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RESUMO

ESTUDO PARA IDENTIAFICA(;AO DE NOVOS COMPOSTOS SULFONAMI'DNICOS E
SULFONILIDRAZONICOS EFICAZES NO CONTROLE DA INFLAMACAO
PULMONAR CAUSADA POR LPS E SILICA EM CAMUNDONGOS

Everton Tendrio de Souza

Orientadora: Dra. Patricia Machado Rodrigues e Silva
Co-orientadora: Dra. Lidia Moreira Lima

Resumo da Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos-Graduacédo
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Farmacologia.

A enzima fosfodiesterase (PDE) tipo 4 tem sido considerada um importante alvo
terapéutico para doengas inflamatorias pulmonares. O planejamento, sintese e
avaliacao do perfil anti-PDE4 de uma série de derivados sulfonamidicos identificou um
inibidor seletivo de PDE4, LASSBIi0-448, com poténcia e indice terapéutico superiores
ao composto referéncia (R,S)-rolipram, que apresentou atividade antisilicética, sendo
considerado como um potencial protétipo candidato a farmaco anti-inflamatorio/
antifibrotico. A busca por novos compostos-protétipos é fundamental, e implica no
desenvolvimento de etapas posteriores de otimizacao estrutural que compreendem o
desenho estrutural, sintese de novas séries e avaliacdo do perfil farmacolégico
comparativo ao protétipo inicial. Neste estudo, objetivamos caracterizar
farmacologicamente novos protétipos sulfonamidicos analogos do LASSBIi0-448
utilizando sistemas in vitro e in vivo. Os compostos referéncia rolipram e cilomilaste
foram usados para comparacao. A triagem de 13 novos compostos sulfonamidicos
utilizando-se a tecnologia IMAP™ TR-FRET revelou que os derivados LASSBio-1612,
LASSBIi0-1628, LASSBi0-1631 e LASSBio-1632 (10°— 10-*M) apresentaram atividade
inibitoria (= 40%) sobre a atividade das isoenzimas PDE4A1A e PDE4D3, enquanto
nenhum efeito foi notado com PDE4B1 e PDEA4C. Utilizando o sistema de ativagao de
macrofagos alveolares murinos (linhagem AMJ2C11) in vitro, verificamos que LPS
induziu aumento no contetdo de TNF secretado, quadro que foi revertido na condicédo
da incubacdo das células com os derivados testados, a excecdo da maior
concentragédo de LASSBIi0-1632 que aumentou nos niveis de TNF secretado. Teste
de viabilidade (MTT) revelou ndo haver efeito citotéxico pelos compostos, excetuando
a maior concentracao de LASSBI0-1632. Na proxima etapa, avaliamos o potencial dos
compostos em modelos de inflamacé&o pulmonar aguda (lesao pulmonar aguda - LPA)
e cronica (silicose). Para LPA e silicose foi utilizada estimulacao intranasal com LPS
(andlise 24 h) e com particulas de silica (28 dias), respectivamente. Verificamos que
nos dois modelos experimentais utilizados, o tratamento profilatico (LPA) ou
terapéutico (silicose) com os compostos LASSBio-1612, LASSBIi0-1628, LASSBio-
1631 e LASSBI0-1632 (25 - 100 umol/kg, via oral) mostrou efeito supressor, em niveis
diferenciados, sobre o declinio da funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias
aéreas, o infiltrado neutrofilico e a geracao de citocinas (TNF-a, IL-6, MIP-1 e MIP-2)
no tecido pulmonar. Fibrose e formacdo de granulomas foram revertidas pelo
tratamento com os compostos. O efeito adverso de nausea e vomito, avaliado
indiretamente através da indugéo de sono por quetamina/xilazina, revelou que todos
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o derivados apresentam efeito central. Concluimos que quatro novos derivados
sulfonamidicos do protétipo LASSBio-448 foram identificados por apresentar
atividade anti-PDE4, além de efeito anti-inflamatorio e antifibrético em modelos de
inflamac&o pulmonar aguda e crbnica, porém associados a presenga de efeito central.
Apesar de evidenciarem importante propriedades terapéuticas, oS compostos em
destaque precisam ser otimizados para minimizacao dos efeitos adversos.

Palavras-chave: Pulméo, Inflamacéo, Fibrose, PDE-4, Terapia.

Rio de Janeiro
2015
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ABSTRACT

STUDY FOR IDENTIFICATION OF NEW SULFONAMIDE AND
SULFONILHIDRAZONE COMPOUNDS EFFECTIVE IN THE CONTROL LUNG
INFLAMMATION CAUSED BY LPS AND SILICA IN MICE

Everton Tendrio de Souza

Orientadora: Dra. Patricia Machado Rodrigues e Silva
Co-orientadora: Dra. Lidia Moreira Lima

Abstract da Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-Graduacao
em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Doutor em Farmacologia.

The enzyme phosphodiesterase (PDE) type 4 has been considered an important
therapeutic target for inflammatory lung diseases. The design, synthesis and
evaluation of anti-PDE4 profile of a series of sulphonamide derivatives identified PDE4
selective inhibitor, LASSBi0-448, with therapeutic index and potency higher than of the
standard inhibitor (R,S)-rolipram, which showed antisilicosis activity, being considered
as a potential candidate prototype anti-inflammatory/antifibrotic drug. The search for
new compounds prototypes is essential, and includes the development of later stages
of structural optimization comprising the structural design, synthesis of new series and
evaluation of comparative pharmacological profile to the initial prototype. In this study
aimed to characterize pharmacologically new LASSBIi0-448 analogs sulfonamide
prototypes using in vitro and in vivo systems. The compounds reference rolipram and
cilomilast were used for comparison. The screening of 13 new sulfonamide compounds
using the IMAP™ FP PDE technology revealed that the derivative LASSBio-1612,
LASSBIi0-1628, LASSBIi0-1631 and LASSBi0-1632 (10 — 10*M) showed inhibitory
activity (= 40%) on the activity of PDE4A1A and PDE4D3 isoenzymes, while no effect
was noted with PDE4B1 and PDE4C. Using the murine alveolar macrophage activation
system (AMJ2C11 lineage) in vitro, we found that LPS induced increase in TNF
secreted content, frame that was reversed in the incubated cells condition with
derivatives tested, except for the highest concentration of LASSBIi0-1632 which
increased levels of secreted TNF. Viability assay (MTT) showed no cytotoxic effect of
the compounds, except for the highest concentration of LASSBIi0-1632. In the next
step, we evaluate the potential of compounds in acute lung inflammation models (acute
lung injury — LPA) and chronic (silicosis). For LPA and silicosis was used intranasal
LPS stimulation (24h analysis) and silica particles (28 days), respectively. We found
that in both experimental models used, prophylactic treatment (LPA) or therapeutic
(silicosis) with the compound LASSBIi0-1612, LASSBIio-1628, LASSBio-1631 and
LASSBI0-1632 (25 -100 umol/kg, orally) showed effect suppressor, at different levels,
on the decline in lung function and airways hyperreactivity, neutrophilic infiltrate and
generation of cytokines (TNF-a, IL-6, MIP-1 and MIP-2) in lung tissue. Fibrosis and
granuloma formation were reversed by treatment with the compounds. The adverse
effect of nausea and vomiting, indirectly assessed by sleep induction by
ketamine/xylazine, revealed that all the derivatives showed central effect. We conclude
that four new sulfonamide derivatives LASSBIi0-448 prototype were identified by
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presenting anti-PDE4 activity, as well as anti-inflammatory and antifibrotic effects in
models of acute and chronic lung inflammation, but associated with the presence of a
central effect. Although evidencing important therapeutic properties, the compounds
highlighted need be optimized to minimize adverse effects.

Keywords: Lung, Inflammation, Fibrosis, PDE-4, Therapy.

Rio de Janeiro
2015
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ERK - Quinases reguladas por sinais extracelulares (do inglés, extracellular-signal-
regulated kinases);

ERO - Espécies reativas de oxigénio;

FGF - Fator de crescimento de fibroblasto (do inglés, Fibroblast growth factor);
FIOCRUZ - Fundacéo Oswaldo Cruz;
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GMPc - 3’,5-monofosfato de guanosina ciclico;

GPCRs - Receptores de membrana acoplados a proteina G (do inglés, G-protein-
coupled receptor);

GTP - Trifosfato de guanosina (do inglés, guanosine triphosphate);

H&E - Hematoxilina e eosina;

H20:2 - Peroxido de hidrogénio;

H2S04 - Acido sulfrico;

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana (do inglés, Human immunodeficiency
virus);

HRP - Peroxidase de amoracia rusticana (do inglés, Horseradish peroxidase);
HSA - Albumina humana (do inglés, Human albumin);

HTAB - Brometo de cetildimetiletiiamondnio;

ICAM-1 - Molécula de adesédo intercelular 1 (do inglés, Intercellular adhesion
molecule 1);

IFNy - Interferon-y;

IL (n) - Interleucina (do inglés, Interleukin);

INFy - Interferon (Interferon gama);

IRF-3 - Fator regulatério de interferon-3;

KC - Quimiocina derivada de queratindcitos;

KPOs - Fosfato de potassio;

LASSBIo® - Laboratorio de avaliacéo e sintese de substancias bioativas;

LPA - Lesao pulmonar aguda;

LPB - Proteina de ligacdo do lipopolissacarideo (do inglés, Lipopolysaccharide
ninding protein);

LPS - Lipopolissacarideo (do inglés, Lipopolysaccharide);

LR1 - Regides de ligacao-1,

LR2 - Regides de ligacao-2;

LTB4 - Leucotrieno B4;

M1 - Macrofago com polarizacao do Tipo 1 (do inglés, Macrophage polarization of
type 1);

M2 - Macrofago com polarizacdo do Tipo 2 (do inglés, Macrophage polarization of

type 2);

XX
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XXi

MAPK - Proteina ativada pelo mitégeno (do inglés, Mitogen-activated protein
(MAP) kinases);

