrões de proteína ou amostras diluídas de proteína 

em estudo em diferentes poços. Em placa de 96 poços, adicionou-se a todos 

os poços 250 µL de uma solução contendo carbonato dissódico 2% em NaOH 

0,1N, sulfato cúprico 1% e tartarato de sódio-potássio 2%, seguido da adição 

de 30 µL do reagente de Folin a cada poço, e homogeneização com pipeta 

multicanal. A seguir, a placa foi incubada por 45 minutos a temperatura 

ambiente desde a homogeneização do primeiro poço. Os valores de 

absorbância foram obtidos em espectrofotômetro de placa em comprimento de 

onda igual a 700 nm. Os cálculos foram realizados utilizando os valores de 

absorbância da curva padrão versus concentração de proteína, os quais foram 

analisados com o auxílio do programa de regressão não-linear (GraphPad 

Prism 4.0). Os valores foram expressos em mg proteína/mL de 

homogeneizado. 

 

3.6 Ensaios de binding 

3.6.1 α2-adrenoceptores (α2-AR) 

            150 µg de membranas de córtex (α2-adrenoceptores) foram incubados 

com 1 nM do radioligante antagonista [3H]-RX821002 (Uhlén et al., 1991), na 

presença ou ausência de LDT65–LDT68 (0,1 - 300 μM). A incubação foi 

realizada por 60 minutos a 30 ºC sob lâmpada de vapor de sódio, em meio 

contendo Tris-HCl 50 mM (pH 7,4)  em um volume final de 500 μL (ligação 

total). Nos ensaios de saturação foi medida a ligação da [3H]-RX821002 aos α2-

AR na ausência e presença concentrações crescentes (0,03 – 10 nM)  de 

RX821002 não radioativo. Este protocolo, classicamente conhecido como 

experimento de competição, permite uma grande economia de radioligante e 

preparação.  Nestas condições obteve-se a ligação total. A ligação não-



 

28 
 

específica foi determinada na  presença de 100 µM de bitartarato de 

adrenalina. 

A reação foi parada pela adição (2X) de 4 mL de solução gelada 

contendo TRIS–HCl 5 mM (pH 7,4 a 4 ºC), seguida por filtração à vácuo em 

filtros de fibra de vidro (GMF 3, Filtrak) umidificados em 0,5% polietileneimina. 

Os filtros foram lavados duas vezes com 4 mL da mesma solução sob vácuo 

para remover todo radioligante livre. Em seguida foram secos e colocados em 

recipientes contendo líquido de cintilação.  A radioatividade retida nos filtros foi 

determinada em contador de cintilação líquida (Packard Tri-Carb 1600 TR). A 

ligação específica do [3H]-RX821002 aos α2-AR foi definida como a diferença 

entre a ligação total e a ligação não-específica. Estas etapas são comuns a 

todos os ensaios de competição a seguir. 

 A representação gráfica dos ensaios de saturação (figura 11) foi feita 

colocando-se na ordenada a ligação específica (bound) de RX821002. Para 

tanto multiplicou-se os valores obtidos de ligação específica de [3H]-RX821002 

em CPM pelo fator de diluição (FD) do [3H]-RX821002 calculado como: 

[concentração ligante frio (i.e., não radioativo) + concentração do radioligante] / 

concentração do radioligante. Na abscissa foram indicadas as concentrações 

crescentes de RX821002 (frio + radioativo). Os parâmetros constante de 

dissociação no equilíbrio (Kd), a qual representa a concentração de ligante 

necessária para ocupar 50% dos sítios receptores, e densidade máxima dos 

sítios de ligação (Bmax) foram calculados por regressão não linear a partir dos 

dados não transformados como descrito na seção 3.12. Os valores de Kd e 

Bmax com erros inerentes ao ajuste da curva foram 2,05 ±  0,28  nM e 124   ±  7  

fmol/mg proteína, respectivamente (n = 1). 
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Figura 11: Curva de saturação do RX821002 em membranas de córtex de rato 

(α2A-adrenoceptores). A curva foi obtida utilizando-se os parâmetros calculados 

por regressão não-linear com o modelo de um sítio de ligação. 

Por outro lado, nos ensaios de competição, foram realizadas curvas de 

inibição da ligação específica do radioligante pelos LDTs para se calcular os 

valores de concentração inibitória média (CI50) (figura 12).  
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Figura 12: Curva hipotética de competição. Adotamos a representação de 

“curva log concentração-efeito”, sendo que o efeito, neste caso, corresponde à 

inibição da ligação do radioligante. 

 

Os valores de CI50 foram convertidos aos valores de constante de 

dissociação do competidor no equilíbrio ou constante de inibição (Ki) através da 

equação de Cheng-Prusoff  (1973): 
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              (1) 

 

 

Onde Ki =constante de inibição; CI50 = concentração inibitória 

média; [L]=concentração molar do radioligante; Kd= constante de 

equilíbrio de dissociação do radioligante (medido em ensaio de 

saturação). 

 

3.6.2 Receptores muscarínicos 

 

Para o binding aos receptores muscarínicos (não-seletivo) (Richards, 

1990; Castoldi et al., 2006), foram incubados 150 μg de proteínas da 

preparação de córtex de rato, sob lâmpada de vapor de sódio, e  0,1 nM do 

radioligante [3H]-QNB, em meio contendo Tris-HCl 50 mM (pH 7,4 a 4 ºC), na 

ausência e presença dos derivados LDT65–LDT68 (0,1 - 300 μM). A incubação 

foi realizada por 60 minutos a 25 ºC, em um volume final de 500 µL. A ligação 

não-específica foi determinada na presença de 10 µM de sulfato de atropina. O 

binding específico do [3H]-QNB aos receptores muscarínicos foi definido como 

a diferença entre binding total e binding não-específico. Os parâmetros CI50 e 

Ki foram determinados como descrito em 3.6.1. Assumiu-se que o valor de Kd 

para [3H]-QNB foi 0,05 nM (Luthin e Wolfe, 1984). 

 

3.6.3 Receptores D2-like 

 

  Nos ensaios de binding aos receptores D2-like (Niznik et al., 1985; Terai et 

al., 1989; Hamdi et al., 1992; Assié et al., 1993; Neves et al., 2010) 50 µg de 

membrana de estriado de rato foram incubados por 60 minutos a 37ºC sob 

lâmpada de vapor de sódio em meio contendo 0,1 nM do radioligante antagonista 

[3H]-YM-09151-2 , 120 mM NaCl, 5 mm KCl, 5 mM MgCl2, 1,5 mM CaCl2, 1mM 

EDTA e Tris-HCl 50 mM (pH 7,2 a 25ºC), na ausência e presença dos derivados 

LDT65–LDT68 (0,1 - 300 μM), em volume final de 500 μL (ligação total).  A ligação 

não-específica foi medida na presença de 30 µM de sulpirida. O binding específico 

do [3H]-YM-09151-2 aos receptores D2-like foi definido como a diferença entre 

Ki =  
CI50 

1 + ([L] / Kd) 
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binding total e binding não-específico. Os parâmetros CI50 e Ki foram 

determinados como descrito em 3.6.1. 

 

3.6.4 Receptores 5-HT1A  

 Cerca de 75 µg de membrana de hipocampo foram incubados com 0,5 

nM do radioligante antagonista [3H]-p-MPPF (Kung et al., 1996; Assié et al., 

1999; Noël et al., 2014), na ausência e presença dos derivados LDT65–LDT68 

(0,1 - 300 μM) por 45 minutos a 37 ºC sob lâmpada de vapor de sódio. O meio 

reacional (volume final 500 µL) era composto por TRIS–HCl 50 mM (pH 7,4 a 

37 ºC) e GTP 1 mM para garantir que todos os receptores se encontrassem no 

estado inativado/desacoplado (Lahti et al., 1992; Noël et al., 2014). A ligação 

não-específica foi determinada na presença de 10 µM de serotonina. O valor do 

Kd estimado para [3H]-p-MPPF (receptores 5-HT1A) foi de 0,86 nM. A reação foi 

parada pela adição (3x) de 4 mL de solução gelada contendo TRIS–HCl 5 mM 

(pH 7,4 a 4 ºC), seguida por filtração à vácuo em filtros de fibra de vidro (GMF 

3, Filtrak) umidificados no tampão de binding.  

 

3.7 Atividade intrínseca nos receptores 5-HT1A 

3.7.1 Razão de valores de Ki 

A Atividade intrínseca dos derivados LDT66-LDT68 nos receptores 5-

HT1A foi estimada através do cálculo da razão dos valores de Ki obtidos em 

experimentos de competição com radioligante antagonista (mesma afinidade 

para os estados de alta e baixa afinidade do receptor, Ki baixa), [3H]-p-MPPF, 

versus radioligante agonista (afinidade muito maior pelo estado de alta 

afinidade, Ki alta), [
3H]-8-OH-DPAT (Assié et al., 1999). Deste modo, valores de 

razão de Ki (Ki baixa/Ki alta) próximos a 1,0 indicam uma substância competidora 

antagonista, enquanto valores consideravelmente maiores ou menores do que 

1,0, uma substância com perfil de agonista, direto ou inverso, respectivamente. 

Este método foi previamente validado no nosso laboratório (Noël et al., 2014). 

AS afinidades dos derivados LDT65–LDT68 foram determinadas, 

anteriormente, através do ensaio de binding utilizando o radioligante agonista 

[3H]-8-OH-DPAT. 
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3.7.2 Ensaio de binding do [35S]-GTPγS 

20 μg de membrana de hipocampo foram incubados em meio contendo 

0,2 nM [35S]-GTPγS , 100 mN NaCl,  5 mM MgCl2, 0,2 mM EGTA, 0,1 mM 

EDTA, 0,2 mM DTT, e 20 μM GDP tamponado com Tris–HCl 50 mM (pH 7,4) 

por 60 minutos a 30 ºC (Odagaki e Toyoshima, 2007; Noël et al., 2014), na 

presença ou ausência de 30 μM de 5-HT e 10 μM LDT66. A ligação não-

específica foi determinada na presença de 100 µM de GTPγS. 

 

3.8 Ensaios Funcionais 

3.8.1 Aorta de rato 

A aorta torácica (α1D-AR) foi removida, livre dos tecidos conectivo e 

adiposo adjacentes, e, em seguida, cortada em anéis. Os anéis desnudos (3 

mm) foram colocados num banho de órgãos contendo 9 ml de solução 

fisiológica (em mM: 122 NaCl, 5 KCl, 15 NaHCO3, 11,5 de glucose, 1,25 MgCl2, 

1,25 de CaCl2, 1,25 de KH2PO4) e borbulhado com uma mistura de 95% O2 / 

5% CO2 (37 ºC). Segmentos de aorta foram submetidos a uma tensão de 

repouso inicial (20 mN). Após recuperação de 1 hora, foi induzida uma 

contração com fenilefrina (FE) 1 µM (agonista seletivo dos receptores α1-

adrenérgicos) e no platô adicionou-se acetilcolina 1 µM para avaliação da 

integridade endotelial (Silva et al., 2002). Em seguida a preparação foi lavada e 

deixada em recuperação por 1 hora. Curvas cumulativas à FE (10 -9–10-5 M) 

foram realizadas na presença de propranolol 1 µM (para impedir a ligação da 

FE aos receptores β-adrenérgicos), antes e após a incubação do LDT66 (10, 

30 ou 100 nM), adicionados 1 hora antes  

A variação da força gerada, medida em mN, foi quantificada através do 

transdutor de força. Os dados foram digitalizados no sistema MacLab 8S 

conectado a este transdutor, e então analisados através do programa Chart 

3.4/s software (MacLab, Inc., USA). 

 As curvas concentração-resposta à FE foram usadas para calcular as 

concentrações que promoveram metade do efeito máximo (CE50) na ausência e 

presença do LDT, bem como o efeito máximo (Emax) da fenilefrina. Os 

resultados foram expressos em percentual da resposta máxima à FE, a qual foi 

considerada 100%. A razão entre o valor de CE50 na presença e na ausência 
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do antagonista calculada individualmente para cada experimento corresponde 

ao parâmetro denominado “razão de concentrações” (ou CR). A afinidade 

aparente do antagonista LDT (KB) foi determinada através da equação de 

Schild (Kenakin, 1993): 

    log (CR-1) = log [B] – log KB       

onde  B = concentração molar do antagonista e KB = constante de 

equilíbrio de dissociação do antagonista 

 

3.8.2 Próstata de rato 

Segmentos de 10 mm da próstata ventral de rato (α1A-AR) (Nanda et al., 

2009) foram fixados a um transdutor de força isométrica (GRASS FT-03) e o 

conjunto foi mergulhado em cubas contendo 9 mL de solução fisiológica (NaCl 

138 mM, KCl 5,7 mM, CaCl2 1,8 mM, NaH2PO4 0,36 mM, NaHCO3 15 mM e 

glicose 5,5 mM) (Picarelli et al., 1962), mantidos a 37 ºC com aeração 

constante de 95% de O2 e 5% de CO2, sob a tensão inicial (pré-carga) de 10 

mN por 60 minutos. Em seguida, foram induzidas duas contrações com solução 

de KCl 60 mM para obtenção  de contrações reprodutíveis. Após 45 minutos, 

três curvas cumulativas à fenilefrina (FE) (10-8–10-4M) foram realizadas na 

presença de propranolol 0,1 µM (para bloquear os β-adrenoceptores), com 

intervalo de 1 hora entre si. A terceira curva cumulativa foi realizada na 

presença do derivado LDT66 (10, 30 ou 100 nM), adicionado 1 hora antes.  