MARCO - Receptor de macréfago com uma estrutura de Colageno (do inglés,
Macrophage receptor with a collagenous structure);

MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcito-1 (do inglés, Monocyte chemotactic
protein-1);

MD-2 - proteina mieloide diferenciadora 2;

MDC - Quimiocina derivada de mondcito (do inglés, Monocyte derived chemokine);
MHC - Complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, Major
histocompatibility complex);

MIP-1a - Proteina inflamatéria de macrofagos - lalfa (do inglés, Macrophage
inflammatory protein-7a);

MIP-2 - Proteina inflamatdria de macrofagos-2 (do inglés, Macrophage
inflammatory protein-2);

MMP (n) - Metaloproteinases de matriz (do inglés, Matrix metalloproteinases);
MPO - Mieloperoxidase;

MTT - Corante de tetrazolio;

MyD88 - Resposta primaria de diferenciacdo de mielbdides 88 (do inglés, Myeloid
differentiation primary response 88);

NaCl - Cloreto de sédio;

NaH2PO4 - Fosfato de sddio monobésico;

NALP3 - Receptor da familia tipo NOD, contendo dominio de piridina 3 (do inglés,
NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3);

NaOH - Hidréxido de sadio;

NaPOs - Fosfato de sodio;

NF-kB - Fator nuclear kappa de aumento de cadeia lave de linfécitos B ativados
(do inglés, Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells);

NOD - Dominio de oligomerizacao ligados a nucleotideo (do inglés, Nucleotide-
binding oligomerization domain);

OMS - Organizagao Mundial de Saude;

PAF - Fator de ativacdo plaquetaria (do inglés, Platelet activating factor);

PBS - Salina tampao fosfato (do inglés, Phosphate buffered saline);

PDE (n) - Fosfodiesterase (do inglés, Phosphodiesterase);
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XXii
PGE2 - Prostaglandina E2;
PKA - Proteina quinase A (do inglés, Protein Kinase A);
PKG - Proteina quinase G (do inglés, Protein Kinase G);
PMN - Polimorfonuclear (do inglés, Polymorphonuclear);
RANTES - Regulada por ativagéo, expressa e secretada por célula T normal (do
inglés, Regulated on activated normal T cell expressed and secreted);
RPM - Rotacdes Por Minuto;
SARA - Sindrome da angustia respiratdria do adulto (do inglés, Adult respiratory
distress syndrome);
SFB - Soro fetal bovino (do inglés, Fetal bovine serum);
SiOz2 - Didéxido de silicio;
SiOH - Silanol;
SNC - Sistema nervoso central,
STAT - Transdutores de sinais e ativadores de transcricdo (do inglés, Signal
transducers and activators of transcripition);
TC - Tomografia computadorizada
TCAR - Tomografia computadorizada de alta resolucéo
TGF-B - Fator transformador de crescimento beta (do inglés, Transforming growth
factor beta);
TIR - Receptor Toll/IL-1;
TIRAP - Proteina adaptadora que contém o dominio TIR (do inglés, Toll-interleukin-
1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein);
TLR-4 - Receptor toll Like-4;
TNF-a - Fator de cecrose tumoral alfa (do inglés, Tumor necrosis factor-alpha);
TRAM - Molécula adaptadora relacionada ao TRIF (do inglés, TRIF-related adaptor
molecule);
TRIF - Dominio TIR contendo adaptador do Indutor de Interferon 3 (do inglés, Toll-
interleukin 1 receptor (TIR) domaind containing adaptor protein inducing interferon
beta);
UCR (n) - Regibes conservadas (do inglés, Upstream conserved regions);
UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro;
v.i. - Via de administrag&o intravenosa;

v.in - Via de administrag&o intranasal;



XXiii
v.ip - Via de administrag&o intraperitoneal,
v.0 - Via de administracéo oral,
v.sc - Via de administracdo subcutanea,;
VCAM-1 - Molécula de adesdo de célula vascular 1 (do inglés, Vascular cell
adhesion molecule 1);
Zn?* - fon Zinco;
Mg?* - ion Magnésio;

a-SMA - Actina de musculo liso do tipo alfa (do inglés, a-Smooth muscle actin).
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1. Introducéo

1.1 Proposta e racional do trabalho

Neste projeto de tese tivemos como proposta central a triagem e
caracterizacdo farmacoldgica de novos prototipos sulfonamidicos, candidatos a
farmacos, com potencial aplicabilidade no controle de doencas inflamatorias
pulmonares, tanto de carater obstrutivo (lesdo pulmonar aguda - LPA) como
restritivo (silicose). Esta proposta esteve centrada em estudos anteriores que
constataram ter esta classe de moléculas uma potente atividade inibitoria sobre a
isoenzima fosfodiesterase (PDE) tipo 4 (Kummerle e cols, 2012), considerada como
um alvo terapéutico importante no caso de doencas de natureza inflamatéria. Esta
enzima atua na hidrélise do nucleotideo 3’,5’-monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), um segundo mensageiro intracelular com reconhecida atividade supressora
sobre a funcionalidade de células inflamatérias. Estudos recentes demonstraram que
o farmaco inibidor de PDE4, roflumilaste, mostrou-se efetivo no controle do quadro
inflamatério associado a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), o que
determinou sua incorporacdo na clinica em varios paises do mundo (Giembycz e
Maurice, 2014; Yan e cols, 2014). No entanto, uma ampla gama de efeitos
colaterais, tais como nauseas e vomitos, tem sido associada a acao farmacoldgica
desta classe de farmacos, o que tem tornado imprescindivel & busca por compostos
mais potentes e seletivos, porém com menos efeitos indesejaveis.

A estratégia utilizada neste trabalho teve como foco a triagem de uma nova
série de 13 derivados sulfonamidicos desenhada por modificacbes estruturais no
protétipo arilsulfonamidico (LASSBIi0-448) descrito por inibir seletivamente a enzima
PDE4. Nossa analise constou da verificacdo de potencial atividade inibitoria sobre a
isoenzima PDE4 e, posterior avaliacdo da atividade farmacolégica em sistemas
bioldgicos in vitro e in vivo. Como modelos experimentais de doencas pulmonares,
foram utilizados sistemas previamente estabelecidos em camundongos, cujo foco
foram os componentes inflamatérios e fibrogénicos verificados na condicdo de

estimulacdo com lipopolissacarideo (LPS) e particulas de silica.



1.2 Doengas Pulmonares

O pulmao é um 6rgéo que atua de forma efetiva no fenébmeno vital de trocas
gasosas, apresenta contato permanente com 0 meio externo, e dessa maneira, fica
exposto a agentes potencialmente lesivos que chegam com o ar inspirado,
resultando na ocorréncia de um espectro abrangente de doencas (Caramori e
Adcock, 2003; Moldoveanu e cols, 2009; Uddin e Levy, 2011; Arbex e cols, 2012).

Um diversificado conjunto de doencas acomete o0 trato respiratorio
ocasionando o aparecimento de uma resposta inflamatéria pulmonar mais aguda, a
qual é seguida em tempos mais tardios, pelo desencadeamento de um processo de
reparo, associado a uma marcada resposta fibrogénica. Em conjunto, esses eventos
levam a uma progressiva alteracdo da arquitetura das vias aéreas, reduzindo o
processo de trocas gasosas e com consequente perda funcional do 6rgédo (Caramori
e Adcock, 2003; Rimal e cols, 2005). As respostas do trato respiratorio a agressao e
os padrbes resultantes de doencas sao determinados, principalmente, pela
complexidade estrutural e funcional do sistema.

As disfun¢bes pulmonares podem ser classificadas com base na topologia,
etiologia ou de acordo com o disturbio fisiopatolégico por elas desencadeado,
podendo ser divididas principalmente em obstrutivas e restritivas, sendo as primeiras
caracterizadas pela reducdo do fluxo aéreo, causada pelo estreitamento ou
obstrucdo das vias aéreas e exemplificada pela LPA, asma e DPOC; e as ultimas
que afetam a capacidade pulmonar pelo limite na expansibilidade, como verificado
no caso das pneumoconioses como a silicose (Gillissen e cols, 2006).

1.2.1 Doengas obstrutivas

As disfuncbes de carater obstrutivo sdo caracterizadas pela presenca de
edema peribrénquico, com alteracdo na fisiologia pulmonar, o que leva ao aumento
da resisténcia das vias aéreas ao fluxo de ar, em consequéncia de obstrugéo
completa ou parcial em qualquer regido da arvore respiratoria, desde a traquéia,
grandes brénquios até os bronquiolos respiratérios e terminais. Verifica-se, também,
a ocorréncia de contracdo do musculo liso brénquico, com o estreitamento das vias
aéreas, além de uma hipersecrecdo de muco (Laohaburanakit e Chan, 2003;
Robbins, 2005; Rushton, 2007; Zhang e Zhou, 2014). As principais desordens



obstrutivas séo verificadas em patologias como asma, enfisema, bronquite crbnica e
LPA. Esta ultima ou sua forma mais grave, a sindrome da angustia respiratoria do
adulto (SARA), é caracterizada por uma lesdo capilar alveolar e epitelial que pode
ocorrer em inumeras condi¢cdes clinicas e, esta associada tanto a leséo direta do
pulméo quanto indireta no estabelecimento de um processo sistémico. Representa
uma fisiopatologia continua que ocorre como consequéncia da exposi¢ao direta ou
indireta do pulméo a agentes irritantes das vias aéreas (Rubenfeld, 2003). As
alteracdes patoldgicas incluem lesdo endotelial e epitelial, dano alveolar difuso,
acompanhado por neutréfilos e macréfagos para o intersticio, membrana hialina e
edema pulmonar com fluido rico em proteinas no espaco alveolar (Ware e Matthay,
2000; Goodman e cols, 2003), resultando em hipoxemia grave (Zhang e cols, 2009).