 

3.9 Cultura de células humanas 

 

As células estromais de HPB foram gentilmente cedidas pelo Dr. Luiz 

Eurico Nasciutti, ICB, UFRJ e as células tumorais de próstata humana, DU-145, 

foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ/UFRJ). As 

células DU-145 (74ª e 75ª passagens) foram cultivadas em meio RPMI 1640 

(GIBCO®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de piruvato e 

1% de penicilina (10000 U/mL)/estreptomicina (10000 μg/mL) (Invitrogen, EUA) 

e mantidas em incubadora de CO2 (5%) a 37 ºC. Quando confluentes, as 

células foram subcultivadas utilizando solução tripsina 0,25% (Invitrogen, EUA) 
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em solução salina tamponada (PBS, em mM: NaCl 125 mM, Na2HPO4 8 mM, 

NaH2PO4 2 mM e KCl 5 mM)  por 10 minutos para dissociação, e em seguida a 

tripsina foi inativada pela adição de meio RPMI com 10% SFB.  

 

3.10 Ensaio de proliferação in vitro 

Para os ensaios de proliferação e viabilidade celular, as células DU-145 

e estromais de HPB foram cultivadas em meio RPMI isento de soro fetal bovino 

por 24 horas (Souza et al., 2011). A seguir o meio foi substituído por meio 

RPMI 1640 suplementado com 2,5% SFB e as células foram tratadas com 5-

HT (1 ou 3 μM, respectivamente para os dois tipos celulares) ou fenilefrina (3 

μM) na ausência ou presença do LDT66 (50 nM), BMY7378 (antagonista α1D-

AR), p-MPPF (antagonista dos receptores 5-HT1A), adicionados 30 minutos 

antes da adição dos agonistas, ou veículo. Após 24 horas o meio foi 

descartado e os tratamentos foram repetidos, para prevenir uma possível 

degradação das substâncias até completar 48 horas. 

As substâncias utilizadas no tratamento das células foram diluídas 

diariamente em meio RPMI sem SFB e protegidas da luz. 

 

3.10.1 Avaliação da viabilidade celular 

Após 48 horas de tratamento, o meio contendo as substâncias foi 

retirado e a viabilidade celular foi determinada através de um ensaio 

colorimétrico utilizando a técnica do sal brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazólio], MTT (Mosmann, 1983). O ensaio baseia-se no 

metabolismo do MTT células viáveis gerando um cristal roxo denominado 

formazan. O aumento da absorbância é um indicativo de aumento do número 

de células viáveis, sendo uma medida indireta de proliferação celular.  

Inicialmente, o meio de cada poço (5000 células/poço; placa de 96 

poços) foi trocado por 100 μL de meio RPMI fresco, e adicionado 10 μL de MTT 

12 mM. A placa foi incubada a 37 ºC por 4 horas protegida da luz. Em seguida, 

os cristais de formazan foram solubilizados com 100 μL da solução 0,1g/mL 

SDS-HCl e incubados a 37 ºC por mais 4 horas. A leitura da placa foi realizada 

em espectrofotômetro de placa em comprimento de onda igual a 570 nm. A 
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absorbância medida foi diretamente correlacionada ao numero de células 

ativas metabolicamente. Os valores foram expressos como percentual em 

relação ao grupo controle (basal), o qual foi considerado como 100%.  

 

3.10.2 Contagem celular 

A contagem do número de células viáveis foi determinada utilizando as 

células controle (basal) e tratadas em placa de 24 poços (25000 células/poço). 

As células foram retiradas pela adição de tripsina 0,25% em solução PBS por 

10 minutos. A suspensão contendo células foi centrifugada a 173 g por 5 

minutos a 25 ºC. O sobrenadante foi descartado, as células foram 

ressuspensas em PBS e foi adicionado o azul de Trypan (0,4% em PBS). A 

câmara de Neubauer foi cuidadosamente preenchida com 10 μL desta 

suspensão e a seguir levada ao microscópio para contagem do número de 

células não coradas pelo azul de Trypan, ou seja, que estavam com sua 

membrana plasmática intacta, a fim de se determinar a porcentagem de células 

viáveis.  

 

3.11. Ensaios in vivo 

3.11.1 Pressão arterial (PAM): 

 Ratos Wistar machos (250-350 g) foram anestesiados com pentobarbital 

sódico i.p. (60 mg/kg). Após indução da anestesia, foram traqueostomizados, a 

veia jugular direita e a artéria carótida foram canuladas utilizando-se cânulas de 

polietileno preenchidas com solução salina heparinizada (50 U/mL) para 

administração das substâncias teste ou para a conexão com o transdutor de 

pressão (ADInstruments, Austrália), respectivamente. A pressão arterial média 

(mm Hg) foi monitorada continuamente (PowerLab, ADInstruments Pty Ltd, 

Austrália). Após 30 minutos de estabilização do animal, prazosina, tamsulosina, 

LDT66 (100 µg/kg peso corporal, i.v., diluídos em salina isotônica) ou veículo 

(100 µl) foram injetados em bolus, e a pressão arterial foi monitorada a cada 10 

minutos.  Os dados foram expressos como percentual de redução da pressão 

arterial inicial.  
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3.11.2 Pressão intra-uretral  

Ratos Wistar machos (250-350 g) foram anestesiados, 

traqueostomizados e a veia jugular direita foi canulada, como descrito acima 

para administração das substâncias teste. A bexiga, a próstata e a uretra foram 

expostas através de uma incisão na linha média da parede abdominal. Foi 

inserido um cateter, preenchido com solução salina heparinizada (50 U/mL), 

através do ápice da bexiga até a uretra prostática e logo após foi fixado com 

linha de algodão à saída da bexiga e ao término da próstata. O outro lado do 

cateter foi conectado ao transdutor de pressão (ADInstruments, Austrália) 

preenchido com água para medir a pressão intra-uretral em função do 

deslocamento da coluna de água . Após 30 minutos de estabilização, realizou-

se uma curva dose-resposta à FE (1–100 μg/kg i.v. em bolus), e aguardaram-

se mais 30 minutos para administração do LDT66 ou tamsulosina (0,1 e 0,01 

μg/kg i.v. em bolus, respectivamente), seguida da administração de FE 30 

μg/kg (i.v. em bolus).  As administrações foram feitas com um intervalo de 10 

minutos entre as doses (Figura 13). Os dados foram expressos como 

percentual do aumento da pressão intra-uretral inicial. 

 

 

 

 

Figura 13: Registro típico de pressão intra-uretral de rato.  

 1     3       10          30    100 

10 min       tempo 

Fenilefrina (µg/kg) (i.v.) 
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3.12 Avalição do efeito dos LDTs sobre a temperatura corporal e 

comportamento  

Camundongos Swiss (fêmeas, 25-30 g, 6 animais por condição) foram 

tratados com LDTs nas doses de 10 (LDT65-LDT68) ou 100 µg/kg (LDT65 e 

LDT66) por via intraperitoneal. No grupo controle foram administrados 100 μL 

veículo. A temperatura foi medida através de sonda retal antes e após 30 e 60 

minutos do tratamento. A seguir, os grupos foram observados, sob o âmbito 

comportamental de acordo com método descrito (Lorke, 1983, modificado; 

Souza et al., 2011), nos seguintes tempos exatos, a contar a partir do momento 

da administração: 2, 4, 8 horas e uma vez por dia até completar 14 dias. A 

tabela 1 descreve os parâmetros avaliados 

Tabela 1: Parâmetros fisiológicos avaliados in vivo 

Parâmetros fisiológicos* ítens da avaliação 

Estado de atenção e bem-estar Aparência geral, irritabilidade 

Coordenação motora 

 
Atividade geral, resposta ao toque, 
resposta à constricção da cauda, 
contração abdominal, caminhada, 

rigidez do reflexo 

Tônus muscular - 

Atividade do sistema nervoso central 
 

Tremores. Convulsão, hiperatividade, 
sedação, hipnose e anestesia 

 
Atividade do sistema nervoso 

autônomo 

 
Lacrimejamento, micção, defecação, 
pilo-ereção, hipotermia e respiração 

Consumo de água e ração - 

*Lorke, 1983; Souza et al., 2011. 

 

3.12 Análise dos dados e tratamento estatístico 

Os dados de força obtidos nos ensaios funcionais foram analisados por 

regressão não-linear para se calcular os parâmetros de concentração média 

efetiva (CE50) e de efeito máximo (Emax), e também o efeito alcançado pelo 

agonista na presença do LDT66, utilizando o mesmo software GraphPad Prism. 



 

38 
 

A diferença entre os grupos experimentais foi analisada por análise de 

variância fator único (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc de 

Newman-Keuls (mais de 2 grupos), considerando P < 0,05. Para verificar se 

houve diferença significativa entre as medidas efetuadas antes e depois do 

tratamento com LDT66 foi realizado teste t pareado, considerando um risco alfa 

de 5% (diferenças consideradas significativas se “P” for menor do que 0,05).  

 

3.14 Listagem de reagentes 

Os radioligantes 4-(2′-metoxi-)-fenil-1-[2′-(N-2″-piridil)-p-fluorobenzamido] 

etil-piperazina ([3H]-p-MPPF – atividade específica 74,2 Ci/mmol), [3H]-N-(1-

benzil-2-metilpirrolidina-3-il)-5-cloro-2-methoxi-4-(metilamino)benzamida ([3H]-

YM-09151-2 – atividade específica 82,7 Ci/mmol) e [35S]-guanosina 5′-O-(3-

tiotrifosfato) ([35S]-GTPγS – atividade específica 1250 Ci/mmol) foram 

adquiridos da Perkin-Elmer (New England Nuclear Life Science Products, 

Massachussetts/USA), 2-[2-(2-Metoxi-1,4-benzodioxanil)]imidazolina ([3H]-

RX821002 – atividade específica 60 Ci/mmol) e o [3H]-benzilato de quinuclidina 

([3H]-QNB – atividade específica 48 Ci/mmol) da Amersham (UK). (-)-epinefrina 

e guanosina 5’-trifosfato hidratado (GTP) foram comprados da Sigma, São 

Paulo, Brasil. Ioimbina cloridrato, (R)-tamsulosina cloridrato e a (R,S)-(±)-

sulpirida foram adquiridas da Tocris Bioscience(USA). 5-hidroxitriptamina 

cloridrato, prazosina cloridrato, acetilcolina cloridrato, (R)-(-)-fenilefrina 

cloridrato, bitartarato de adrenalina, (±)-propranolol cloridrato, BMY7378 

cloridrato foram comprados da SIGMA, EUA. 

 



 

 

4. Resultados 

 



 

40 

 

4.1 Avaliação do potencial drug-likeness dos LDT65 – LDT68 a partir de 

propriedades físico-químicas e farmacológicas 

4.1.1 Regra dos 5 de Lipinski 

Os derivados LDT65 – LDT68 foram considerados candidatos a 

protótipos com potencial atividade por via oral ativos, pois passaram pela RO5 

(Lipinski et al., 1997) com no máximo uma regra violada (Tabela 2).  

 

Tabela 2: Propriedades físico-químicas dos derivados N-fenilpiperazínicos  

Propriedades  

físico-químicas a 
LDT65 LDT66 LDT67 LDT68 RO5 b 

Aceptores de 
ligação Hidrogênio 

3 3 3 3 ≤ 10 

Doadores de 
ligação Hidrogênio 

0 0 0 0 ≤ 5 

Massa Molecular 262,39 276,42 290,45 304,48 ≤ 500 

cLogP 3,94  4,47  5,01  5,54  ≤ 5 

Nº de regras 

violadas 
0 0 1 1 ≤ 1 

a Propriedades moleculares calculadas pelo programa Advanced Chemistry 

Development, inc. sofware acd/Percepta versão 14.0.0 (Build 2254), módulo 

PhysChem. b 

 

4.1.2  Eficiência do Ligante 

 

Ao combinar as propriedades farmacológicas e físico-químicas dos 

derivados LDTs, os derivados apresentaram eficiência de ligante acima do 

valor mínimo aceitável (superior a 0,3; Tabela 3). 
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Tabela 3: Combinação das Propriedades físico-químicas e farmacológicas 

dos derivados N-fenilpiperazínicos 

Eficiência do ligante 

(EL) 
LDT65 LDT66 LDT67 LDT68 

 1A-ARa 0,52 0,51 0,47 0,47 

5-HT1A
b 0,57 0,58 0,51 0,51 

a,b EL calculada a partir dos valores médios de Ki obtidos através de ensaios 

de binding utilizando preparações de fígado de coelho e hipocampo de rato, 

respectivamente (Chagas-Silva, 2010).  

 
 
4.2 Determinação da afinidade dos LDT65 – LDT68 pelos α2A-

adrenoceptores, D2-like e muscarínicos 

 Foram realizados ensaios de competição para avaliar a afinidade dos 

derivados LDTs por diferentes receptores GPCRs não-alvos para o tratamento 

da HPB (α2-AR, D2-like, muscarínicos não-seletivos). Os dados obtidos foram 

usados como um dos critérios considerado no processo de seleção das 

substâncias a serem investigadas mais em detalhes posteriormente.  

4.2.1 Inibição da ligação da [3H]RX821002 aos α2A-adrenoceptores 

Os derivados LDT65 – LDT68 inibiram a ligação específica do 

[3H]RX821002, em geral com afinidade semelhante e relativamente baixa (Ki 

na faixa µM) (Figura 14). Porém, a análise dos dados revelou que o LDT65 

possui a menor afinidade (Tabela 4).  
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Figura 14: Inibição da ligação específica do [3H]-RX821002 aos adrenoceptores α2 

expressos membranas de córtex de rato pelos derivados LDT65 – LDT68. A figura 

representa a média ± EPM de 5 experimentos individuais realizados em triplicata. 

 

Tabela 4: Parâmetros farmacológicos dos LDTs em  α2A-AR nativos de córtex 

de rato. 

  α2A-AR 

LDTs log CI50
a
 (M) (n) Ki

b (M) 

LDT65 -5,60 ± 0,06 (5) 1,5 

LDT66 -5,92 ± 0,06* (5) 0,8 

LDT67 -6,10 ± 0,06*** (5) 0,5 

LDT68 -6,01 ± 0,03** (5) 0,6 

*P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001 vs. LDT65, analisados pelo teste de 

ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de Newman Keuls. aValores de 

CI50 foram calculados individualmente por regressão não-linear utilizando o 

software GraphPad Prism (USA) e expressos como média  EPM; b Valores 

de Ki foram calculados através da equação de Cheng-Prusoff.  Os 

experimentos (n = 5) foram realizados em triplicata. 

4.2.2 Inibição da ligação da [3H]-YM-09151-2 aos receptores D2-like 

Todos os derivados LDTs apresentaram algum grau de inibição da 

ligação específica do [3H]-YM-09151-2, com valores de Ki na faixa 
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submicromolar de concentração (Tabela 5), distinguindo-se dois grupos com 

afinidades distintas (LDT65 – LDT66 versus LDT67 – LDT68) (Figura 15). 
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Figura 15: Inibição da ligação específica do [3H]-YM-09151-2 aos receptores 

D2-like expressos em membranas de estriado de rato pelos derivados LDT65 

– LDT68. A figura representa a média ± EPM de 4 experimentos individuais 

realizados em triplicata.  
 

Tabela 5: Parâmetros farmacológicos dos LDTs em receptores D2-like 
nativos de córtex de rato. 

  D2-like 

LDTs log CI50 (M) (n) Ki (nM) 

LDT65 -6,88 ± 0,5 (4) 125 

LDT66 -6, 92 ± 0,11 (4) 122 

LDT67 -7,47 ± 0,07* (4) 33 

LDT68 -7,49 ± 0,09* (4) 27 

*P < 0,001 vs. LDT65 e LDT66, analisados pelo teste de ANOVA one-way 

seguido pelo teste post-hoc de Newman Keuls. Valores de CI50 foram 

calculados individualmente por regressão não-linear utilizando o software 

GraphPad Prism (USA), e expressos como média  EPM;  Valores de Ki 

foram calculados através da equação de Cheng-Prusoff.  Os experimentos (n 

= 4) foram realizados em triplicata. 
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4.2.3 Inibição da ligação da [3H]QNB a receptores muscarínicos  

 A inibição da ligação específica do [3H]QNB por LDTs só foi observada 

em concentrações relativamente altas (acima de 10 µM – vide Figura 16), tendo 

portanto afinidade reduzida pelos receptores muscarínicos (Tabela 6).  
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Figura 16: Inibição da ligação específica do [3H]QNB aos receptores 

muscarínicos expressos em membranas de córtex de rato pelos derivados 

LDT65 – LDT68. A figura representa a média ± EPM de 3 experimentos 

individuais realizados em triplicata  

Tabela 6: Parâmetros farmacológicos dos LDTs em receptores muscarínicos 
nativos de córtex de rato. 

  M (não seletivo) 

LDTs log CI50 (M) (n) Ki 

(μM) 

LDT65 -3,30 ± 0,08 (3) 172 

LDT66 -3, 80 ± 0,08* (3) 54 

LDT67 -4,20 ± 0,02** (3) 21 

LDT68 -4,50 ± 0,04*** (3) 11 

*P < 0,001 vs. LDT65. **P < 0,01 vs. LDT66. ***P < 0,001 vs. LDT65 e LDT66, 

analisados pelo teste de ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de 

Newman Keuls).  Valores de CI50 foram calculados por regressão não-linear, 

utilizando o software GraphPad Prism (USA) e expressos como média  EPM de 3 
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experimentos individuais. Valores de Ki foram calculados através da equação de 

Cheng-Prusoff. Os experimentos (n = 3) foram realizados em triplicata. 

 

4.3 Avaliação da atividade intrínseca dos LDTs nos receptores 5-HT1A 

Anteriormente, caracterizamos a afinidade dos derivados N-

fenilpiperazínicos LDT65 – LDT68 pelos receptores 5-HT1A. Nos ensaios de 

binding utilizando o radioligante agonista [3H]-8-OH-DPAT esta série 

apresentou alta afinidade (nM) (Chagas-Silva, 2010), porém ainda não havia 

sido definida sua atividade intrínseca.  

A determinação da atividade intrínseca de um fármaco atuando no 

receptor metabotrópico 5-HT1A foi determinada através do cálculo da razão dos 

valores de Ki obtidos em experimentos de competição com radioligante 

antagonista ([3H]-p-MPPF na presença de uma concentração alta de GTP - 

estado de baixa afinidade para agonista) versus radioligante agonista ([3H]-8-

OH-DPAT – estado de alta afinidade para agonista) (Assié et al., 1999). A 5-HT 

apresentou-se como agonista total, uma vez que a razão dos valores de Ki foi 

de 76,6, sendo muito maior do que 1.0 (Noël et al., 2014). 

Com relação aos derivados LDTs, todos apresentaram alta afinidade 

pelos receptores 5-HT1A marcados pelo radioligante antagonista (Figura 17, 

Tabela 7), porém LDT65 apresentou a menor afinidade.  

0

20

40

60

80

100

LDT 65
LDT 66
LDT 67
LDT 68

0,001 0,01 0,1 10,0001

Concentração LDT (M)

In
ib

iç
ão

 d
a 

lig
aç

ão
e

sp
e

cí
fi

ca
 d

o

[3 H
]-

p
-M

P
P

F
 (

%
)

 

Figura 17. Inibição da ligação específica do [3H]-p-MPPF aos receptores 5-

HT1A expressos em membranas de hipocampo de rato pelos derivados LDT65 
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– LDT68. A figura representa a média ± EPM de 3 - 4 experimentos 

individuais realizados em triplicata.  

 

Tabela 7: Parâmetros farmacológicos dos LDTs em receptores 5-HT1A 
nativos de hipocampo de rato. 

  5-HT1A 

LDT’s log CI50 (M) (n) Ki (nM) 

LDT65 -7,48 ± 0,04*, *** (4) 21 

LDT66 -7,79  ± 0,05*, *** (4) 10 

LDT67 -7,98 ± 0,06** (3) 7 

LDT68 -8,33 ± 0,08 (3) 3 

*, ***P < 0,01 vs. LDT66, P < 0,001 vs. LDT67 e LDT68; *, ***P < 0,05 vs. LDT67 

e P < 0,001 vs. LDT68; e **P < 0,01 vs. LDT67 analisados pelo teste de ANOVA 

one-way seguido pelo teste post-hoc de Newman Keuls Valores de log CI50 

foram calculados individualmente por regressão não-linear utilizando o software 

GraphPad Prism (USA) e expressos como média  EPM;  Valores de Ki foram 

calculados através da equação de Cheng e Prusoff.  Os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

Os valores das razões de Ki para os LDT65 - LDT68 foram próximos a 

1,0 (Tabela 8), o que sugere que estes derivados N-fenilpiperazínicos  são 

antagonistas de receptores 5-HT1A (Assié et al., 1999; Noël et al., 2014). 
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Tabela 8: Estimativa da atividade intrínseca dos LDT65 – LDT68 em 

receptores 5-HT1A nativos. 

LDTs Ki alta (nM)  Ki baixa (nM)  Ki baixa/Ki alta 

LDT65 18 21 1,2 

LDT66 5 8 1,6 

LDT67 18 7 0,4 

LDT68 9 3 0,3 

5-HT a 2,46 186 76,6 

clozapina a 259 847 3,29 

 Valores de Ki foram calculados através da equação de Cheng-Prusoff, a partir 

de experimentos de competição com radioligante agonista [3H]-8-OH-DPAT 

(Kialta) e com o radioligante antagonista [3H]-p-MPPF na presença de 1 mM GTP 

(Ki baixa).  Os experimentos foram realizados em triplicata. aDados da 5-HT 

(agonista) e clozapina (agonista parcial) foram retirados de Noël et al., 2014. 

 

No ensaio utilizando o [35S]-GTPγS, houve a estimulação da ligação 

basal pela adição de 5-HT 30 μM (86,3 ± 6,5% de estimulação – P < 0,01), o 

que é compatível com um agonista. Em contrapartida, a adição do LDT66 10 

μM não apresentou efeito significativo (8,4 ± 2,7%, P > 0,05; um experimento 

em quadruplicata), corroborando o perfil antagonista observado pelo método da 

razão de Ki. Este resultado foi base da escolha do LDT66 dentre os derivados 

LDTs para dar continuidade ao estudo. 

4.4 Determinação da afinidade e atividade intrínseca do derivado LDT66 

pelos α1D-AR e α1A-AR 

Durante a dissertação de mestrado foi verificado através dos ensaios 

de contração isométrica em aorta de rato o perfil antagonista dos LDTs sobre 

α1D-AR. No entanto, para o estudo de antagonistas competitivos, faz-se 

necessário a execução de curvas cumulativas à fenilefrina, antes e após o 

tratamento com pelo menos três concentrações distintas dos antagonistas para 

que seja possível elaborar  a regressão de Schild (Arunlakshana e Schild, 

1959; Kenankin, 1993). Nesta etapa in vitro priorizamos o LDT66, por ter 

melhor perfil em relação aos demais. 
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4.4.1 α1D-Adrenoceptores  

Primeiramente, o BMY7378 e a tamsulosina, substâncias já 

conhecidas pelo antagonismo de α1D-AR, foram utilizadas neste modelo como 

controles positivos. Foram utilizadas um única concentração de cada 

substância (10 nM), e a análise das curvas na ausência e presença dos 

antagonistas forneceu valores de KB compatíveis aos da literatura (Tabela 9) 

(Kenny et al., 1995; Goetz et al., 1995).  

Na presença de concentrações crescentes do LDT66 (10, 30 e 100 

nM), as curvas concentração-resposta à fenilefrina foram deslocadas para 

direita, de forma paralela, alcançando resposta máxima semelhante à da  curva 

controle (Figura 13). Consequentemente houve um aumento do valor de CE50 

da fenilefrina (Tabela 9). A análise da regressão de Schild mostrou uma 

inclinação da reta próximo a 1,0 (0,80 ± 0,13) o que sugere que o LDT66 é um 

antagonista competitivo superável dos α1D-AR. Além disso, o alto valor de pA2 

(8,66) (pA2 = pKB, já que regressão foi linear com inclinação da reta próximo a 

1) medido na intersecção da reta de regressão com a abcissa (Figura 18) 

indica que o LDT  possui alta afinidade pelo receptor  α1D-adrenérgico (Tabela 

10). 
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Figura 18: a) Curvas concentração-resposta à fenilefrina em aorta de rato, na 

ausência (■) e presença do LDT66 ((▲) 10, (●) 30 e (♦) 100 nM); b) 

Regressão de Schild. Dados estão expressos como média ± EPM de 3-7 

experimentos individuais. 

 

Tabela 9: Efeito dos antagonistas de adrenoceptores α1 nas contrações 

de anéis de aorta de rato induzidas por fenilefrina.  

LDT66  log CE50 (M) a   

Concentrações  Controle Com LDT CR n 

10 nM -7,08 ± 0,08 -6,45 ± 0,16 4,7 6 

30 nM -7,26 ± 0,01 -6,23 ± 0,05 10,9 3 

100 nM -7,09 ± 0,07 -5,76 ± 0,05 23,7 7 

BMY7378 10 nM -6,99 ± 0,07 -6,36 ± 0,04 4,2 5 

tamsulosina 10 nM -6,62 ± 0,10 -4,63 ± 0,12 100,1 3 

a Valores médios ± EPM de log CE50. O CR (razão entre as CE50 na presença 

e ausência da substância teste) é a média dos CR´s calculados a partir dos 

CE50 individuais calculados por regressão não linear.  
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Tabela 10: Afinidade de antagonistas por adrenoceptores α1D nativos 

de aorta de rato 

Substância 
KB (nM)  

[pKB ± EPM] Inclinação 

LDT66 2,18
a
 0,80 ± 0,13 

BMY7378 3,03 

[8,52 ± 0,06] 

- 

tamsulosina 0,10 

[9,99 ± 0,06] 

- 

a
Calculado a partir do valor de pA2 obtido pela regressão  de Schild. Os 

valores de KB do BMY7378 e da tamsulosina foram calculados a partir da 

equação de Schild, em razão de ter sido testada uma única concentração (10 

nM). Os valores de pKB expressam a média e EPM de 3-7 experimentos 

realizados em triplicata.  

 

4.4.2. α1A-Adrenoceptores  

Ensaios funcionais foram realizados através da contração de 

segmentos da próstata ventral de rato, tecido que expressa funcionalmente e 

majoritariamente os α1A-adrenoceptores (Marshall et al., 1995; Nasu et al., 

1996; Hiraoka et al., 1999). A curva concentração-resposta à fenilefrina 

apresentou um valor médio de CE50 igual a 0,76 μM aproximado ao da 

literatura (0,42 µM; Thiyagarajan et al., 2002). 

Após tratamento com LDT66 nas diferentes concentrações (10, 30 e 

100 nM), a curva cumulativa à fenilefrina sofreu um deslocamento para direita 

em relação a curva controle, comportamento típico de antagonismo competitivo 

superável, o qual foi quantificado pela razão de CE50 (CR) (Figura 19 e Tabela 

11). O LDT66 apresentou uma afinidade elevada por α1A-AR (pA2 = 3,4 nM) e 

assim como para os α1D-AR, este derivado possui o perfil de um típico 

antagonista competitivo ao apresentar uma inclinação da reta no gráfico de 

Schild não diferente da unidade (0,84 ± 0,22) (Tabela 12). A afinidade da 

tamsulosina (Tabela 10), utilizada como controle positivo, está de acordo com o 

descrito na literatura (Noble et al., 1997; Kuo et al., 2000).  
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Figura 19: a) Curvas concentração-resposta à fenilefrina em próstata de rato 

na ausência (□) e presença do LDT66 (▲10, ■ 30 e ♦100 nM); b) Regressão 

de Schild. Dados estão expressos como média ± EPM de 3-8 experimentos 

individuais.  