Estudos clinicos e epidemiologicos demonstraram que a LPA resolve com o
retorno da funcao alveolar ao normal ou proximo ao normal em alguns pacientes,
enquanto em outros ha a persisténcia e/ou progressdo da lesdo. Neste caso, como
consequéncias da persisténcia e progressdo sdo faléncia mdultipla de 6érgéos,
alveolite fibrosante, obliteracdo vascular pulmonar com hipertensdo pulmonar e
morte (Moss e Burnham, 2003; Erickson e cols, 2009; Brown e cols, 2011), com a
vinculacdo de fatores genéticos, moleculares, celulares e iatrogénicos como
relevantes para o favorecimento do reparo da membrana alveolar (Ware e Matthay,
2000; Matthay e Zimmerman, 2005; Tsushima e cols, 2009; Matthay e cols, 2012). A
resolucdo da LPA requer uma sincronia na reabsorcdo do edema alveolar, reparo
das barreiras epiteliais e endoteliais, e remocao de células inflamatérias e exsudato
a partir dos espacos aéreos distais, pois tem sido descrito que fragmentos de &cido
hialurénico encontrados no soro de pacientes com LPA desencadeiam a liberagédo
de quimiocinas por macréfagos, além de interagir com os receptores do tipo "Toll”,
emitindo sinais que limitam a apoptose epitelial e promovem o restabelecimento da
integridade do epitélio na leséo pulmonar experimental (Jiang e cols, 2005).

Um dos principais agentes flogisticos pulmonares utilizados em modelos
animais experimentais de inflamag&o aguda € o LPS, uma molécula altamente téxica
derivada da membrana celular externa de bactérias gram-negativas, como a
Escherichia coli. Sua liberacdo ocorre quando a bactéria se multiplica ou é
fagocitada e degradada pelas células de defesa (Tuin e cols, 2006). O mecanismo
de acdo do LPS estd relacionado com o0 seu reconhecimento pelas células

hospedeiras através do “Toll-like receptor “(TLR)-4, ativando o sistema imune e
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promovendo efeitos inflamatorios. Ap6s o reconhecimento e ligagdo a proteina
ligante de LPS “Lipopolysaccharide Binding Protein”(LPB), este complexo acopla-se
a molécula CD14 e a proteina mieloide diferenciadora 2 (MD-2), resultando na
ativacdo de uma cascata de sinalizacao intracelular. Este processo inicia-se com 0
recrutamento de moléculas adaptadoras, como “myeloid differentiation primary
response 88" (MyD88), “toll-interleukin-1 receptor (TIR) domain containing adaptor
protein” (TIRAP), “toll-interleukin 1 receptor (TIR) domaind containing adaptor protein
inducing interferon beta” (TRIF) e “TRIF-related adaptor molecule” (TRAM), ativacao
de quinases, como “mitogen-activated protein kinase“ (MAPK) e dos fatores de
transcricdo “activator protein 1”(AP-1), “signal tranducer and activator of
transcription”(Interferon regulatory fator* (IRF) 3 e do Nuclear Factor kappa
B”(NFKb), que ao se translocarem ao ndcleo, promovem a transcricdo de diversos
genes que participam de processos fisiopatologicos (Peri e cols, 2010; Juskewitch e
cols, 2012; Cruz-Machado, 2010).

O TLR-4 é fundamental para o reconhecimento de LPS por diferentes tipos
celulares do hospedeiro (Beutler, 2002; Togbe e cols, 2007; Bryant e cols, 2010;
Bosmann e cols, 2012). Esta via de sinalizacdo, TLR-4/CD14 e Myd88, é essencial
para a inflamacéo pulmonar resultante da inalagdo do LPS. J& foi demonstrado que
camundongos nocautes de Myd88 apresentaram reducéo da inflamacdo aguda ap6s
inalacdo de LPS, avaliada pela infiltracdo de neutréfilos, extravasamento de
proteinas, broncoconstriccdo, diminuicdo na producéo das citocinas IL-12, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e da quimiocina derivada de queratindcitos (KC).
Entretanto, a broncoconstriccdo e infiltracdo de neutréfilos induzidas por LPS
dependem da via de sinalizacdo dependente de Myd88, TRIF, IL-1R e IL-18R
(Noulin e cols, 2005; Togbe e cols, 2007).

A instilagéo intrasanal ou intratraqueal de LPS em animais se mostrou ativa
em provocar uma inflamacéo pulmonar aguda, seguida pela producdo de fator de
necrose tumoral (TNF-a), aumento da permeabilidade capilar alveolar e
broncoconstriccdo, devido ao aumento do indice de proteinas no lavado
broncoalveolar, indicando o aumento da permeabilidade vascular (Vargaftig, 1997a;
Vargaftig, 1997b; Togbe e cols, 2006; Togbe e cols, 2007; Liu e cols, 2013), além de
um intenso infiltrado neutrofilico no lavado broncoalveolar com envolvimento de um
amplo espectro de mediadores, como IL-1, eicosanoides e fator de ativacéo

plaquetaria (PAF), hiper-reatividade das vias aéreas e acumulo e ativacdo de



macréfagos, levando-os a liberarem inimeras citocinas, enzimas lisossomais, tais
como elastase e mieloperoxidase (MPO), espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
e metabdlitos do acido araquidénico (Vargaftig, 1997a; Kline e cols, 1999; Corteling
e cols, 2002; Yamada e cols, 2008; Janssen e Henson, 2012). Estes fatores
mostraram claramente associados com o desenvolvimento e/ou progressédo da
LPA/SARA (Ware e Matthay, 2000; Valenca e cols, 2008).

O TNF-a e a IL-1 ocupam lugar de destague na modulacdo do fendbmeno de
permeabilidade vascular a partir da inflamac&o pulmonar induzida por LPS, uma vez
que estes estimulam outras células, tais como macréfagos, neutrofilos, fibroblastos.

Varios desses produtos liberados por neutréfilos e macréfagos ativados atuam
como moléculas sinalizadoras para as células que constituem as vias aéreas
(musculo liso e células epiteliais) e o parénquima pulmonar (pneumacitos tipo 1),
promovendo a liberacdo de citocinas/fatores de crescimento e contribuindo para a
manutencdo da resposta inflamatéria, o que cronicamente ocasiona o0
remodelamento das vias aéreas e do parénquima pulmonar, causando alteracdes

funcionais e estruturais dos pulmdes (Yamada e cols, 2008).

1.2.2 Doengas restritivas

As doencas de carater restritivo caracterizam-se pela reducdo da expansao
do parénquima pulmonar, o que repercute na reducédo do volume pulmonar, fazendo
com que o pulmdo se torne menor mesmo durante 0 repouso, com consequente
menor absor¢céo de oxigénio pelo sangue (Fujimura, 2000; Laohaburanakit e Chan,
2003; Robbins, 2005). As doengas restritivas sao identificadas por uma reducao da
capacidade pulmonar total, enquanto o fluxo expiratério apresenta-se normal ou
proporcionalmente reduzido. Duas sdo as condicfes gerais nas quais podem-se
observar alteracbes de carater restritivo: (1) distirbios da parede toracica na
presenca de pulmdes normais como, por exemplo, doencas pleurais e (2) doencas
infiltrativas e intersticiais agudas ou crénicas.

Apesar de todo o mecanismo de defesa do nosso organismo, as estruturas
alveolares sao bastante finas e estdo sempre susceptiveis a respostas de natureza
inflamatoria, pois o pulm&@o encontra-se exposto a corpos estranhos carreados
quando do processo de inspiracdo. As respostas do trato respiratorio a agresséo e

os padrbes resultantes de doencas sao determinados, principalmente, pela



complexidade estrutural e funcional do sistema. Muitas das doencas do trato
respiratério sdo de carater ocupacional como as pneumoconioses. De acordo com o
Ministério da Saude (2006), o termo pneumoconiose (do grego, conion = poeira) é
amplamente usado quando se designam as pneumopatias relacionadas
etiologicamente a inalacdo de poeiras contendo particulas minerais em ambientes
de trabalho (de Capitani e Algranti, 2006). Com o tempo, o termo foi sendo
adaptado variando sua denominacao de acordo com o material particulado, ou seja,
0 agente etiolégico que desencadeia a reacdo organica, como por exemplo,
asbestose (poeira de asbesto), silicose (poeira de silica), estanhose (poeira do
estanho), siderose (poeira de ferro) (Castro e cols, 2005). Apesar de esse conceito
conglomerar a maior parte das alteracbes envolvendo o parénquima pulmonar,
ressalta-se o fato de que o termo pneumoconioses pode ndo ser adequado para
algumas pneumopatias mediadas por processos de hipersensibilidade que atingem
o pulmdo, como as alveolites alérgicas por exposicdo a poeiras organicas, a
pneumopatia pelo cobalto e a doenca pulmonar pelo berilio, por exemplo (Seaton,
2000; de Capitani e Algranti, 2006). Esses conceitos tém importancia quando se
estudam os processos fisiopatogénicos subjacentes a determinadas pneumopatias
devido a inalagdo de poeiras.

1.2.2.1 Silicose

A silicose é uma doenca pulmonar de carater ocupacional, caracterizada por
ser fibrosante, progressiva, incapacitante, causada pela inalacdo prolongada e
deposicdo de formas cristalinas de silica livre (dioxido de silicio, SiO2) nas vias
aéreas inferiores (Greenberg e cols, 2007; Costantini e cols, 2011; Pandey e
Agarwal, 2012). E irreversivel e incuravel podendo culminar em graves transtornos a
saude do trabalhador, assim como possui um alto impacto socioeconémico
(Carneiro, 2002). Em geral, a silicose tem uma evolucéo lenta e progressiva, levando
a insuficiéncia respiratoria, decorrente de alteragfes das trocas gasosas e ventilagdo
pulmonar, fator limitante para as atividades corriqueiras do paciente (Seaton, 2000;
Rimal e cols, 2005), mesmo em situacdes em que 0 paciente ndo esteja mais
exposto a silica (Addis, 1994).

A exposicao prolongada a silica pode aumentar o risco de desenvolver cancer

de pulméo (Carneiro, 2002; Carneiro e cols, 2006; Barboza e cols, 2008; Leung e



cols, 2012), além de tuberculose, o habito de fumar também é um fator agravante.
Maiores morbidades e mortalidades resultam da coexisténcia de epidemias de
silicose, tuberculose, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e fumo na mesma

area (Leung e cols, 2012).

1.2.2.1.1 Silica

A silica € um composto natural de maior abundancia na crosta terrestre,
formada por dois &tomos de oxigénio e um de silicio (SiO2, dioxido de silicio) e que
existe nas formas amorfa e cristalina (Leung e cols, 2012). A primeira, menos toxica,
possui um rearranjo aleatorio dos atomos e esta presente em |a de vidro, silica gel, e
no vidro sintético (Terra Filho e Santos Ude, 2006). A segunda (forma livre) recebe
esse nome devido aos atomos de silicio e oxigénio serem orientados e relacionados
uns com os outros num padréo fixo (Greenberg e cols, 2007). A silica cristalina tem a
sua molécula arranjada na forma de um cristal tetraédrico tridimensional com
radicais dispostos em sua superficie (Zaidi e cols, 1956; Wiessner e cols, 1988;
Castranova e cols, 1995; Castranova, 2004; Greenberg e cols, 2007), e é
considerada a mais toxica, estando presente no quartzo, tridimita e cristobalita.

A inalacdo continua de poeira contendo particulas de silica cristalina (inferior
a 10 um, faixa de diametro denominada fracdo respiravel), recém-geradas em
operacbes como jateamento de areia, perfuracdo de rochas, escavacao de tuneis e
moagem alcancam os pulmdfes, e induzem grande toxicidade para as células
pulmonares (Wiessner e cols, 1988; Castranova e cols, 1995; Terra Filho e Santos
Ude, 2006; Steenland e Ward, 2014). As particulas inaladas exercem seu efeito
téxico quando em contato com os tecidos do pulméo, sendo dependentes de muitos
fatores inerentes as particulas, como as propriedades fisicas e quimicas
(composicédo quimica, diametro, area de superficie, forma, densidade, solubilidade,
reatividade quimica, propriedades eletrostaticas), as condi¢cdes de exposicdo
(concentracdo ambiental de poeira respiravel, duracdo da exposicao, temperatura,
velocidade do ar, atividade fisica do trabalhador) e o estado de saude do trabalhador
(género, area corporal, idade, estado geral de saude, doencas pré-adquiridas, habito
de fumar, grau de atividade fisica na realizacao do trabalho) (Bon, 2007).

Esse dano se da inicialmente devido a presenca do silanol (SiOH), composto

quimico encontrado na superficie da silica e que podem atuar como doadores de



hidrogénio e formar pontes de hidrogénio com grupos de oxigénio e nitrogénio em
membranas biologicas (Nash e cols, 1966; Castranova, 2004). Esta estreita
interacdo entre as membranas das células e silica resulta em perda da integridade
da membrana, extravasamento da enzima lisossomal e lesdo tecidual. Estes
processos podem contribuir para o desenvolvimento de fibrose pulmonar
(Castranova, 2004). Agentes que atuam como aceptores de hidrogénio, tais como
polivinil piridina-N-0xido ou organo-silanos, revestem a superficie da silica e
efetivamente diminuem a toxicidade da silica, tanto em modelos in vivo como in vitro

(Castranova e cols, 1995).

1.2.2.1.2 Epidemiologia

A silicose continua sendo a pneumoconiose mais prevalente no Brasil e no
mundo. Os paises desenvolvidos possuem menor incidéncia, por haver uma maior
conscientizacdo das empresas e trabalhadores para o cumprimento dos atos
preventivos e incentivo para a substituicdo de algumas operacfes. Entretanto, nos
paises em desenvolvimento ndo ha um investimento adequado no que se refere a
fiscalizacdo, adequacédo e orientagcdo nos ambientes de trabalho que lidam com a
silica, o que dificulta a eliminacdo a exposi¢cdo, observando assim alto indice de
incidéncia e prevaléncia (De Capitani, 2006; Leung e cols, 2012). Como a silicose &
uma doenca de desenvolvimento lento e pode progredir independente da exposicéo
continuada, boa parte dos casos € diagnosticada somente anos apés o trabalhador
estar afastado da exposicdo (Mendes, 1979).

Inimeros casos sdo diagnosticados a cada ano em diversas partes do
mundo. Estudos epidemiol6gicos mostram que no Vietna, a silicose é considerada a
doenca ocupacional de maior prevaléncia, dados mostram que o numero de casos é
de aproximadamente 9 mil, sendo uma das maiores causas de concessdo de
beneficios previdenciarios aos trabalhadores. Na China, durante o periodo de 1991-
1995, foram registrados 500 mil casos de silicose, o maior nimero de pacientes com
silicose, com cerca de 6 mil novos casos e mais de 24 mil mortes anualmente. O
problema é particularmente mais grave entre os trabalhadores das minas de
pequena escala nos paises em desenvolvimento (Leung e cols, 2012). No periodo
de 2001-2010, somente na cidade de Guangzhou, na China, ocorreram 380 casos

de doencas ocupacionais, destas, 20% foram identificadas como pneumoconioses e



77,6% deles, eram silicose (Lin e cols, 2012). Em 2010, foram relatados 23.812
novos casos de pneumoconioses distribuido por todo o Pais, destes 9870 casos
eram de silicose (Wang e Zhang, 2012).

Apesar das pneumoconioses serem mais monitoradas em paises
desenvolvidos, a silicose ndo deixa de ser uma questdo de saude ocupacional
nestes paises, pois estudos tém mostrado que por volta de 600 mil trabalhadores do
Reino Unido e mais de 3 milhGes de trabalhadores na Europa foram expostos a
silica no periodo de 1990-1993. Nos EUA, estima-se que 2,2 milhdes de
trabalhadores norte-americanos estdo expostos a silica, 1,85 milhdes deles na
indUstria da construcdo, o que se traduz em cerca de 1 a 2 trabalhadores para cada
100.

No Brasil ndo existem estudos suficientes que permitam quantificar a situacéo
dos ambientes de trabalho quanto a exposi¢cédo a silica, porém estima-se que seja
superior a 6 milhdes de trabalhadores expostos, sendo as principais atividades com
registro de prevaléncia distribuida entre: industria de ceramica com 3,9%, atividades
em pedreiras entre 3,0% a 16%, jateamento de areia na industria naval com 23,6% e
perfuracdo de pogcos com 17%, principalmente na regido Sul e Sudeste devido ao
desenvolvimento industrial e do tipo de ocupacéo desenvolvida (Carneiro e Algrantti,
2014). As estimativas sobre prevaléncia da silicose no Brasil sugerem a existéncia
no pais, de 25 a 30 mil casos desta doenca (Mesquita Junior e cols, 2006). Minas
Gerais € o estado brasileiro, segundo o Ministério da Saude, com maior niamero de
casos de silicose, sendo as atividades mais comuns a mineragdo, garimpo e
lapidacéo, trabalhos esses realizados em condi¢cfes rudimentares e sem nenhum
controle ou fiscalizagcdo. Em apenas uma mina de ouro, localizada neste estado,
mais de 4.500 trabalhadores foram registrados desenvolverem silicose entre 1978-
1998 (Leung e cols, 2012).

Apesar de o jateamento ter sido proibido pelo Ministério do Trabalho e
Emprego desde 2005 (De Capitani, 2006), ainda encontram-se casos de silicose no
Brasil por esta atividade ocupacional. No entanto, muitos ex-trabalhadores de
estaleiros na cidade de Sdo Gongalo, Estado do Rio de Janeiro, ainda vivem as
sequelas da doenca (Ferreira e cols, 2006; Marchiori e cols 2006; Lopes e cols,
2012). A exposicdo ao jateamento parece ser a mais perigosa dentre as outras
fontes conhecidas de poeira de silica, em decorréncia da exposicéo intensa durante



10

longas jornadas de trabalho, em condi¢c6es precarias de higiene e sem o0 uso de
qualgquer equipamento respiratorio de protecédo (Bakan e cols, 2011).

1.2.2.1.3 Classificacao clinica e diagndstico

A silicose existe em trés formas de apresentacdo clinica: aguda, acelerada e
cronica, estas relacionadas com a taxa de deposicédo e quantidade de particulas de
silica inaladas. A forma aguda (silicoproteinose) é a mais rara desta doenca e pode
desenvolver-se apdés meses ou poucos anos de exposicdo frequente a altos niveis
de poeira respirdvel contendo silica, como ocorre em jateamento de areia ou
perfuracdo de rochas (Terra Filho e Santos Ude, 2006). Histologicamente é
representada pela proteinose alveolar associada a infiltrado inflamatdrio intersticial,
hipertrofia dos pneumdcitos Il, assim como, excessiva producao de surfactante, que
se depositam nos alvéolos (Ding e cols, 2002; Terra Filho e Santos Ude, 2006;
Greenberg e cols, 2007). A dispneia pode ser incapacitante, podendo evoluir para a
morte por insuficiéncia respiratoria, ocorre tosse seca, perda de peso e
comprometimento do estado geral. Ao exame fisico auscultam-se crepitacdes
difusas e o padrdo radiolégico € bem diferente das outras formas, sendo
representados por infiltragcbes alveolares difusas e progressivas, muitas vezes
acompanhadas por nodulacdes mal definidas (Colbeck, 1998; Terra Filho e Santos
Ude, 2006; Pandey e Agarwal, 2012; Dang e cols, 2013).

Na forma acelerada suas manifestacbes ocorrem entre as formas aguda e
cronica, geralmente apds um periodo de exposicdo de cinco a dez anos. As
manifestagdes clinicas sdo semelhantes a forma crbnica e as alteragfes patoldgicas
séo representadas pela presenca de granulomas ou nédulos silicoticos, porém seu
desenvolvimento ocorre em estagios mais iniciais, com intensa inflamacao e
descamacao celular nos alvéolos, decorrente de hiperplasia e hipertrofia de
pneumacitos I, além de um intenso infiltrado de macréfagos e particulas de silica.
Os sintomas respiratorios costumam ser precoces e limitantes, com grande potencial
de evolucdo para a forma complicada da doenca, como a formacédo de
conglomerados e fibrose macica, sendo observada esta forma em cavadores de
pocos (Colbeck, 1998; Ding e cols, 2002; Terra Filho e Santos Ude, 2006).