 

Tabela 11: Efeito dos antagonistas de adrenoceptores α1 nas 

contrações prostáticas induzidas por fenilefrina 

Substâncias log CE50 (M) a   

LDT66  Controle Tratado CR n 

10 nM -6,18 ± 0,18 -5,57 ± 0,18 4,5 7 

30 nM -6,25 ± 0,16 -5,48 ± 0,18 6,7 6 

100 nM -6,40 ± 0,11 -5,08 ± 0,17 32,5 8 

tamsulosina 10 nM -5,91 ± 0,04 -3,83 ± 0,03 121 3 

a Valores médios de log CE50. O CR (razão entre as CE50 na presença e 

ausência da substância teste) é a média dos CR´s calculados a partir dos 

CE50 individuais calculados por regressão não linear.  
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Tabela 12: Afinidade de antagonistas por adrenoceptores α1A nativos 

de próstata de rato 

Substância 
KB (nM)  

[pKB ± EPM] Inclinação 

LDT66 3,40a 0,84 ± 0,22 

tamsulosina 0,08 

[10,08 ± 0,02] 

- 

a Calculado a partir do valor de pA2 obtido pela regressão  de Schild. O valor 

de KB da tamsulosina foi calculado a partir da equação de Schild, em razão de 

ter sido testada uma única concentração (10 nM). Os valores de pKB 

expressam a média e EPM de 3-8 experimentos realizados em triplicata. 

 

4.5 Ensaios in vivo 

Considerando que o derivado LDT66 é um antagonista de alta afinidade 

por α1A-AR, α1D-AR e por receptores 5-HT1A, e baixa afinidade pelo α1B-AR, ele 

apresenta características farmacológicas adequadas a um novo protótipo 

candidato à fármaco para o tratamento da HPB. Desta forma, nesta etapa 

foram realizados ensaios in vivo. 

4.5.1. Efeito do derivado LDT66 sobre a pressão arterial de rato  

Foram avaliadas alterações na pressão arterial média de ratos Wistar 

anestesiados após a administração em bolus da substância. Para fins de 

comparação, foi utilizado antagonista α1-AR não seletivo (prazosina) e um 

antagonista seletivo para α1A-AR (tamsulosina). 

A pressão arterial média (PAM) antes da administração i.v. dos 

antagonistas α1-AR foi de 129 ± 2,9 mmHg (n = 11), a qual está de acordo com 

a literatura para este modelo animal (Schleiffer et al., 1991). A PAM começou a 

reduzir logo após a administração em bolus dos diferentes antagonistas, em 

todos os experimentos. Na dose de 100 µg/kg, o derivado LDT66 exerceu 

discreto efeito hipotensivo, comparável ao da tamsulosina porém menor que o 

da prazosina (P < 0,001) (Figura 20). O veículo (salina) não alterou a PAM 

(dados não mostrados). 
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Figura 20: Efeito do LDT66 sobre a pressão arterial média de rato. Prazosina 

e tamsulosina foram usadas como controle. As substâncias foram 

administradas em bolus na dose de (100 μg/kg, i.v.). Os dados foram 

expressos como média ± EPM de 3-4 animais para cada condição. **P < 0,01, 

***P < 0,001 em relação à prazosina. Resultados foram analisados pelo teste 

de ANOVA one-way seguido de teste post hoc de Newman Keuls.  

 

4.5.2. Efeito do derivado LDT66 sobre a pressão intra-uretral elevada 

 A fenilefrina (i.v. em bolus) administrada em ratos anestesiados  induziu 

o aumento da pressão intra-uretral de maneira dependente da dose com DE50 

(dose necessária para se alcançar 50% do efeito) de aproximadamente 10  

µg/Kg (Figura 21), semelhante ao observado por Akyiama e colaboradores 

(1999).   

O derivado LDT66 foi capaz de reduzir in vivo o aumento da pressão 

intra-uretral induzido pela fenilefrina na dose de 30 µg/kg (Figura 22).  
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Figura 21: Efeito da fenilefrina sobre a pressão intra-uretral de rato 

anestesiado. Os dados foram expressos como média ± EPM de 4 animais.  
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Figura 22: Efeito do derivado LDT66 sobre o aumento da pressão intra-uretral 

induzido por FE 30 µg/kg. Tamsulosina foi usada como controle 0,01 µg/kg. 

Os dados foram expressos como média ± EPM de 3-4 animais. ***P < 0,001, 

**P < 0,01 em relação à FE. Resultados foram analisados pelo teste de 

ANOVA one-way seguido de teste post hoc de Newman Keuls. 

  

4.5.3. Avaliação do LDT66 sobre temperatura corporal e 

comportamento 

Em vista de possíveis interações in vivo com receptores ao nível 

periférico e/ou central, é preciso avaliar a existência de potenciais efeitos 

adversos. 
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Nesta avaliação preliminar foram medidas a temperatura corporal nos 

grupos de animais tratados com LDT66, e também os demais LDTs (65, 67 e 

68) nas doses 10 (Figura 23) e 100 µg/kg (Figura 24), sendo a última dose igual 

à dose utilizada no ensaio de PAM. Os dados foram comparados com grupo 

que recebeu salina (controle).  Não foram observadas mudanças significativas 

de temperatura corporal dentre os grupos (Figuras 23 e 24). 
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Figura: 23: Efeito dos LDTs sobre a temperatura corporal de camundongos. 

Antes da administração (adm) (a); 30 minutos (b) e 60 minutos (c) após dose 

única (10 µg/kg, i.p.) de LDT65-LDT68 (n = 5 -10). Controle tratado com 

veículo. Os resultados foram analisados pelo teste de ANOVA one-way 

seguido de teste post hoc de Dunnett. Antes da adm = antes da 

administração. 
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Figura 24: Efeito dos LDTs sobre a temperatura corporal de camundongos. 

Antes da administração (a), 30 minutos (b) e 60 minutos (c) após dose única 

(100 µg/kg, i.p.) de LDT65 e LDT66 (n = 6). Controle tratado com veículo. 

Resultados foram analisados pelo teste de ANOVA one-way seguido de teste 

post hoc de Dunnett. Antes da adm = antes da administração. 

 

Também foram avaliados parâmetros de comportamento descritos na tabela 

abaixo. Não foram observadas alterações do estado de atenção e bem estar, 

coordenação motora, tônus muscular e respiração no período de até 14 dias em 

função do tratamento com LDT65 e LDT66 (100 µg/kg, via i.p.). Também não 

observamos sinais de agitação ou imobilidade, lacrimejamento, ereção de pelo, 

diarréia ou micção excessiva. Também não houve mortes no período de tratamento.  
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 4.6. Efeito do LDT66 sobre o crescimento de células prostáticas humanas 

As células DU-145 (células tumorais de próstata humana; tumor 

androgênio-independente) expressam α1D-AR e receptores 5-HT1A que estão 

relacionados com a proliferação, assim como nas células derivadas de HPB 

(Dizeyi et al., 2011, Shinka et al., 2011, Kojima et al., 2009, Siddiqui et al., 

2006).  

Para determinar se o LDT66 seria capaz de controlar o crescimento das 

células DU-145 e HPB induzido por fenilefrina e 5-HT, avaliamos o crescimento 

celular através dos ensaios de MTT e exclusão do azul de Trypan (apenas para 

DU-145), antes e após estímulos com os agonistas (seção 3). BMY7378 

(antagonista seletivo do α1D-AR) e p-MPPF (antagonista seletivo do receptor 5-

HT1A ) foram utilizados como controles positivos. 

Tanto a fenilefrina 3 μM (Figura 25a, 25c e 26a), quanto a 5-HT 1 μM 

(Figura 25b, 25d e 26b) foram capazes de estimular o crescimento das células 

prostáticas em cultura em 40-100% após 48h. O tratamento com LDT66 50 nM 

(48h) reduziu o crescimento celular induzido pela fenilefrina (Figura 20a, 20c e 

21a). Da mesma forma, o LDT66 bloqueou o crescimento celular induzido por 

5-HT (Figura 20b, 20d e 21b).  
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Figura 25: Inibição do efeito proliferativo de fenilefrina e 5-HT pelo LDT66 

sobre células prostáticas humanas (DU-145). A viabilidade celular foi medida 

através do ensaio de MTT após tratamento por 48 h (a, b). A contagem de 

células viáveis foi realizada pelo ensaio de exclusão do azul de Trypan (c, d). 

O crescimento celular foi induzido por fenilefrina 3 µM (FE; a, c) ou 5-HT 1 µM 

(b, d). Os experimentos foram realizados em quintuplicata (n = 5, MTT) ou 

triplicata (Trypan blue). As substâncias (LDT66, BMY7378, p-MPPF) foram 

adicionados na concentração de 50 nM, 30 minutos antes dos agonistas e 

mantidos por 48h. ***P < 0.001 comparado ao controle (veículo), 5-HT ou FE, 

analisados pelo teste de ANOVA one-way seguido pelo teste post-hoc de 

Newman Keuls. 
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Figura 26: Inibição do efeito proliferativo de fenilefrina e 5-HT pelo LDT66 

sobre células estromais de HPB. A viabilidade celular foi medida através do 

ensaio de MTT após tratamento por 48 h (a, b). O crescimento celular foi 

induzido por fenilefrina 3 µM (FE; a, c) ou 5-HT 3 µM (b, d). Os experimentos 

foram realizados em quintuplicata (n = 5, MTT). As substâncias (LDT66, 

BMY7378, p-MPPF) foram adicionados na concentração de 50 nM, 30 

minutos antes dos agonistas e mantidos por 48h. ***P < 0.001 comparado ao 

controle (veículo), 5-HT ou FE, analisados pelo teste de ANOVA one-way 

seguido pelo teste post-hoc de Newman Keuls. 

 



 

 

5. Discussão 
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Químicos medicinais perceberam há algumas décadas que fármacos 

possuem características físico-químicas comuns entre si, de tal forma que 

foram criados alguns filtros teóricos possibilitando a seleção de substâncias a 

serem testadas em um pipe-line de programa de descoberta de novos 

fármacos (Ghose et al., 1999; Lipinski et al., 2001, Hopkins et al., 2014). 

Atualmente, até 10 milhões de compostos disponíveis comercialmente são 

filtrados por essas regras antes do uso em um projeto de desenvolvimento de 

fármacos (Fukunishi e Nakamura, 2011).  

Os derivados LDT65 – LDT68 são candidatos com potencial atividade 

por via oral, prevendo um bom perfil farmacocinético e perfil adequado para 

candidatos à protótipos drugability (Cumming et al., 2013), e dentro desta série 

o derivado LDT66 se destaca desta série por apresentar maior afinidade pelos 

receptores 5-HT1A e 1A-AR. 

 A sequência de aminoácidos presente nas regiões transmembranares do 

receptor 5-HT1A apresenta um alto grau de similaridade (ou seja, resíduos de 

aminoácidos idênticos em posições sequenciais que atingem percentual igual 

ou maior que 30%), com a sequência dos α1-RA (Trump-Kallmeyer et al., 1992; 

López-Rodríguez et al., 2004), dificultando o desenvolvimento de ligantes 

seletivos.  

Desta forma, muitas substâncias possuem afinidade semelhante para α1-

AR e receptores 5-HT1A, dentre as quais os derivados N-fenilpiperazínicos 

(Glennon et al., 1993) incluindo os aqui estudados.  

Os receptores 5-HT1A são expressos em células de HPB humana e em 

células neuroendócrinas prostáticas de biópsias de paciente com HPB (Dizeyi 

et al., 2004). Além disso, receptores 5-HT1A são expressos em células do 

sistema imune (Cloëz-Tayarani et al., 2004) e poderiam participar do processo 

inflamatório, o qual é altamente associado à HPB e STUI (Bostanci et al., 

2013). A 5-HT tem papel fundamental na proliferação celular e expressão 

gênica sugerindo um efeito autócrino (Cockett et al., 1993; Dizeyi et al., 2004; 

Jorgensen, 2007). Somando-se a isto, pesquisadores têm mostrado que o 

bloqueio dos receptores 5-HT1A pode promover efeito anti-proliferativo em 

células de HPB (Dizeyi et al., 2004) aumentando a importância do 

conhecimento da atividade intrínseca das substâncias em estudo.  
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A atividade intrínseca de fármacos atuando no receptor 5-HT1A, um tipo 

de GPCR, pode ser determinada através de ensaios de binding funcional 

utilizando a razão de Ki de ligantes que diferenciem entre os estados de alta e 

baixa afinidade do receptor (Assié et al., 1999; Noël et al., 2014). Outra forma 

de estudo da atividade intrínseca é uso do binding de [35S]-GTPγS (análogo 

estável do GTP).  LDT65 a LDT68 apresentaram razão de Ki próxima a 1, o 

que sugere que estes derivados N-fenilpiperazínicos  são antagonistas dos 

receptores 5-HT1A. No caso do LDT66, esta hipótese foi reforçada ao verificar 

que o mesmo não estimulou a ligação do [35S]-GTPγS. Desta forma, 

concluímos que LDT65 a LDT68 são antagonistas dos receptores 5-HT1A. 

Além disso, LDT65 – LDT68 apresentam maior afinidade por estes 

receptores que o derivado N-feilpiperazínico naftopidil (Ki = 108 nM; Borbe et 

al., 1991). Embora a tamsulosina também possua alta afinidade para os 

receptores 5-HT1A e α1A-AR (0,74 e 0,14 nM, respectivamente) (Giuliano et al., 

2006; Andersson et al., 2003), ela não possui efeito anti-proliferativo sobre as 

células prostáticas (Anglin et al., 2002; Kojima et al., 2009). De fato sua 

atividade intrínseca nos receptores 5-HT1A ainda não foi determinada. 