A silicose cronica (forma nodular simples) é a forma de apresentacdo mais

comum e geralmente ocorre ap0s mais de dez a quinze anos de exposi¢cao ou de
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laténcia, caracterizada por um intenso infiltrado celular, deposicdo de coldgeno e
presenca de nddulos no intersticio pulmonar, ao redor de bronquiolos respiratorios e
dos vasos, caracterizando a fibrose pulmonar. A analise histolégica revela a
presenca de nédulos com camadas de colageno e presenca de estruturas
polarizadas a luz, com a progressdao da doenca, os ndédulos podem coalescer
formando aglomerados maiores e substituindo o parénquima pulmonar por fibrose
colagena, os pacientes costumam ser assintomaticos ou apresentar sintomas que
sao precedidos pelas alteracdes radioldgicas. Tem evolucéo insidiosa e pode evoluir
com sintomas de dispneia progressiva, sendo observado em trabalhadores das
industrias de ceramica (Colbeck, 1998; Terra Filho e Santos Ude, 2006; Greenberg e
cols, 2007). Pacientes com silicose crénica podem apresentar condicfes associadas
como tuberculose e cancer (Leung e cols, 2012). Trabalhadores de minas de carvao
contraem um tipo similar de doengca chamado pneumoconiose de trabalhadores de
minas de carvdo ocasionada pela exposi¢cdo de poeira de carvao contendo silica
(Pandey e Agarwal, 2012; Dang e cols, 2013).

Na maioria das vezes, a exposicdo a silica esta associada a outras doencas,
como por exemplo, doencas autoimunes (Brown e cols, 2003; Terra Filho e Santos
Ude, 2006); neoplasias (Peretz e cols, 2006; Greenberg e cols, 2007); tuberculose
(teWaternaude e cols, 2006; Greenberg e cols, 2007; Barboza e cols, 2008), o que
dificulta ainda mais a saude do trabalhador e consequentemente o seu diagndstico.

O diagnéstico da silicose geralmente baseia-se na historia de exposicdo a
silica e alteracdes radiologicas compativeis (Terra Filho e Santos Ude, 2006),
juntamente com a exclusdo de outros diagndsticos concorrentes, como tuberculose
cutdnea aguda, infecgBes fangicas, carcinomatose, sarcoidose, fibrose pulmonar
idiopatica e outras doencas pulmonares intersticiais. Embora, de maneira geral, o
estudo radiologico de pacientes silicoticos seja feito com radiografias convencionais,
a tomografia computadorizada (TC), especialmente a de alta resolucdo (TCAR),
pode dar informagOes adicionais importantes, tanto na deteccdo precoce de
pequenas opacidades quanto no estadiamento da doenca e na identificagcdo de
possiveis complicacbes (Hnizdo e Murray, 1998; Ding e cols, 2002; Carneiro e cols,
2006; Ferreira e cols, 2006; Greenberg e cols, 2007). Estudos sugerem que a alta
resolucdo € mais sensivel do que a radiografia convencional na deteccdo de
caracteristicas especificas, como mudancas nodulares em parénquima pulmonar;

fibrose macica progressiva; bolhas; enfisema; e mudancas na pleura, mediastino e
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hilo na silicose (Mosiewicz e cols, 2004; Lopes e cols, 2008; Sun e cols, 2008). Além
disso, a de alta resolucdo tem uma melhor correlacdo com a funcdo pulmonar
(Mosiewicz e cols, 2004; Sun e cols, 2008), parametro importante que auxilia no
diagnéstico, principalmente nas formas mais graves e avancadas da doenca,
avaliando a presenca de alteracdes funcionais e monitorando a evolugdo do
paciente (Terra Filho e Santos Ude, 2006). Investigacbes de carater invasivo, como
a biopsia pulmonar, raramente sdo necessarias para o diagnostico da silicose, mas
podem ser feitas para excluir outras doencas potencialmente trataveis ou na
avaliacdo de casos avancados da doenca para um posterior transplante de pulméo.
Além disso, broncoscopia e lavado broncoalveolar podem ser Uteis para 0
diagnéstico de silicoproteinose (Leung e cols, 2012), assim como, analise por
imagens, através da ressonancia magnética e radiografia digitalizada ajudando na

andlise e acompanhamento da silicose (Begin e cols, 1987).

1.2.2.1.4 Fisiopatologia

A silicose caracteriza-se pela formacdo de pequenos nédulos arredondados
nos pulmdes de pessoas expostas a inalagcdo de grandes quantidades de poeira de
silica cristalina ao longo do tempo (Greenberg e cols, 2007; Costantini e cols, 2011;
Pandey e Agarwal, 2012). A deposicéo de silica nos pulmd@es ativa, inicialmente, as
células residentes, principalmente macréfagos e células epiteliais (Hamilton e cols,
2008; Song e cols, 2014). Os macroéfagos alveolares sdo encontrados, em geral, nas
vias aéreas, no intersticio pulmonar e no interior dos alvéolos e constituem uma das
primeiras células que entram em contato com 0 agente agressor. Seu papel é
fundamental para a eliminacdo de particulas inaladas, atuando em conjunto com as
células epiteliais (Miyata e van Eeden, 2011).

Devido as propriedades de superficie, a silica cristalina induz a ativagédo de
macrofagos alveolares através de sua atuagdo em receptores do tipo “scavengers”,
como “macrophage receptor with a collagenous structure” (MARCO) (Kobzik, 1995;
Hamilton e cols, 2006; Miyata e van Eeden, 2011). Apesar de haver evidéncias de
que a ligacdo da particula de silica nos receptores “scavengers” atua diminuindo a
resposta inflamatoria (Beamer e Holian, 2005), o estresse oxidativo produzido em
resposta a fagocitose da particula de silica por essas células que liberam espécies

reativas de oxigénio formadas durante a ruptura ou esmagamento da silica
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(Castranova, 2004), induz a liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico, levando
a ativacao de fatores de transcricdo como NF-kB e AP-1, que d&o inicio a sintese de
guimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, como por exemplo, as interleucinas (IL)-1,
-6 e -8 e 0 TNF-a (Li e cols, 2003; Castranova, 2004; Miyata e van Eeden, 2011).

Estudos prévios mostraram que a endocitose das particulas de silica induz a
ativacdo do inflamossoma “NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3”
(NALP3), este processo estaria associado ao dano do lisossoma, desestabilizacdo
da membrana e o influxo de potassio (Cassel e cols, 2008; Hornung e cols, 2008;
Song e cols, 2014), contribuindo para o desenvolvimento da silicose. O NALP3 é um
receptor citoplasméatico que pertence a familia dos receptores do tipo NOD simile.
Estes sofrem o processo de oligomerizacdo quando ativados e transformam-se no
inflamassoma NALP3, que promove a ativacdo da caspase-l1 e consequente
clivagem de pré-IL-1p e pro IL-18 a IL-1p e IL-18, respectivamente (Petrilli e cols,
2007; Song e cols, 2014). Essas citocinas sdo capazes de ativar células endoteliais
e neutrofilos a expressar moléculas de adesdo como “intercellular adhesion
molecule” (ICAM-1) e “vascular cell adhesion molecule 17 (VCAM-1), facilitando o
recrutamento de leucécitos para o intersticio alveolar; ativar e estimular a
proliferacdo de linfocitos e induzir resposta inflamatéria sistémica (Witko-Sarsat e
cols, 2000; Scabilloni e cols, 2005; Fichtner-Feigl e cols, 2006; Manoury e cols,
2007; Phan, 2008). Por sua vez, os linfocitos ativados produzem citocinas (como a
linfotoxina e o IFN-y) responsaveis pela quimiotaxia e ativagdo de mondcitos e
neutroéfilos (Davis e cols, 2001; Miyata e van Eeden, 2011; Song e cols, 2012).

Os macrofagos alveolares exercem uma importante acdo no desenvolvimento
e progressdo da silicose através da liberacdo de diversos mediadores, tais como:
enzimas e espécies reativas de oxigénio que promovem dano pulmonar através da
ativacdo de NADPH-oxidase; citocinas e quimiocinas capazes de ativar e recrutar
células inflamatérias, como neutréfilos, mondcitos e linfocitos; e fatores fibrogénicos,
os quais induzem a proliferacéo de fibroblastos e sintese de colageno (Castranova e
Vallyathan, 2000; Rimal e cols, 2005; Huaux, 2007). Os mecanismos que levam ao
acumulo de colageno e a proliferacdo da matriz extracelular no modelo de silicose
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Algumas citocinas fibrogénicas tém
importante acdo no contexto da silicose humana e experimental. Foi demonstrado
que o TNF-a tem sua expressdao aumentada em macrofagos alveolares na fibrose

induzida por silica (Gossart e cols, 1996), e que o anticorpo anti-TNF-a é capaz de
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prevenir o desenvolvimento da fibrose (Piguet e cols, 1990). O fator transformador
de crescimento 3 (TGF-3) também tem sua expressdo aumentada e associada com
populacdes de células dispersas no granuloma, principalmente em macrofagos,
fibroblastos e epitélio alveolar hiperplasico (Jagirdar e cols, 1996; Mariani e cols,
1996; Sun e cols, 2010). Os neutrdfilos também encontram-se associados aos
macréfagos, e constituem a primeira etapa da fase aguda da inflamacao. Além
disso, os macrofagos e neutréfilos exercem importante acdo no processo fibrotico,
uma vez que sao responsaveis pela producdo de enzimas capazes de degradar a
matriz extracelular como metaloproteases de matriz (MMP) 2 e 9 (Corbel e cols,
2003), o que leva a leséo de células endoteliais e pneumdcitos tipo I, assim como
hipertrofia e hiperplasia de pneumdcitos tipo Il. Estes juntamente com as células
epiteliais e os macréfagos produzem citocinas profibrogéncias como TGF-B, IL-13 e
TNF-a que promovem a ativagdo e recrutamento de fibroblastos, resultando na
producdo de liberacdo de colageno, e assim, contribuindo para a formacédo de
granulomas (Figura 1) (Arcangeli e cols, 2001; Fubini e Hubbard, 2003; Fichtner-
Feigl e cols, 2006; Hamilton e cols, 2008; Phan, 2008; Sun e cols, 2010).
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Lesédo tecidual
Células endoteliais e
Pneumocitos

Figura 1. Esquema representativo do processo inflamatoério ocorrido no pulméo apds o
deposito de silica no parénquima pulmonar. Esta representada a ativagdo de células
residentes (células epiteliais e macrofagos alveolares) por particulas de silica, havendo
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e mediadores inflamatérios e fibrogénicos
gue induzem o recrutamento de leucécitos para o local da leséo e ativagéo de fibroblastos
pulmonares. Os macréfagos e neutréfilos produzem enzimas capazes de degradar matriz
extracelular como metaloproteases-2 e 9 (MMPs), levando a lesdo de células endoteliais e
pneumdacitos |, assim como, hipertrofia e hiperplasia de pneumdcitos Il, que juntamente com
as células epiteliais e os macréfagos produzem citocinas pré-fibrogénicas responsaveis por
recrutar e ativar células mesenqwmatosas (fibroblastos) a ocuparem grande parte da Iesao

resultando na inducéo da fibrose. o Macrofagos; 9 Linfécitos; & Neutrdéfilos; = =
Células epiteliais- & Fibroblastos; ~ ~ Espécies reativas de oxigénio (ERO); MMP-9;

MMP-2; ™ Particula de silica; @ Granuloma. Adaptado de Ciambarella (2013).
1.2.2.1.5 Prevencao e Tratamento

Apesar do decréscimo da prevaléncia da silicose com o passar dos anos,
principalmente apds a implementacdo de planos de precaucdo, ainda hoje, sua

by

incidéncia € alta, em grande parte devido a ma utilizacdo de equipamentos de
protecdo individual (EPIS) e do controle da poeira no ambiente de trabalho.

Atualmente o controle e a regulamentacdo da exposicao de profissionais a particulas
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minerais como a silica, constituem as principais medidas de prevenc¢do a ocorréncia
da silicose (Leung e cols, 2012). Dentre essas medidas designadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destaca-se o controle da fonte de poeira
através da eliminacdo ou substituicdo de materiais, modificacdo ou substituicdo de
processos e equipamentos, manutencdo dos equipamentos, utilizagdo de métodos
umidos e alteracdo das praticas de trabalho (Terra Filho e Santos Ude, 2006;
Greenberg e cols, 2007; Santos e cols, 2010). Além disso, o treinamento dos
trabalhadores sobre Boas Praticas de Trabalho, higiene pessoal e a utilizacdo de
EPIs, como capacetes que fornecam ar externo puro, mascara para completa
filtracdo do ar e 6culos de protecao, constituem medidas para amenizar a exposicao
e 0 risco do trabalhador as particulas de silica e consequentemente ao
desenvolvimento da doenca (Terra Filho e Santos Ude, 2006; Greenberg e cols,
2007).

A silicose, assim como outras doencas de carater fibrético, ndo sdo passiveis
de tratamento até o presente momento, o que tem motivado a realizacdo de estudos
a fim de que se identifiquem compostos eficazes (Ji e cols, 2009; Lassance e cols,
2009; Wang e cols, 2009; Wang e cols, 2010; Maron-Gutierrez e cols, 2011; Takato
e cols, 2011). A fim de melhorar a condicdo de vida do paciente, sugerem-se
medidas como a interrupcdo da exposicdo a silica em estagio inicial da doenca; a
oxigenioterapia, pois pacientes pneumoconiéticos podem evoluir para insuficiéncia
respiratoria crénica; e nos casos mais graves o transplante de pulméo passa a ser
uma alternativa, porém ainda ha um grande risco, tanto para o doador quanto para o
paciente, que é de ndo sobreviver apés a operacdo devido a complicacbes poés-
cirirgicas (Greenberg e cols, 2007; Singer e cols, 2012).

Vérias modalidades de tratamento tém sido testadas com o objetivo de reduzir
a resposta inflamatoria a silica. Em alguns casos recomenda-se a lavagem
broncoalveolar para remoc¢ao das particulas e o uso de aluminio como modificador
das propriedades superficiais das particulas, até o uso de -corticosteroides,
imunossupressores e broncodilatadores. Entretanto, nenhuma destas abordagens
mostrou-se eficaz na melhoria do quadro clinico e dos parametros de funcao
pulmonar (Greenberg e cols, 2007; Leung e cols, 2012).

Nos ultimos anos, a terapia com células-troncos tem registrado efeitos
benéficos no tratamento da silicose em modelos de animais experimentais, por

reduzir diversos parametros da doenca, como expressao de citocinas, deposicao de
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coldgeno, area do granuloma e melhora da funcdo pulmonar (Lassance, Prota et al.
2009; Maron-Gutierrez, Castiglione et al. 2011), além de reparar tecidos lesionados
modulando o processo inflamatoério e substituindo células lesadas (Lopes-Pacheco e
cols, 2013).

Como ndo ha tratamento efetivo para silicose, entdo, a prevencéo,
diagndstico precoce e progndstico sao cruciais para o tratamento. Sendo assim, uma
atencao consideravel tem sido dada a utilizacdo de biomarcadores na prevencao de
doencas ocupacionais, estes que sédo capazes de avaliar a exposicdo, identificarem
mudancas ou efeitos iniciais da exposicdo, mudancas patolégicas previamente ao
desenvolvimento da doenga, bem como predizer suscetibilidade para a doenga
(Gulumian e cols, 2006). Dessa forma, os biomarcadores apresentam um grande
potencial de melhorar o processo de avaliacdo de risco em ambientes de trabalho e
em particular, doencas pulmonares, possibilitando a tomada de acdes preventivas e
assegurando a sobrevida de pessoas afetadas (Pandey e Agarwal, 2012).

Um importante alvo terapéutico que tem sido estudado para o tratamento de
doencas pulmonares cronicas sdo as enzimas PDEs, em especial a PDE4, devido a
estudos promissores com inibidores seletivos desta isoenzima, sintetizados e
testados clinicamente em diferentes disturbios inflamatorios crénicos como asma e a
DPOC (Brown, 2007; Field, 2008; Kodimuthali e cols, 2008; Tatlicioglu, 2008;
Giembycz e Maurice, 2014). Existem de fato inUmeros exemplos onde o aumento
dos niveis intracelulares de AMPc, associado a inibicdo de PDE4, causa reducao
expressiva da fungdo proé-inflamatoria de leucocitos e células estruturais presentes

nos pulmdes (Caramori e Adcock, 2003; Barnes, 2006).

1.3 Inibidores de enzimas PDEs

As enzimas PDEs compdem uma superfamilia de enzimas capazes de
hidrolisar nucleotideos ciclicos intracelulares, o AMPc ou 3’,5-monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) na ligagdo 3’-éster de fosfato, inativando-os. Estes
nucleotideos séo formados a partir de trifosfato de adenosina (ATP) e trifosfato de
guanosina (GTP) pela acdo catalitica da adenilato ciclase ou guanilato ciclase,
respectivamente, em resposta a ativagdo de receptores de membrana acoplados a
proteina G (GPCRs) (Conti e Beavo, 2007).
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A atividade das PDEs foi descrita pela primeira vez em 1962 por Butcher e
Sutherland, quase que imediatamente apés a descoberta do AMPc, posteriormente
do GMPc, no intuito de proporcionar uma poderosa ferramenta para aumentar as
oportunidades na descoberta de medicamentos, visto que, apresentaram um papel
funcional bastante amplo em varios modelos experimentais (Butcher e Sutherland,
1962; Sutherland e cols, 1962; Lugnier, 2006; Keravis e Lugnier, 2012). Ha muito
tempo que as PDEs tém sido consideradas como alvos para o desenvolvimento de
farmacos. Na década de 80, trés tipos de PDEs (PDE1, PDE2 e PDES3) tinham sido
descritas em tecidos cardiovasculares, com base em estudos de cromatografia. Hoje
em dia, os avanc¢os na metodologia e tecnologia tém favorecido o desenvolvimento e
conhecimento a respeito das familias de PDE (Keravis e Lugnier, 2012).

Estas enzimas sao ativadas diretamente (por exemplo, forskolin para adenilil
ciclase e oxido nitrico para guanilato ciclase) ou indiretamente através de receptores
de superficie celular, por exemplo, agonistas B-adrenérgicos e prostaglandina E2
(PGE?2) para adenilato ciclase e atriopeptina para guanilato ciclase. A medida que as
concentracfes intracelulares dos nucleotideos ciclicos elevam eles se ligam e
ativam suas enzimas alvo, proteina quinase A (PKA) e proteina quinase G (PKG).
Estas proteinas quinases fosforilam substratos (por exemplo, canais i6nicos,
proteinas contrateis, fatores de transcricdo) que regulam funcdes celulares
essenciais (Lugnier, 2006; Kodimuthali e cols, 2008).

Os nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc) sao importantes segundos
mensageiros intracelulares que desempenham um papel chave na mediacdo de
respostas celulares a varios horménios e neurotransmissores, assim como ativam
multiplos alvos, como PKA, PKG, proteina de troca diretamente ativada por AMPc
(EPAC), canal fechado de nucleotideo ciclico (CNG), bem como as préprias PDEs.
Dentre esses alvos, destacamos as proteinas quinases A e G, pois elas controlam
as respostas celulares funcionais, tais como o calcio intracelular, proliferacéo celular,
inflamacéo, e a transcri¢cao (Lugnier, 2006; Kodimuthali e cols, 2008).