Uma vez que os derivados N-fenilpiperazínicos possuem alta afinidade 

por α1A/D-AR e baixa afinidade por α1B-AR, além dos outros receptores não-

alvos citados anteriormente (Tabela 12), fez-se necessário determinar a 

atividade intrínseca em mais dois receptores relacionados à patofisiologia da 

HPB: α1A-AR e α1D-AR. Nesta nova etapa aprofundamos as características 

farmacológicas do LDT66, derivado considerado mais promissor dentre os 

demais, já que é necessário que tenha atividade antagonista nestes receptores.  

No ensaio funcional na próstata e aorta de rato, e nas concentrações 

utilizadas (até 100 nM), o derivado LDT66 não alterou a linha basal quando 

adicionado ao sistema, por isso, descartou-se um possível efeito agonista dos 

α1-AR, ou ainda dos receptores serotoninérgicos, no caso da aorta, uma vez 

que também são encontrados receptores 5-HT2A mediando a contração neste 

tecido (Florian e Watts, 1998, Banes et al., 1999).  

O LDT66 mostrou ser um antagonista competitivo dos α1D-AR por 

deslocar as curvas concentração-resposta em tecidos da aorta (Marshall et al., 

1995), paralelamente e para direita, obtendo-se inclinação da reta não diferente 

de 1,0 na regressão de Schild . A afinidade obtida encontra-se na faixa nM (KB 
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= 2,18 nM), similar às afinidade descritas para outras N-fenilpiperazinas como o 

BMY 7378 e naftopidil, fármaco aprovado no Japão para o tratamento da HPB 

(Muramatsu et al., 1991; Goetz et al., 1995; Kenny et al., 1995; Bautista et al., 

2006). No estudo anterior havíamos estimado preliminarmente a afinidade dos 

LDTs por  α1D-AR usando uma única concentração (50 nM) de cada 

substância. O KB encontrado neste trabalho (via regressão de Schild) foi 

semelhante à afinidade aparente (KB) estimada anteriormente através da 

equação de Schild (1,66 nM) (Chagas-Silva, 2010). 

O LDT66 é um antagonista competitivo dos α1A-AR em ensaio funcional 

da próstata. A análise dos dados revelou que a inclinação da reta na regressão 

de Schild não foi diferente de 1,0 e o valor de KB encontrou-se na faixa nM (KB 

= 3,4 nM). Esta faixa de afinidade do LDT66 corrobora os dados prévios 

obtidos em ensaios de competição com [3H]-prazosina pelos sítios de alta 

afinidade utilizando preparações de fígado de coelho enriquecidas em α1A-AR 

(Murata et al., 1999, Chagas-Silva, 2010). Contudo naquele ensaio não havia 

sido possível determinar a atividade intrínseca. Desta forma, concluímos que 

LDT66 é um antagonista competitivo de alta afinidade dos α1A-AR. 

 

Tabela 12: Parâmetros farmacológicos dos LDTs para os receptores não-alvos. 

 
Ki (nM)a Ki (nM) Ki (nM)b Ki (nM) 

CI50 

(nM) 

LDTs α1B-AR α2A-AR 5-HT2A D2-like M 

65 277 1500 2929 125 460000 

66 218 800 1724 122 133000 

67 109 500 1891 33 70000 

68 168 600 1468 27 34000 

a,b Afinidades foram determinadas durante o mestrado através de ensaios de 

competição, utilizando a [3H]-prazosina e [3H]-ketanserina como radioligantes 

para α1B-AR e 5-HT2A, respectivamente. (Chagas-Silva, 2010). 
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Os valores de afinidade do LDT66 para os α1A-AR, α1D-AR e 

receptores 5-HT1A encontram-se dentro da faixa de afinidade apresentada pela 

maioria dos fármacos em uso clínico, os quais apresentam afinidade na faixa 

nanomolar de concentração, com valor médio de Ki de 20 nM. 

Como de praxe em projeto de desenvolvimento de fármacos baseado 

em alvo molecular definido, após ter identificado substâncias ligantes (“hits”) e 

ativas em alguns ensaios in vitro, é necessário comprovar a atividade em 

algum modelo animal da doença a ser tratada a fim de se eleger um protótipo 

(“lead compound”).  

Em função da localização da próstata humana diferir em outros animais, 

no caso da HPB não há um modelo animal que reproduza as características 

hiperplásicas e de STUI. Contudo, os ensaios de medida de pressão intra-

uretral são utilizados para estimar a potência de novos fármacos in vivo 

(Hieble, 2011). 

O método de avaliação da pressão intra-uretral em ratos se baseia no 

fato de que o aumento da pressão intra-uretral induzida por fenilefrina, agonista 

α1-AR seletivo, ser primariamente dependente do aumento do tônus muscular 

liso prostático e, em menor grau, do músculo uretral (Akiyama et al. 1999), 

através dos subtipos α1A-AR. Nesse sentido, é possível se verificar o papel de 

um antagonista α1A-AR sobre este modelo.   

Após administração intravenosa do derivado LDT66 (0,1 µg/kg) houve 

redução do aumento da pressão intra-uretral induzido por fenilefrina em dose 

submáxima (30 µg/kg, i.v). A tamsulosina (0,01 µg/kg, via i.v.) também 

bloqueou parcialmente o efeito da fenilefrina, sendo utilizada como controle 

positivo. Portanto, o LDT66 inibiu a contração prostática in vivo mediada por 

α1A-AR, sugerindo, portanto, possível aplicabilidade no tratamento da HPB. 

No tratamento de pacientes com HPB sintomática, utilizando 

antagonistas α1-AR, a ocorrência da hipotensão ortostática é um efeito adverso 

frequente devido ao antagonismo de α1B-AR em vasos sanguíneos de 

resistência, principalmente em idosos (Take et al., 1998; Schwinn e Michelotti, 

2000; Nanda et al., 2009). 

Para os ensaios de pressão arterial utilizamos uma dose de LDT66 

1000 vezes maior do que a usada nos ensaios de pressão intra-uretral. Ao 

compararmos o efeito de 100 µg/kg de LDT66, tamsulosina e prazosina  
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antagonista α1-AR não seletivo, sobre a pressão arterial média, verificou-se um 

discreto efeito hipotensivo do LDT66 se comparado à prazosina, e um efeito 

similar ao da tamsulosina, a qual é o padrão ouro no tratamento da HPB na 

clínica pela menor incidência de eventos hipotensivos. Logo, sugere-se que o 

LDT66 por ser um antagonista α1A/D-AR seletivo, assim como a tamsulosina, 

tem uma baixa probabilidade de causar tal efeito adverso. 

A 5-HT, assim como agonistas de α1D-AR, tem um papel fundamental 

na proliferação celular, diferenciação de tumores e expressão de genes (Zhong 

e Minneman, 1999; Michelotti et al., 2000; Dizeyi et al. 2004, 2011). Uma vez 

que foi descoberta a expressão do receptor 5-HT1A em células da próstata 

humana, em biopsias de pacientes com HPB, e em linhagens de células 

tumorais prostáticas (Dizeyi et al., 2004) e foi verificada a inibição da 

proliferação de células DU-145 via antagonismo seletivo dos receptores 5-HT1A 

(Dizeyi et al., 2004), bem como dos α1D-AR (Kojima et al., 2009), entende-se a 

importância de antagonistas destes receptores para o tratamento da HPB 

(Dizeyi et al 2004; Siddiqui et al 2006). 

Mediante a definição do derivado LDT66 como antagonista competitivo 

de alta afinidade dos receptores 5-HT1A e α1A/D-AR, o próximo passo foi avaliar 

o perfil farmacológico deste derivado N-fenilpiperazínico em relação às células 

HPB e DU-145. O derivado LDT66 teve um discreto efeito proliferativo, porém, 

quando na presença do estímulo serotoninérgico, ele inibiu o crescimento 

celular quando promovido pela 5-HT, de maneira similar ao bloqueio exercido 

pelo antagonista seletivo do receptor 5-HT1A, p-MPPF. Da mesma forma, o 

LDT66 bloqueou o crescimento das células estimulado pela fenilefrina como 

observado na presença do BMY7378, antagonista seletivo dos α1D-AR. 

Mediante estes dados, sugere-se que a proliferação das células HPB e DU-145 

observada via estímulo com 5-HT e fenilefrina por 48 horas, ocorre via 

receptores 5-HT1A e α1D-AR e que o LDT66 pode oferecer uma vantagem em 

relação à tamsulosina no tratamento da HPB, na medida em que poderia aliviar 

os STUI e lentificar o crescimento exacerbado da próstata característico da 

HPB.   

 Como mencionado anteriormente, existe uma grande homologia na 

região transmembranar hidrofóbica dentro do grupo dos GPCRs, a qual 

possibilita o reconhecimento do ligante (Oldham & Hamm, 2008), tornando o 
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desenvolvimento de ligantes seletivos um desafio. Todos os ligantes 

endógenos conhecidos destes receptores são estruturalmente relacionados a 

pequenas moléculas de aminas com um anel aromático simples (Fredriksson et 

al., 2003). Assim, muitos fármacos utilizados na clínica exibem alta afinidade 

por outros receptores de monoaminas que não são alvos de fato. Ademais, em 

vista da extensa distribuição sistêmica destes receptores, a interação entre 

fármaco e receptor não-alvo pode resultar em efeitos adversos, razão pela qual 

também avaliamos a afinidade dos nossos compostos para alguns destes 

receptores.  

O α2-AR faz parte de um dos três ramos da árvore filogenética dos 

adrenoceptores que apresentam sequências de aminoácidos transmembranar 

com similaridade superior a 45% em relação aos α1-AR, ao se alinhar as 

regiões comuns aos GPCRs (Fredriksson et al., 2003). As afinidades dos 

derivados N-fenilpiperazínicos foram verificadas para o subtipo α2A-AR, por 

estar relacionado com a regulação dos sistemas cardiovascular, genitourinário 

masculino e nervoso central, onde receptores pré-sinápticos inibem a liberação 

de catecolamina a partir dos nervos simpáticos (Lefèvere-Borg et al., 1993, 

Hein et al., 1999; Michel e Vrydag, 2006; Kontani et al., 2000; Andersson et al., 

2004). No tratamento da HPB, a razão de seletividade entre esses receptores é 

um fator importante na determinação da utilidade clínica entre antagonistas de 

α-adrenoceptores. 

As afinidades dos derivados LDT65 – LDT68 não diferiram entre si, 

sugerindo que as diferenças estruturais não influenciam nas afinidades pelo 

subtipo α2A-AR. Os LDTs apresentaram menor afinidade em relação aos α1A/D-

RA (tabela 13). O LDT66, por exemplo, apresentou uma afinidade 19 vezes 

maior para α1A e 482 vezes maior para α1D-AR em relação ao α2-AR, tendo 

uma boa seletividade entre os receptores, o que sugere uma menor propensão 

a causar efeitos adversos relacionados aos α2A-AR. 
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Tabela 13: Parâmetros farmacológicos dos LDTs em  α2A-AR nativos 

de córtex de rato. 

  α2A α2A/α1A
a α2A/α1D

b  

LDTs Ki (M) Ki /Ki Ki/KB 

LDT65 1,5 22 181 

LDT66 0,8 19 482 

LDT67 0,5 6 275 

LDT68 0,6 16 138 

a,b Os valores de Ki para α1A/D-AR foram obtidos durante o mestrado. 

Chagas-Silva et al., 2010) 

Considerando que muitos ligantes dos receptores 5-HT1A, além de terem 

alta afinidade por α1-AR, também apresentam alta afinidade para receptores 

dopaminérgicos D2 (López-Rodriguez et al., 2002; Fiorino et al., 2005), 

avaliamos as afinidades dos LDTs pelos receptores D2-like (englobam os 

subtipos D2, D3 e D4). Dentre a série estudada, os LDT67 e LDT68 tiveram a 

maior afinidade para este receptor D2-like (Ki = 33 e 27 nM, respectivamente), 

sugerindo que a interação hidrofóbica de N-fenilpiperazinas substituídas com 

estes receptores é favorecida pela alteração do substituinte. Vale ressaltar que 

o LDT66 tem afinidade menor para o receptor D2-like (Ki =122 nM) do que para 

o receptor α1A (Ki = 43 nM), apresentando uma razão de seletividade de ~3. 

Esta razão embora pequena poderia ser considerada aceitável já que a 

tamsulosina, antagonista α1A-AR utilizado no tratamento da HPB, tem 

afinidades ainda mais próximas para os receptores D3 e α1A-AR (0,28 e 0,14 

nM, respectivamente) (Giuliano et al., 2006; Andersson et al., 2003). Por outro 

lado, a menor afinidade de LDT65 e LDT66 em relação aos LDT67 e LDT68 é 

uma característica favorável das substâncias, já que o bloqueio de vias 

dopaminérgicas centrais poderia causar parkinsonismo, hiperprolactinemia e 

discinesia tardia (Roth et al., 2004; Richtand et al., 2007; López-Muñoz e 

Álamo, 2011). Ademais, ao nível periférico, este bloqueio poderia estar 

relacionado à deterioração da função renal associado à idade, e ao 

desenvolvimento de hipertensão e diabetes (Doggrell, 2002). 
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 Com relação aos receptores muscarínicos, a afinidade dos LDTs parece 

aumentar conforme o aumento da hidrofobicidade da molécula. Contudo, os 

derivados LDTs apresentaram afinidade reduzida pelos receptores 

muscarínicos. Embora o [3H]-QNB seja um ligante não seletivo dos receptores 

muscarínicos, e a preparação de córtex cerebral de rato utilizada no estudo 

expresse os cinco subtipos de receptores, ela contem maior proporção (40%) 

de RNAm dos receptores M1 (Krejci e Tucek, 2002), logo sugerimos que LDT65 

a LDT68 tem baixa afinidade por receptores M1. Tendo em vista que o bolsão 

de ligação ao sítio ortostérico da família do receptor muscarínico é altamente 

conservado, com 40-50% de identidade (Fredriksson et al., 2003), até hoje não 

são encontrados ligantes com alta seletividade (IUPHAR) dentro desta família, 

sugerindo que a baixa a afinidade apresentada pelo subtipo M1 é comum aos 

demais subtipos (M2-M5, permanecendo ainda na faixa µM) (tabela 13). 