Atualmente, tém sido identificados mais de 20 genes que codificam as PDEs
no genoma humano com mais de 50 proteinas diferentes de PDE, e as proteinas
correspondentes foram caracterizadas de acordo com suas propriedades
reguladoras e fisico-quimicas (Bender e cols, 2004; Maurice e cols, 2014). Com
base na cinética, bioquimica, regulacéo e propriedades farmacolégicas, essas PDEs
podem ainda ser subdivididas em 11 familias (PDE1-PDE11) (Conti e Beavo, 2007,
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Francis e cols, 2011; Keravis e Lugnier, 2012; Maurice e cols, 2014), estas que se
diferem uma das outras quanto a sequéncia de aminoéacidos, especificidade pelo
substrato, modulacdo da atividade enzimatica, propriedades farmacologicas e
distribuicdo nas células e tecidos (Tabela 1) (Bender e Beavo, 2006; Conti e Beavo,

2007; Francis e cols, 2011; Keravis e Lugnier, 2012; Maurice e cols, 2014).

Tabela 1: Principais familias de PDEs: especificidade pelo substrato, distribuicdo
celular e tecidual e inibidores de referéncia

Km (UM)
Familia Especificidade Distribui¢ao Inibidores

AMPc/GMPc

estimulada por Coracao, cérebro, Nimodipina, IC86340,
PDE1 . - - - , . . .
®) Ca?*/Calmodulina 0,3-124/0,6-6 pulmao, musculo liso IC224, 1C295, dioclein
PDE2 (1) Estimulada por GMPc 15/15 40, puimao, 11gado, - 5hp 1 c933, oxindole,
plaquetas, células
. ND7001
endoteliais
. Coragao, musculo liso, . . -
| AMP | Mil
PDE3 (2) Se gt!va para ©, 0.2/0.1 pulmo, figado, C{ ostamida, _| rinona,
Inibida por GMPc . Siguazodan, cilostazol
plaquetas, adipocitos,
Cérebro, células de
Espefifica para AMPc, sertoli, rim, figado, Rolipram, Roflumilaste,
RIS ) insensivel para GMPc 2/ZELY coracao, musculo liso, Cilomilast, NCS 613
células endoteliais
Pulméo, plaquetas, .
musculo liso, coragdo Zaprinast, DMPPO,
PDES5 (1) Especifica para GMPc 150/1 ) - g ’ sildenafil, tadalafil,
células endoteliais, )
. vandenafil
cérebro
PDES (3) Especifica para GMPc 2000/60 Fotorreceptores, glandula  Zaprinast, DMPPO,
pineal, pulméo sildenafil, vandenafil
. Espe?|f|ca pa.ra AMPCc Musctilo gsque!etlco, BRL 50481, 1C242,
PDE7 (2) insensivel a rolipram alta 0,2/ > 1000 coracao, rim, cérebro,
- « S ASB16165
afinidade pancreas, linfécitos T
Testiculos, olhos, figado,
. musculo esquelético,
PDES (2) Seletlva para GMP, 0,06/NA coragéo, fim, ovério, PF-04957325
insensivel a rolipram . o
cérebro, linfécitos T,
tiredide
- Rim, figado, pulmé&o, BAY-73-6691, PF-
PDE9 (1) Especifica para GMPc NA/0,07-0,17 cérebro 04447943
PDE10 (1) SRR SCE T 0,02-1/13 Testiculo, cérebro,tiredide Papaverina, TP-10, MP-
para AMPc 10
. Musculo esquelético,
PDE11 (1) Sen;lygl a GMPc, 0,5-2/0,3-1 préstata, glandula Nenhum seletivo
especificidade dupla e R (T =
pituitaria, figado, coracéo

(N) = nimero de genes. Adaptado de Bender e Beavo, 2006; Francis e cols, 2009, Lugnier e
cols, 2006; Keravis, 2012. NA, ndo aplicavel.
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Das 11 familias, algumas tém preferéncia por hidrolisar seletivamente AMPc
(PDEs 4, 7 e 8), enquanto outras hidrolisam GMPc (PDEs 5, 6 e 9) e algumas
hidrolisam ambos os nucleotideos ciclicos (PDEs 1, 2, 3, 10 e 11) (Maurice, Ke et al.
2014). Das familias que sao hidrolisadas por duplo substrato, vale salientar que no
interior das células a hidrélise de um nucleotideo pode ser inibida competitivamente
por outro, em funcdo da sua relacdo com o sitio catalitico (Conti e Beavo, 2007;
Francis e cols, 2011; Keravis e Lugnier, 2012).

Dentre todas as familias de PDEs, destaca-se a PDE4, familia multigénica,
que tem atraido atencdo consideravel nos ultimos anos, devido ao fato de que pode
ser encontrada em diferentes tipos de celulares e tecidos, incluindo: leucécitos das
vias aéreas, musculo liso vascular, endotélio e cérebro (Houslay, Schafer et al.
2005). Assim, o envolvimento da PDE4 em processos patologicos associados com
estes tecidos sugere um grande potencial uso terapéutico para intervencgao
farmacolégica em uma variedade de doencas inflamatorias, vasculares e
neuroldgicas (Lugnier, 2006; Keravis e Lugnier, 2012; Maurice e cols, 2014).

A PDE4 é a principal enzima que hidrolisa o AMPc em células inflamatorias e
imunes e representa a maior familia de PDE, constituida por quatro genes (PDE4A,
PDE4B, PDE4C e PDE4D), que diferem na sua sensibilidade aos inibidores, tais
como rolipram, cilomilaste e roflumilaste (Houslay, 2010; Rabe, 2011). As isoformas
de PDE4 séo expressas em diversos tipos celulares que sédo considerados alvos de
medicamentos para o tratamento de doencas respiratérias, como a asma e DPOC
(Keravis e Lugnier, 2012; Page e Spina, 2012; Beghe e cols, 2013). As isoformas
PDE4A, B, e D sdo de grande relevancia em doencas que apresentam um carater
inflamatorio, devido a sua expressao em células inflamatérias humanas (células T e
B, mondcitos, neutréfilos, eosindfilos, macrofagos, células dendriticas, células
endoteliais e epiteliais das vias aéreas), mas vale salientar que os efeitos adversos
relacionados aos inibidores de PDE4 esta fortemente ligada com a inibicdo da
PDE4D (Robichaud e cols 2002a/b). J4 a isoforma PDE4C é encontrada
principalmente nos testiculos, musculo esquelético, e sistema nervoso central (SNC)
(Lugnier, 2006; Kodimuthali e cols, 2008).

Por ser uma enzima altamente expressa em leucoOcitos e em outras células
inflamatoérias envolvidas na patogénese das doencas pulmonares inflamatorias, a
inibicio de PDE4 demonstrou um efeito anti-inflamatorio e, assim, uma eficacia

terapéutica. No inicio da década de 1990, o foco para o uso de inibidores de PDE4
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foi a asma, no entanto, a eficicia inconsistente e limitada e os efeitos colaterais
desses compostos fez dos corticoides inalatorios uma alternativa mais segura e
eficaz. De fato, a falta de um farmaco anti-inflamatério eficaz para o tratamento da
DPOC tem mudado o interesse no desenvolvimento de medicamentos para DPOC
nos ultimos anos (Rabe, 2011; Michalski e cols, 2012).

Estruturalmente, as PDEs sdo formadas por 3 dominios funcionais
(organizacado estrutural comum as isoformas de PDES): um dominio regulador
hidrofébico N-terminal (especifico da isoforma) que apresenta sitios responsaveis
pela localizagcao subcelular das PDEs, um dominio regulador C-terminal (especifico
da subfamilia) e um dominio catalitico conservado na porcao central, em que ocorre
a hidrolise do AMPc (Maurice, Ke et al. 2014). Além desses dominios, apresenta 1 a
2 regides conservadas chamadas “upstream conserved region” (UCR1 e/ou UCR2),
conservada apenas entre os genes PDE4 (Houslay e cols, 2005; Whitaker e Cooper,
2009). Os dominios N e C-terminal apresentam uma homologia moderada entre as
familias (Essayan, 2001), sendo as sequéncias de aminoacidos terminais bem
diferentes entre as familias. Estes dois dominios carregam as caracteristicas de
cada familia de PDE relacionadas a cada isoforma em particular (Xu e cols, 2000).

As PDEs apresentam-se na forma de mondmeros, dimeros ou tetrdmeros
cuja dimerizacdo parece ter o envolvimento da regido C-terminal (Essayan, 1999;
Richter e cols, 2001). A regido N-terminal esta relacionada com a regulacéo
alostérica (a exemplo de sitios de fosforilacdo presentes nas PDEs 4), capacidade
de associagcdo a membrana e apresentar-se como alvo para interacdes proteina-
proteina de isoformas (Essayan, 1999; Richter e cols, 2001).

As PDEs 4 apresentam varios “splices” alternativos de RNAm codificando as
isoformas de PDE4 em longa, curta e super curta. Essa classificagdo € baseada na
inclusdo/excluséao da regido UCR1 e tamanho relativo da UCR2. A isoenzima PDE4
longa apresenta a regido contendo uma sequéncia Unica de aminoacidos
conservados (UCR1 e UCR2), a isoenzima PDE4 curta ndo apresenta a regiao
UCR1 e a isoenzima PDE4 super curta apresenta apenas a metade do UCR2
(Keravis e Lugnier, 2012). UCR1 e UCR2 estéo localizadas entre a extremidade N-
terminal e o dominio catalitico das enzimas PDE4, conectando-se ao dominio
catalitico através da regiao UCR2 (Figura 2). Esta por sua vez pode regular a regiao
catalitica da PDE4 através da formacao de interacfes eletrostaticas (Beard e cols,

2000). A regidao conservada UCR1 contém um sitio de fosforilacdo da PKA que apés
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a fosforilacdo diminui a capacidade de interagdo com UCR2 e deste modo ativa a
atividade da PDE4 (Beard e cols, 2000; Richter e Conti, 2002; Richter e Conti, 2004,
Keravis e Lugnier, 2012) A extremidade da regido C-terminal do dominio catalitico
contém um local de fosforilacdo de “extracellular-signal-regulated kinases” (ERK);
sua fosforilacéo induz a ativacao de formas curtas de PDE4 e a inibicdo de formas
longas de PDE4 (Baillie e cols, 2000). As regides conservadas UCR1 e UCR2
apresentam uma interacdo potencialmente eletrostatica e ligam-se através da regiédo
de ligacdo LR1 e a UCR2 ligada ao dominio catalitico através da regiao de ligacéao
LR2. Frente as UCRs conservadas, ambas as regidoes de ligacdo (LR1 e LR2) séo
altamente variaveis na sua sequéncia de aminoacidos entre os genes de PDE4

(Houslay e cols, 2007).