Portanto, de uma maneira geral, assegura-se um baixo risco de efeitos 

adversos cardiovasculares, glandulares, constipação e sonolência, por exemplo 

(Andersson, 2004; Yamada et al., 2011).  

A seletividade farmacológica proporciona vantagens clínicas. Segundo 

alguns autores como Lepor (2006) é preciso que se tenha uma razão de 

seletividade acima de 10 vezes entre diferentes receptores. Segundo este 

princípio, todos os LDTs tem ótima razão de seletividade entre os α1A/1D-AR e 

receptores M (Tabela 14). Além disso, LDT65 e LDT66 se destacam com as 

maiores razões de seletividade. 

Tabela 14: Parâmetros farmacológicos dos LDTs em receptores 

muscarínicos nativos de córtex de rato. 

  M M/α1A
a M/α1D

b  

LDTs Ki (M) Ki /Ki Ki/KB 

LDT65 172 2567 20673 

LDT66 54 1255 32530 

LDT67 21 259 11538 

LDT68 11 289 1263 

a,b Os valores de Ki para α1A/D-AR foram obtidos durante o mestrado. 

(Chagas-Silva, 2010) 
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Comparando-se as afinidades estimadas (Tabela 12) entre os diferentes 

receptores não-alvos já estudados, i.e., receptores muscarínicos, 5-HT2A, D2, 

α2-AR e α1B-AR, verifica-se que os derivados LDT65 e LDT66 apresentaram 

menor afinidade em relação aos demais LDTs, sendo, portanto, potenciais 

candidatos a protótipos para o tratamento da hiperplasia prostática benigna. 

Há consenso quanto à necessidade de se ter cada vez mais cedo 

algumas informações sobre a potencial toxicidade de novas substâncias para 

evitar investimento de tempo e dinheiro em substâncias em fase de 

desenvolvimento.  

Dentro dos parâmetros avaliados (seção 3.12), não houveram sinais de 

alteração do sistema nervoso central e autônomo e nem morte dos roedores no 

período de até 14 dias após tratamento com os LDTs, embora em doses únicas 

dos LDT65 – LDT68 e doses únicas doses 10 vezes mais elevadas (LDT65 e 

LDT66), corroborando a baixa afinidade destes pelos receptores não alvos 

avaliados in vitro (seção 5.7). Apesar de muito preliminares, estes resultados 

podem descartar uma toxicidade aguda destes derivados, permitindo levar o 

projeto adiante com maior segurança. 

Considerando as características farmacológicas do LDT66 incluindo a 

regra dos 5 de Lipinsky, e o fato de possuir alta afinidade e atividade intrínseca 

nos receptores relevantes na patofisiologia da HPB, bloquear a contração 

prostática in vivo, ter ausência de efeito hipotensor significativo e inibição das 

células HPB, sugere-se que o LDT66 é um novo potencial candidato a protótipo 

no tratamento da HPB. 

 



 

 

6. Conclusões 
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Os derivados N-fenilpiperazínicos LDT65 e LDT66 são antagonistas 

multialvos com alta afinidade pelos 5-HT1A, α1A-AR e α1D-AR, os quais são 

relevantes para o tratamento da HPB sintomática. De acordo com modelos 

teóricos, há previsão de boa eficiência de ligação aos receptores 5-HT1A, α1A-

AR. 

LDT65 e LDT66 se destacaram da série por apresentarem menor 

afinidade por receptores não-alvo da HPB (M, D2-like, 5-HT2A, α1B-AR, α2-

AR) e não apresentaram toxicidade em ensaio preliminar. 

O derivado LDT66 foi identificado como um candidato a protótipo de 

fármaco para o tratamento da HPB, pois é um antagonista competitivo dos α1A-

AR e α1D-AR de alta afinidade e in vivo inibe a contração prostática, sem 

causar hipotensão significativa. Ademais, o derivado LDT66 inibe a proliferação 

de células HPB humanas. O conjunto de resultados sugere que o LDT66 

poderia aliviar os STUI e lentificar o crescimento exacerbado da próstata 

característico da HPB.   
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Abstract Benign prostatic hyperplasia (BPH) is a progres-
sive disease related to the imbalance of cell growth and
apoptosis, and it plays a key role in the development of lower
urinary tract symptoms (LUTS). The main pharmacological
treatment is based on α1A-adrenoceptor blockers, but in sev-
eral cases monotherapy has failed. Recent studies of prostate
pathophysiology have noted the role of α1D-adrenoceptors
and 5-HT1A receptors in prostate cell proliferation in addition
to the usual role of α1A-adrenoceptors in prostate contraction.
N -phenylpiperazine is a scaffold structure that may confer
drug affinity for these three receptors. Therefore, the present
work aimed to investigate the pharmacological characteristics
of N1-(2-methoxyphenyl)-N4-hexylpiperazine (LDT66).
Using isometric contraction assays with rat prostate and aorta,
LDT66 reduced phenylephrine-induced contractions and
showed KB values of 3.4 and 2.2 nM for α1A- and α1D-
adrenoceptors, respectively. According to the functional

binding assays data, LDT66 showed a high affinity
(nanomolar range) for the 5-HT1A receptors, behaving as an
antagonist. LDT66 also showed a low affinity (micromolar
range) for receptors unrelated to BPH such as α1B-
adrenoceptors, α2A-adrenoceptors, muscarinic and 5-HT2A

receptors, which is a desirable profile in order to prevent
putative side effects. Accordingly, LDT66 (100 μg/kg)
showed a marginal hypotensive effect. Using the DU-145
prostate cells, control experiments characterized the α1D-
adrenoceptor- and 5-HT1A receptor-mediated cell growth by
phenylephrine and 5-HT, respectively. LDT66 (50 nM)
prevented both effects similarly. In conclusion, LDT66 is a
high-affinity multi-target antagonist of relevant receptors for
BPH, and it may be a new starting point for multi-target drug
development to treat BPH and LUTS.

Keywords α1-Adrenoceptor . 5-HT1A receptor . Benign
prostatic hyperplasia . LDT66 .Multi-target drug . LUTS

Abbreviations
BPH Benign prostatic hyperplasia
LUTS Lower urinary tract symptoms
5-HT Serotonin
IFIS Intra-operative Floppy Iris Syndrome

Introduction

Efforts to design selective ligands for α1-adrenoceptor sub-
types have been actively pursued because these receptors are
involved in a number of diseases, including benign prostatic
hyperplasia (BPH), one of the diseases responsible for lower
urinary tract symptoms (LUTS) (Michel 2010; Perabo 2012).
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In fact, the prostate gland is under the control of the autonomic
system through the α1-adrenoceptors. When these receptors
are hyperactive, they stimulate stromal and epithelial cell
growth and smooth muscle tone, contributing to BPH and
LUTS (Nasu et al. 1996; Michel and Vrydag 2006; Kim
et al. 2009). α1A-adrenoceptor antagonists are the most effec-
tive and widely used drugs for the symptomatic relief of BPH
(Nickel 2006; Michel 2010; Perabo 2012), and they were
recently confirmed by the American and European
Urological Associations (McVary et al. 2011; Oelke et al.
2013) as appropriate and effective treatment alternatives for
patients with moderate to severe LUTS secondary to BPH. On
the other hand, non-selective α1-adrenoceptor antagonists,
such as terazosin, have shown a similar efficacy level but have
also had a higher frequency of cardiovascular adverse effects
(Wilt et al. 2011). However, tamsulosin, a drug considered to
be a prototype of high affinity α1A-adrenoceptor antagonist,
does not prevent cell proliferation and prostate growth (Anglin
et al. 2002; Kojima et al. 2009). Clinical trials have shown that
a large percentage of patients with BPH/LUTS responded
inadequately to monotherapywith these drugs, and tamsulosin
has also been more prone to induce intra-operative floppy iris
syndrome (IFIS) (McVary et al. 2011; Oelke et al. 2013). BPH
is a progressive disease. As a consequence, there is still a clear
need to develop new drugs for LUTS/BPH (Perabo 2012), and
simple selectivity for the α1A-adrenoceptor does not appear to
be the key for an effective clinical management (Hieble 2011;
Jelski and Speakman 2012).

An alternative would be to search for multi-target drugs, a
strategy that has received increasing interest in recent years
because most diseases result from complex alterations of
several cellular signaling pathways, so a highly selective drug
may not be the most effective treatment (Roth et al. 2004;
Csermely et al. 2005; Rizzo et al. 2011; Lu et al. 2012). Note
that this kind of polypharmacology has gained increasing
attention since the 1990s and is a hot topic in industrial drug
discovery (Peters 2012). In the case of BPH, α1D-
adrenoceptors and 5-HT1A receptors could be considered as
additional targets along with the classical α1A-adrenoceptors.
Several studies have argued for the potential benefit of selec-
tive antagonists of both α1A- and α1D-adrenoceptors for the
treatment of BPH. Prostate expression of α1A- and α1D-
adrenoceptors increases with aging (Nasu et al. 1996) and is
associated with BPH, and their downstream signaling contrib-
utes to both organ enlargement and LUTS, mainly due to
urinary outflow obstruction (Michelotti et al. 2000; Kojima
et al. 2006; Nishino et al. 2006; Hieble 2011). Moreover,
evidence has suggested that α1D-adrenoceptors also have a
role in cell proliferation (García-Sáinz et al. 1999; Michelotti
et al. 2000) such as the report that naftopidil, a selective α1D-
adrenoceptor blocker, inhibited rat prostate epithelial and stro-
mal proliferation in vivo and was also effective in reducing
stromal proliferation index in BPH patients (Kojima et al.

2009). On the other hand, a still controversial role for neuro-
endocrine cell-derived serotonin (5-HT) and the 5-HT1A re-
ceptor has been disclosed in conditions associated with an
imbalance between prostate growth and apoptosis, such as
BPH and prostate cancer, as its expression is increased in
prostate tissue in both BPH and prostate cancer patients
(Dizeyi et al. 2004). As a consequence, the 5-HT1A receptor
could be considered another target for selective multi-target
drugs in BPH.

After defining the molecular targets, a second important
step in rational drug design is the definition of the privileged
structure, scaffold that would be able to provide useful ligands
for different receptors to be used as starting point (DeSimone
et al. 2004). Because the N-phenylpiperazine moiety confers
high affinity for the 5-HT1A receptors and α1-adrenoceptors
(Mokrosz et al. 1995, 1997; Saussy et al. 1996), we decided to
investigate N1-(2-methoxyphenyl)-N4-hexylpiperazine (here
identified as LDT66, Fig. 1), according to a previous selection
among seven N1-(2-methoxyphenyl)-N4-alkylpiperazines
that we had synthesized (data not published), based on its
higher affinity for the 5-HT1A receptor and greater se-
lectivity towards the 5-HT2A receptor. Our objective was
to identify a compound that would be able to antagonize
both the α1A- and α1D-adrenoceptors and the 5-HT1A recep-
tors and would therefore be putatively suitable as a starting
point for the development of a multi-target drug for the treat-
ment of BPH and LUTS.

Materials and Methods

Ethics statements

The procedures were approved by the Institutional
Ethics Committee for Animal Care from the Federal
University of Rio de Janeiro (protocol: DFBC-ICB-
011) and followed the recommendations of the National
Council on Experimental Animal Control (SBCAL/
COBEA, Brazil). Animals were kept under a light/dark
cycle of 12/12 h and had free access to water and food. Male
Wistar rats (250–300 g) were anesthetized with ethyl ether and
killed by decapitation.

Fig. 1 Structure of N1-(2-methoxyphenyl)-N4-hexylpiperazine
(LDT66) selected from seven N 1-(2-methoxyphenyl)-N 4-
alkylpiperazines differing by the length of the aliphatic chain (LDT62–
LDT68: from ethyl to octyl)
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Test compound and chemicals

N1-(2-methoxyphenyl)-N4-hexylpiperazine (LDT66, Fig. 1)
was synthesized by LADETER (Catholic University of Brasilia,
Brazil), as previously described for similar compounds in the
same series (Romeiro et al. 2011), as its hydrochloride salt.
The chemical characterization of the compound was performed
using classical methods, as briefly described in the Electronic
supplementary material (Fourier transform infrared spectroscopy
spectra were recorded on a Perkin Elmer (Spectrum BX; USA)
spectrometer; nuclear magnetic resonance (NMR) 1H-NMR
(300 and 500 MHz CDCl3) and 13C-NMR (75 and 125 MHz,
CDCl3) spectra were recorded on plus Varian (7.05 T) and
Bruker Avance DRX500 and DRX300 spectrometers,
and mass spectra were recorded on a liquid chromatogra-
phy mass spectrometer (LCMS IT-TOF; Shimadzu Scientific
Instruments, USA). The thin layer chromatography plates
showed only one spot, which was corroborated by a spectro-
metric analysis that revealed the presence of a single com-
pound in each sample. Stock solution (10 mM) was prepared
in deionized water and stored at −20 °C until use.

The abbreviations of the chemical names of the following
drugs are as follows: 4-(2′-methoxy-)-phenyl-1-[2′-(N-2″pyr-
idyl)-p -fluorobenzamido] ethyl-piperazine (p -MPPF), 8-
hydroxy-2-(N ,N -dipropylamino)tetralin (8-OH-DPAT), 2-
methoxy idazoxan (RX821002), 3-quinuclidinyl benzilate
(QNB), and 8-(2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl)-
8-azaspiro[4,5]decane-7,9-dione (BMY 7378).

[3H]-prazosin, [3H]-ketanserin, [3H]-RX821002, [3H]-
QNB, [3H]-8-OH-DPAT, [35S]-GTPγS, and [3H]-p -MPPF
were obtained from New England Nuclear/Perkin Elmer
(Massachusetts, USA). Yohimbine hydrochloride and (R)-
tamsulosin hydrochloride were purchased from Tocris
(USA). All other chemicals were analytical grade and were
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA).

Binding assays

Native rat 5-HT receptors

Rat brains were removed and rapidly dissected on ice to obtain
the hippocampus (5-HT1A receptors) and the cortex (5-HT2A

receptors) according to a method described previously (Neves
et al. 2010). The final pellets were resuspended in 50 mM
Tris–HCl buffer (pH 7.4) and stored in liquid nitrogen. The
protein content was determined according to Lowry et al.
(1951). The affinity of LDT66 was evaluated with competi-
tion binding assays. For the 5-HT2A receptors, 150 μg of
protein were incubated with 1 nM [3H]-ketanserin, 100 nM
prazosin, LDT66 (0.1-100 μM), and 50 mM Tris–HCl
(pH 7.4) for 15 min at 37 °C. Nonspecific binding was
determined in the presence of 1 μM ketanserin. For the 5-

HT1A receptors, 50 μg of protein were incubated with 1 nM
[3H]-8-OH-DPAT, 1 mM CaCl2, 1 mM MnCl2, 10 μM par-
gyline, 50 mM Tris, and LDT66 (1–300 nM) for 15 min at
37 °C. Alternatively, we used 0.5 nM [3H]-p -MPPF, 1 mM
GTP, and 50 mM Tris–HCl (45 min, 37 °C). In both cases,
nonspecific binding was determined in the presence of 10 μM
5-HT. After incubation, the samples were diluted three times
with 4 ml ice-cold 5 mM Tris–HCl buffer and filtered under
vacuum using glass fiber filters (GMF 3, Filtrak) pre-soaked
in either 0.5 % polyethyleneimine ([3H]-ketanserin and [3H]-
8-OH-DPAT assays) or binding buffer ([3H]-p -MPPF assay).
Radioactivity was determined by a liquid scintillation analyzer
(Packard Tri-Carb 1600 TR).

Intrinsic activity at 5-HT1A receptors

The intrinsic activity of a compound at the 5-HT1A receptors
was estimated using both the agonist and the antagonist
radioligands to define the drug affinity for the high- and low-
affinity states of the receptor, respectively (Assié et al. 1999;
Lahti et al. 1992). According to Assié et al. (1999), the equi-
librium dissociation constant of LDT66 was calculated using
either an antagonist radioligand ([3H]-p-MPPF) in the presence
of a high concentration (1 mM) of GTP (corresponding to the
K i Low) or a radioligand agonist ([3H]-8-OH-DPAT) (corre-
sponding to the K i High). In these conditions, K i ratio (K i Low/
K i High) values considerably higher than 1.0 indicated agonism,
values close to 1.0 suggested antagonism, and values lower
than 1.0 indicated inverse agonism (Assié et al. 1999).

Another experimental protocol used to estimate intrinsic
activity was the [35S]-GTPγS binding assay. This assay was
performed mainly as described by Odagaki and Toyoshima
(2007) using 20 μg protein of our rat hippocampal mem-
branes. The preparation was incubated with 0.2 nM [35S]-
GTPγS for 60 min at 30 °C in a medium containing
100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.2 mM EGTA, 0.1 mM
EDTA, 0.2 mM DTT, and 20 μM GDP buffered with Tris–
HCl 50 mM (pH 7.4), in the presence or absence of 30 μM 5-
HT and 10 μM LDT66. The non-specific binding was deter-
mined in the presence of 100 μM GTPγS. The reaction was
terminated by the addition of 4 ml of a cold Tris–HCl buffer
(twice) followed by rapid filtration and radioactivity counting
as described above.

Native rat α1B-adrenoceptors

For studying the α1B-adrenoceptors, rat liver membrane prep-
arations were used according to Michel et al. (1994). Liver
membrane proteins (150 μg) were incubated with 0.1 nM
[3H]-prazosin, 50 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 7.4), and
LDT66 (1–10,000 nM) for 45 min at 30 °C (Romeiro et al.
2011). Additionally, tamsulosin (0.03–30 nM) was used for
affinity comparison. After incubation, the samples were
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diluted and filtered as described above. Nonspecific binding
was defined in the presence of 1 μM prazosin.

Native rat α2A-adrenoceptors

Membrane proteins (150 μg) from the rat cortex (Neves et al.
2010) were incubated with 1 nM [3H]-RX821002 and 50 mM
Tris–HCl buffer (pH 7.4) in the absence and presence of
LDT66 (0.1–300 μM) for 60 min at 30 °C. Nonspecific
binding was determined in the presence of 100 μM L-
epinephrine bitartrate. After incubation, the samples were
diluted and filtered as described above. The filters were pre-
soaked in 0.5 % polyethyleneimine.

Native muscarinic receptors

Membrane proteins (150 μg) from the rat cortex (Neves et al.
2010) were incubated with 0.1 nM [3H]-QNB, 50 mM Tris–
HCl buffer (pH 7.4) in the absence and presence of LDT66
(0.1–300 μM) for 60 min at 25 °C. Atropine sulfate (10 μM)
was used to determine non-specific binding.

Analysis of binding assays

Binding assays were individually assessed by nonlinear re-
gression analyses of the untransformed data (GraphPad Prism
5.0) to estimate the compound potency (half-maximum inhib-
itory concentration, IC50). The dissociation constants (K i) for
each receptor were calculated using the Cheng and Prusoff
(1973) equation and the respective K d values of the
radioligands, as determined in the saturation experiments.
The Kd value of [3H]-prazosin was 0.52 nM for the α1B-
adrenoceptors. The Kd value of [

3H]-RX821002 for the α2A-
adrenoceptors was 2.05 nM. The Kd values of [3H]-8-OH-
DPAT (5-HT1A receptors; 0.8 nM) and [3H]-ketanserin (5-
HT2A receptors; 1.7 nM) have been previously estimated in
our experimental conditions (Neves et al. 2010). The Kd value
of [3H]-p -MPPF (5-HT1A receptors) was estimated to be
0.86 nM. The Kd value of [3H]-QNB was 0.05 nM (Luthin
and Wolfe 1984). In all cases, the assay volume was 500 μL
and the radioligand depletion at the end of the experiments
was less than 14 %, with the exception of the assay with [3H]-
QNB (around 40 %).

Functional experiments

The thoracic aorta (α1D-adrenoceptors) were removed,
cleaned, and then cut into rings. The denuded rings (3 mm)
were placed in an organ bath containing 9 ml of physiological
solution (in mM: 122 NaCl, 5 KCl, 15 NaHCO3, 11.5 glucose,
1.25 MgCl2, 1.25 CaCl2, and 1.25 KH2PO4) bubbled with a
mixture of 95 % O2/5 % CO2 (37 °C). Aorta segments were
subjected to an initial resting tension (20 mN) for 60 min and

were washed twice (Silva et al. 2002). Alternatively, prostate
strips (10 mm; α1A-adrenoceptors) were placed in a physio-
logical solution (in mM: 138 NaCl, 5.7 KCl, 15 NaHCO3,
0.36 NaH2PO4, 1.8 CaCl2, and 5.5 glucose) and were subject-
ed to a pre-load of 10 mN for 60 min and washed twice (Lima
et al. 2005).

Next, the rat aorta rings and prostate strips were contracted
with phenylephrine (1 μM) or 60 mM KCl solution, respec-
tively. After stabilization of the preparations, the
phenylephrine-induced contraction curves were performed in
the presence of 1 μM propranolol. A first cumulative
phenylephrine-induced contraction curve (1–100,000 nM)
was performed and the second curve was considered as a
control. Then, a third curve was performed in the presence
of LDT66 (10, 30, and 100 nM), 10 nM BMY 7378 (α1D-
adrenoceptor antagonist), or 10 nM tamsulosin (α1A-
adrenoceptor antagonist) incubated for 60 min. Each tissue
was treated with a single concentration of the antagonists. The
developed force was recorded using an isometric Grass force
transducer (FT-03, Warwick, RI, USA) connected to data
acquisition system (Powerlab, ADInstruments, Australia).
Data were individually analyzed by nonlinear regression
(GraphPad Prism 5.0, La Jolla, CA, USA), and the maximal
contraction obtained in each control curve (before treatment)
was defined as the top. The phenylephrine concentration that
produced 50 % of the maximal contraction (EC50) was esti-
mated before and after treatment with the antagonists. Next,
an EC50 ratio (CR) was individually calculated for each drug
concentration by dividing the EC50 value after treatment by
the control value. A linear regression of the data was per-
formed using the Schild equation [(log (CR−1)=log [B]−log
KB)] to calculate the slope and pA2 value that corresponded to
the antagonist affinity (Kenakin 1993). For the control drugs,
tamsulosin and BMY 7378, a KB value was calculated using a
unique concentration and the Schild equation (Kenakin
1993) and compared to literature. Independent experi-
ments were conducted before and after incubation with
vehicle (physiological solution) in order to rule out a
temporal effect (data not shown).

In vivo assay: blood pressure

Assays were performed as previously described (Romeiro
et al. 2011). Male rats were anesthetized with sodium pento-
barbital (60 mg/kg body weight, i.p.), and body temperature
was kept constant at 37 °C. After the induction of
anesthesia, a tracheotomy was performed. The jugular
vein and right carotid artery were cannulated with poly-
ethylene cannulae containing heparinized saline solution
(50 U/ml) for the administration of drugs or for the
connection of a fluid filled pressure transducer
(ADInstruments, Australia), respectively. Anesthesia
was complemented with sodium pentobarbital before
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the treatments. The mean arterial pressure (mmHg) was
monitored continuously (PowerLab, ADInstruments,
Australia). After the stabilization period (approximately
30 min), prazosin, tamsulosin, LDT66 (100 μg/kg body
weight, i.v., diluted in isotonic saline), or vehicle
(100 μl) were injected in bolus, and blood pressure
was monitored for 10 min. Each animal was used only once.
Data were expressed as a percentage of the reduction of initial
blood pressure (129.1±2.9 mmHg, n =11), which was com-
patible with the basal values for this strain (Schleiffer et al.
1991).

Cell growth analysis by MTT assay and viable cell counting

Human prostate cancer cells (DU-145) obtained from
the Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ/UFRJ/Brazil) were
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10 % fetal
bovine serum (FBS), 1 % sodium pyruvate and 1 %
penicillin/streptomycin, at 37 °C in a humidified atmo-
sphere of 5 % CO2. After reaching confluence, the cells
were subcultivated by trypsinization. Subconfluent cells
(74th and 75th passages) were initially cultured in FBS-
free medium for 24 h, and then the medium was re-
placed by RPMI 1640 media supplemented with 2.5 %
FBS. The cells were seeded in 96-well (5×103 cells/
well) or 24-well plates (2.5×104 cells/well) for viability
and cell counting, respectively. Next, the cells were
treated for 48 h with vehicle (control), 1 μM 5-HT, or
3 μM phenylephrine in the absence or presence of
50 nM LDT66, BMY 7378 (α1D-adrenoceptor antago-
nist), or p -MPPF (5-HT1A receptor antagonist) added
30 min before the addition of the agonists. The medium
supplemented with drugs was changed after 24 h. Cell
viability and cell counting were determined using a
functional MTT assay (Mosmann 1983) or Trypan blue
(0.4 % PBS) exclusion assay, respectively. The absor-
bance of the formazan product was detected at 570 nm
in a 96-well spectrophotometric plate reader, as de-
scribed by the manufacturer. Cell counting was per-
formed using a Neubauer chamber. The drugs were
diluted daily in the RPMI without FBS and were
protected from light. The values were expressed as the
percentage in relation to control group, which was con-
sidered 100 %.

Statistical analysis

Data were expressed as the mean and SEM of n individual
experiments. The differences between two groups were deter-
mined by unpaired t test. Three or more groups were analyzed
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Newman–Keuls test. Differences were considered statistically
significant if P <0.05.

Results

5-HT receptors

LDT66 inhibited the specific binding of the radioligand ago-
nist [3H]-8-OH-DPAT to the rat 5-HT1A receptors in the low
nanomolar range, with a K i value of 5.91 nM (pK i=8.23±
0.15, n =4 experiments performed in triplicate). The affinity of
LDT66 for the 5-HT2A receptors was much lower, with a K i

value in the micromolar range (pK i=5.75±0.17, n =3 exper-
iments performed in triplicate; P <0.001), indicating that this
compound was approximately 300-fold more selective for the
5-HT1A receptors than for the 5-HT2A receptors. As the effi-
cacy of a drug is as important as its affinity for therapeutic
purposes, we used a functional binding approach to estimate
the intrinsic activity of LDT66. We performed competition
curves using a radioligand antagonist ([3H]-p -MPPF in the
presence of a high concentration of GTP) to calculate the K i

value for the low-affinity state of the receptor. The K i ratio for
the low and high affinity states of the receptor, labeled by
[3H]-p -MPPF and [3H]-8-OH-DPAT, respectively, is an esti-
mate of the intrinsic activity because a value significantly
higher than one indicates agonism (Assié et al. 1999), as
observed for the full agonist 5-HT (Table 1). With LDT66,
the K i ratio value was not different from 1.0 (Table 1),
suggesting that this compound was a 5-HT1A receptor
antagonist. This condition was supported by the data
obtained in a [35S]-GTPγS binding assay, considered
as a more direct approach. Indeed, whereas 30 μM 5-
HT stimulated the basal binding of [35S]-GTPγS by 86.3±
6.5 % (P <0.01), 10 μM LDT66 was without effect (8.4±
2.7 % stimulation; P >0.05, one experiment in quadruplicate).

α1A- and α1D-adrenoceptors

To estimate the affinity and intrinsic activity of LDT66 for the
other two target receptors (α1A- and α1D-adrenoceptors), we
used a classical functional assay designed for the study of
competitive antagonists. Data obtained with prostate strips, a
tissue enriched in α1A-adrenoceptors, showed that LDT66
alone did not contract the tissue but it shifted the

Table 1 Estimation of the intrinsic activity of LDT66 at native rat 5-
HT1A receptors

Compound pK i Low±SEM pK i High±SEM K i Low/K i High [95 % C.I.]

LDT66 7.99±0.05 8.23±0.15 1.71 [0.32–9.20]

5-HT 6.67±0.06 8.52±0.02 76.80 [40.50–146]

K i values were calculated from IC50 values estimated in three to six
competition experiments with the agonist radioligand [3 H]-8-OH-DPAT
(K i High), or the antagonist radioligand [3 H]-p-MPPF in the presence of
1 mMGTP (K i Low), inmembrane preparations of rat hippocampus. 5-HT
was used as a positive control for the full agonist
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phenylephrine concentration-effect curve to the right. The
Schild regression analysis revealed a slope not different from
the unit (0.84±0.22), suggesting a competitive antagonism,
and a pA2 value of 8.47 indicated that LDT66 is a high affinity
antagonist of the rat prostate α1A-adrenoceptors (Fig. 2A,
Table 2). The affinity estimate of tamsulosin using the
Schild equation (Table 2) was compatible with data from the
literature (Noble et al. 1997; Kuo et al. 2000).

To study the effect of LDT66 on theα1D-adrenoceptors, we
used rat thoracic aorta. In this model, BMY 7378 and
tamsulosin showed KB values (Table 2) compatible with the
literature (Kenny et al. 1995; Goetz et al. 1995). As observed
with the prostate strips, LDT66 produced a surmountable
concentration-dependent rightward shift of the phenylephrine
concentration–response curve, with no change of the maximal
effect (Fig. 2B). The Schild regression analysis (Fig. 2B,
insert) revealed a slope not different from the unit (0.80±
0.13), suggesting a competitive antagonism. The pA2 value
of 8.66 indicated that LDT66 was a high affinity antagonist of
the rat aorta α1D-adrenoceptors (Table 2).

Off-target receptors

To estimate the affinity of LDT66 for the three off-target
receptors (α1B- and α2-adrenoceptors and muscarinic recep-
tors), we used competition binding assays validated by the use

of at least one positive control (data not shown ). Table 2
shows that LDT66 had a much lower affinity for the α1B-
adrenoceptors (K i=221 nM), exhibiting 65- to 101-fold selec-
tivity for the α1A- and α1D-adrenoceptors, respectively. We
broadened our pharmacological investigation of off-target
receptors by addressing LDT66’s affinity for the rat α2A-
adrenoceptors and muscarinic receptors. LDT66 presented a
relatively low affinity for the α2A-adrenoceptors (K i=
0.81 μM, n =5) and a still lower affinity (K i=52 μM, n =3)
for the muscarinic receptors.

Effect of LDT66 on mean arterial pressure

Considering that LDT66 is an antagonist ofα1-adrenoceptors,
with higher affinity for the α1A- and α1D- than for the α1B-
adrenoceptors, we evaluated its effect in vivo using anesthe-
tized rats. In all experiments, mean blood pressure began to
decline within seconds after the injection of drugs, and the
vehicle had no effect. Figure 3 shows that LDT66 (100 μg/kg)
induced a smaller hypotensive effect than did the same dose of
the nonselective α1-adrenoceptor prazosin (P <0.001), and its
effect was comparable to tamsulosin.

Effect of LDT66 on the growth of prostatic cells

As LDT66 exhibited a good profile for both affinity and
intrinsic activity at the target receptors (5-HT1A, α1A- and
α1D-adrenoceptors), we then decided to investigate its effect
on cell growth. For this purpose, we used the human prostate
cancer DU-145 cell line (androgen-independent) that ex-
presses α1D-adrenoceptors and 5-HT1A receptors, as both
receptors have been related to cell proliferation in DU-145
and BPH-derived cells (Siddiqui et al. 2006; Kojima et al.

Fig. 2 Inhibition of phenylephrine-induced prostate (a) and rat aorta (b)
contraction by LDT66. Tissues were contracted by increasing concentra-
tions of phenylephrine in the absence (control, open square) or presence
of a fixed concentration of LDT66 (10, 30, or 100 nM, closed symbols).
Data are expressed as the mean±SEM of three to seven individual
experiments performed with different animals and using one tissue sam-
ple for each LDT66 concentration. Insert: Schild plot representation

Table 2 Affinities of LDT66 for native rat α1-adrenoceptors

Compound α1A (Prostate) α1D (Aorta) α1B (Liver)
KB (nM) KB (nM) K i (nM)
pKB±SEM pKB±SEM pK i±SEM

LDT66 3.40a 2.18a 221

6.66±0.18

tamsulosin 0.08 0.10 5.90

10.08±0.02 9.99±0.06 8.22±0.25

BMY 7378 – 3.03 –

8.52±0.06

a Calculated from pA2 values obtained by Schild regression of mean
curves (See Fig. 2, insert). KB values of tamsulosin and BMY 7378 were
calculated using the Schild equation, and the EC50 ratio of phenylephrine-
mediated contractions was measured in the absence and presence of
10 nM antagonist (see methods). K i values were calculated from IC50

values estimated in competition experiments with [3H]-prazosin. pKB

and pK i values (i.e., −log K) are expressed as arithmetic means and SEM
of three to five individual experiments performed in triplicate (binding
assay) or with different animals (functional assay)
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2009; Dizeyi et al. 2011). Figure 4 shows that 3 μM phenyl-
ephrine (a, c) and 1 μM 5-HT (b, d) increased prostate cell
growth and these effects were blocked by 50 nM BMY 7378

(an α1D-adrenoceptor antagonist) and p -MPPF (a 5-HT1A

receptor antagonist), respectively. LDT66 (50 nM) was also
able to block the cell growth effect of phenylephrine and 5-HT
(Fig. 4).

Discussion

Based on our hypothesis that an antagonist of three sub-types
of receptors relevant to prostate pathophysiology, namely the
5-HT1A receptors, α1A- and α1D-adrenoceptors, could be of
value as a template for drug development targeting benign
prostatic hyperplasia, the present work involved a systematic
analysis of the affinity and the intrinsic activity of N1-(2-
methoxyphenyl)-N4-hexylpiperazine (LDT66), as well as its
effect in vivo. This compound had been partially characterized
elsewhere, but the characterization was only in the scope of its
structure-activity relationships (Mokrosz et al. 1995; 1997).
Our work followed the general trend to re-investigate old
drugs for new pharmacological properties and uses (Chong

Fig. 3 Effect of LDT66 on mean arterial pressure. LDT66, prazosin and
tamsulosin were administered in bolus (100 μg/kg, i.v.). Data are
expressed as the mean±SEM of three to four animals for each condition.
**P<0.01, ***P<0.001 in relation to prazosin (one-way ANOVA follow-
ed by a post hoc Newman–Keuls test)

Fig. 4 Effect of LDT66 on human prostate cell line (DU-145) growth.
Cell viability after treatment (48 h) was measured using functional MTT
assay (a , b). Viable cell counting was performed by Trypan blue exclu-
sion assay (c , d). Cell growth was induced by either 3 μMphenylephrine
(PHE, a and c) or 1 μM 5-HT (b and d) in five (MTT) or three (Trypan

blue) independent experiments performed in quintuplicate. LDT66 or
control antagonists (50 nM) were added 30 min before the agonists and
were maintained for 48 h. ***P<0.001 compared to control (no drug
addition), 5-HT or PHE (one-way ANOVA followed by a post hoc
Newman–Keuls test)
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and Sullivan Jr 2007), and therefore, we also directly tested
the effect of this compound in a model of prostate contraction
and human prostate cell growth.

Here, we showed that LDT66 behaved as a high affinity
antagonist of 5-HT1A receptors in rat tissues and human cell
line, adding new important information about this N -
phenylpiperazine because the adequate intrinsic activity is fun-
damental for the therapeutic effect (in the present case, an
antagonism at the 5-HT1A receptor is desired). In comparison
with the clinically used N -phenylpiperazine compound
naftopidil (Ki=108 nM; Borbe et al. 1991), LDT66 has a higher
affinity (K i≅6–10 nM) for the 5-HT1A receptors. LDT66 also
exhibited a high selectivity towards the 5-HT1A receptors, as
expected from the data of Mokrosz et al. (1995) and the low
homology existing between these 5-HT1 and 5-HT2 receptors
(Barnes and Sharp 1999). Although some authors have consid-
ered the 5-HT1A receptor as an off-target (Ngo et al. 2013), 5-
HT1A receptor mRNA are expressed in human BPH cells,
prostate cancer tissue and cell lines (Dizeyi et al. 2004).
Therefore, considering that 5-HT has a fundamental role in cell
proliferation as well as in tumor differentiation and gene expres-
sion (Dizeyi et al. 2004, 2011) and that the 5-HT1A receptor is
also involved in inflammation (Cloëz-Tayarani et al. 2004),
which is highly associated with BPH and LUTS (Bostanci
et al. 2013), antagonists for this type of receptor might be useful
(Dizeyi et al. 2004; Siddiqui et al. 2006). Our data show that
LDT66 had no cytotoxic effect on an androgen-independent
cancer cell line (DU-145 cells) by its own, but it blocked the
cell growth effect of 5-HT, in a qualitatively similar way as the
selective 5-HT1A antagonist p-MPPF. Note that Dizeyi et al.
(2004) did not observe any effect of the antagonist of the 5-
HT1A receptor (WAY100135) on DU-145 cell proliferation, but
they did not use this drug to challenge a 5-HTstimulus, as in our
experiments, and they only looked at its effect on unstimulated
cell growth. On the other hand, the other selective and more
potent antagonist used by these authors (NAN-190) inhibited
cell proliferation.

As the effect at the different sub-types of α1-adrenoceptors is
important for predicting the efficacy and safety of drugs
targeting BPH (see “Introduction”), we decided to measure the
affinity and efficacy of LDT66 at the α1A-, α1B-, and α1D-
adrenoceptors because only a rough affinity had been described
previously (Mokrosz et al. 1997) in the rat brain cortex, a
preparation containing mainly a mixture of α1A- and α1B-
adrenoceptors (Hanft and Gross 1989; Yang et al. 1997). In a
functional assay using rat aorta to evaluate α1D-adrenoceptors
(Testa et al. 1995), LDT66 behaved as a competitive antagonist
with the KB value in the low nanomolar range (KB=2.18 nM).
This value is similar to those values described for other N-
phenylpiperazines α1D-adrenoceptor antagonists, such as
BMY 7378 and naftopidil (Muramatsu et al. 1991; Goetz et al.
1995; Kenny et al. 1995; Bautista et al. 2006). LDT66 was also
characterized here as a potent antagonist of the α1A-

adrenoceptors, in a similar functional assay using rat prostate
strips (KB=3.4 nM). Note that the affinities for the target recep-
tors werewithin the concentration range ofmost drugs in clinical
use (5–50 nM;Overington et al. 2006).We also showed here that
LDT66 was able to block the cell growth effect of phenyleph-
rine, aα1-adrenoceptor agonist, in DU-145 cells. This effect was
most likely due to the blockage of the α1D-adrenoceptors,
contrary to a previous report for tamsulosin in these cells
(Kyprianou and Benning 2000). The antigrowth effect of
LDT66 seems to differ from the one reported for the α1-
adrenoceptor antagonists terazosin and doxazosin, which have
a quinazoline moiety and induce prostate apoptosis by a α1-
adrenoceptor-independent way (Kyprianou and Benning 2000).

As safety has an important concern in drug development, we
also performed some binding assays to estimate the affinity of
LDT66 for off-target receptors with certain structural homology
with the α1-adrenoceptor. We first reported that LDT66 has a
much more reduced affinity for the off-target α1B-adrenoceptor,
indicating a 65- to 101-fold selectivity for α1A/1D-adrenoceptors
over this subtype responsible for hypotension when blocked at
therapeutic concentrations, suggestive of a favorable safety pro-
file. As a matter of fact, in a preliminary experiment, LDT66
(100 μg/kg) showed only a marginal hypotensive effect, similar
to tamsulosin when tested at the same dose. Exploring further
the selectivity concern, we looked at the α2A-adrenoceptors
because these receptors (also referred to as α2D-adrenoceptors
in rats) are of particular interest because they are involved in
regulating the central nervous, cardiovascular and male genito-
urinary systems, where pre-junctional receptors inhibit catechol-
amine release (Hein et al. 1999; Michel and Vrydag 2006). Our
results showed that LDT66 had a very low affinity for these off-
target receptors, suggesting a low probability of adverse effects.
The very low affinity exhibited by LDT66 for muscarinic re-
ceptors also ensures the absence of atropine-like side effects.

Several clinical data suggest that the selective antagonism
of prostatic α1A-adrenoceptors is not enough for an effective
clinical management of BPH (Hieble 2011; Jelski and
Speakman 2012). Novel mechanisms underlying BPH patho-
physiology are emerging and they may be useful to delineate
new pharmacological approaches with increased efficacy and
tolerability. In conclusion, we propose that the high affinity
antagonistic properties of LDT66 at the α1A- and α1D-
adrenoceptors and at 5-HT1A receptors, together with its anti-
growth effect in human prostate cells, makes it attractive as a
multi-target hit compound potentially useful in the develop-
ment of new lead compounds for BPH and LUTS treatment.
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