Fosforilagio PKA Fosforilagdo ERK
l Dimerizagio l

N-Terminal UCR1 E UCR2 i Dominio Catalitico  C-Terminal
especificoisoforma i i especifico subfamilia

Formalonga

LR1 LR2

Forma curta

Forma super curta

Figura 2: Organizacdo do dominio das PDE4 nas formas super curtas, curtas e longas. O
dominio catalitico conservado (mostrado em vermelho) esté localizado na porgao carboxi-
terminal (C-terminal) das fosfodiesterases (PDEs). A regido N-terminal especifica da
isoforma demonstrada em cinza e a regiao C-terminal especifica de subfamilia demonstrada
em rosa. As regides reguladoras UCR1 e UCR2 sdo demonstradas em conjunto com o
dominio catalitico e locais de fosforilacdo de PKA (no UCR1) e ERK (no dominio catalitico).
Regides ligantes (LR1 e LR2) representados pelas linhas tracejadas. Adaptado de Houslay e
cols, 2005. Drug Discovery today. Vol. 10, 22: 5493-5496.

O dominio catalitico central das PDE4s é altamente conservado (ca. 320-350
aminodcidos), apresentando grande homologia com as demais familias (identidade
sequencial >80% entre as familias) e € a regido responsavel pela hidrélise do AMPc.
A primeira estrutura do dominio catalitico a ser ilustrada foi a da PDE4B (Conti e
cols, 2003; Lugnier, 2006) servindo de base para os estudos das demais PDE4s,
inclusive para as outras familias de PDEs. A composicdo do dominio catalitico
permite uma variacdo na disposicdo e agrupamentos das 17 a-hélices que o
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formam, de modo a expor residuos criticos para a ligacdo do substrato e
coordenacao de ions metalicos envolvidos na catélise, ou mesmo gerar diferentes
estados conformacionais do sitio catalitico (Xu e cols, 2000).

Os diferentes estados conformacionais podem estar associados a presenca
de variantes que apresentam ambos UCR1 e UCR2, que se comportam como
dimeros, enquanto que as variantes com apenas uma das duas UCRs se
comportam como monémeros (Lugnier, 2006). Esta dimerizacdo provavelmente &
crucial para a transmissao de alteracbes conformacionais na regido N-terminal e
alteracbes na conformacdo do dominio catalitico. Esta bem esclarecido que alguns
inibidores de PDE4, a exemplo do prototipo rolipram, se ligam a enzima com uma
cinética que indica a presenca de multiplos estados conformacionais (Souness e
Rao, 1997).

A presenca de mudltiplas conformacdes de PDE4 é relevante para a
concepcao de novos farmacos, visto que tem sido proposto que a conformacgdo de
baixa afinidade (apoenzima — auséncia de coordenacdo com o ion metélico) esta
associada com os efeitos terapéuticos de inibidores de PDE4, enquanto que a
conformacado de alta afinidade (holoenzima - coordenacdo com o ion metalico) se
correlaciona com efeitos indesejaveis no sistema nervoso e digestivo (nduseas e
émese) (Souness e Rao, 1997; Torphy, 1998). Foi observado que os compostos que
nao interagem com o estado de alta afinidade da enzima frequentemente ndo sao
eméticos (Souness e Rao, 1997).

Para identificar e compreender o dominio catalitico central das PDE4 e a
interacdo com seus inibidores (figura 3), tem sido realizado estudos de cristalografia
de raio-x. Estes estudos demonstraram trés regibes importantes no dominio
catalitico: a) regido ligante de metal bivalente, representado pela letra M (Zn?*, Mg?*,
gue podem se coordenar ou ndo com os ligantes), esta que forma um complexo com
o grupamento fosfato do AMPc; b) "bolsdo" preenchido por solvente representado
pela letra ‘S’, e ¢) uma regido que forma um grampo (chamado de "bolso Q"), que
contem residuos de aminodacidos glutamina altamente conservados. A regido do
“‘bolso Q" é responsavel pela formacao de ligacbes de hidrogénio com os grupos
purina do AMPc (Card e cols, 2004; Page e Spina, 2012; Maurice e cols, 2014). Os
inibidores de PDE4 ocupam este sitio ativo através de importantes interagfes
evitando o metabolismo AMPc, como a ligacdo indireta dos ions metélicos através

da formacéo de pontes de hidrogénio com a agua, interacfes hidrofébicas entre a
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estrutura desses inibidores e residuos de aminoacidos hidrofébicos (como a
fenilalanina e isoleucina) que ancoram o inibidor dentro do sitio ativo e através de
ligacdo de hidrogénio entre os substituintes ligados ao anel aromatico destes
inibidores e residuos de glutamina (aminoacido invariante no bolso Q) que é
normalmente ocupado pelo nucleo purinico do AMPc, impedindo assim, o seu
metabolismo (Xu e cols, 2000; Card e cols, 2004; Wang e cols, 2007; Page e Spina,
2012; Maurice e cols, 2014). Sugere-se que esta regido do dominio catalitico seja
responsavel pela principal interacdo com seus inibidores. Dessa forma, varios sdo os
desafios para a sintese de inibidores isoforma-seletivos de PDEs, pois a alta
homologia entre os residuos de aminoéacidos na regido do bolso Q dificulta essa

descoberta (Hagen e cols, 2014).

His234

Figura 3: Dominio catalitico da PDE4. A) sitio metalico da PDE4B; B) representagéo do sitio
ativo da PDE4B destacando as trés regides representados por M (sitio metalico), S (sitio
preenchido por solvente) e Q (bolso Q - co-cristalizagdo com o inibidor cilomilaste (2),
evidenciando as interagfes do grupo alcoxifenila com o residuo de aminoaciado glutamina
369). Adaptado de CARD e cols, 2004, Structure 12: 2233-2247.

1.3.1 Ainibigcao seletiva de PDE4

Inibidores seletivos das diversas familias de PDE tém sido importantes para
delinear as fungBes celulares e vias de sinalizacdo especificas que sdo reguladas
por PDEs especificas em animais e diferentes células (Beghe e cols, 2013; Maurice
e cols, 2014).

Como ja mencionado, a inibicdo da PDE nas células participantes do
processo inflamatorio, eleva os niveis intracelulares de AMPc, ativando cascatas de

fosforilacdo de proteinas especificas que levam a uma variedade de respostas



25

funcionais. A maior concentracdo de AMPc promove regulacdo negativa da resposta
inflamatdria, por inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatérios tais como as
citocinas TNF-a, IL-2, IL-12, IFN-y e autacoides como o leucotrieno B4 (LTB4).
Esses mediadores celulares desempenham um papel importante na asma, DPOC,
SARA, fibrose pulmonar idiopética, hipertensdo pulmonar, rinite alérgica, artrite
reumatoide, doenca inflamatoria do intestino, doenca de Crohn, e esclerose multipla
(Turner e cols , 1993; Dinter, 2000; Kodimuthali e cols, 2008; Strupp, 2010; Diamant
e Spina, 2011; Page e Spina, 2012; Kumar e cols, 2013; Maurice e cols, 2014).
Paralelamente, a elevacdo dos niveis intracelulares de AMPc promove o
relaxamento da musculatura lisa e, consequente broncodilatacdo, atividade
altamente benéfica para o tratamento de doencas respiratérias como a asma e
DPOC (Ngkelo e Adcock, 2013). Os niveis elevados desses nucleotideos ciclicos
tém varios outros beneficios que incluem a supressdo da desgranulacdo de
neutrdfilos, inibicdo da liberacdo de mediadores dos mastocitos, a inibicdo da
desgranulacdo de basoéfilos e inibicdo da ativacdo de mondcitos e macréfagos ou
inibicdo da resposta imune (Tilley e Maurice, 2005; Beghe e cols, 2013; Buenestado
e cols, 2013).

A incapacidade da maior parte dos agentes disponiveis em distinguir as
diferentes isoformas especificas das familias de PDEs tem limitado seu valor
(Beghe e cols, 2013; Maurice e cols, 2014). Dessa forma, estudos com
camundongos nocautes para PDEs, RNA de interferéncia ou estudos que destacam
a associacdo de diferentes mutac6es das PDEs com doencas humanas especificas
tem sido relevantes (Spina, 2008).

Camundongos transgénicos para PDE4 demonstraram claramente o papel
funcional das isoformas de PDE4. Camundongos deficientes para PDE4D sao
caracterizadas pelo crescimento retardado, diminuicdo da viabilidade e fertilidade
feminina (Jin e cols, 1999), bem como apresentam um perfil antidepressivo,
sugerindo que a sinalizagdo de cAMP regulada pela PDE4D pode desempenhar um
papel na patofisiologia da depresséo e farmacoterapia (Lugnier, 2006).

Tem sido reportado que as vias de sinalizacdo do cAMP e cGMP séo
importantes na cognigdo, bem como em fungdes e disfungbes comportamentais.
Estudos recentes confirmam que certas PDEs podem ser alvos para melhorar
déficits cognitivos ou comportamentais. De fato, o rolipram, inibidor de PDE4, que foi
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inicialmente desenvolvido como antidepressivo, demonstrou melhorar a memoéria e
cognicéo a longo prazo em roedores.

Além disso, camundongos deficientes para PDE4D ndo desenvolvem hiper-
reatividade das vias aéreas a estimulacdo colinérgica, mesmo na auséncia da
sensibilizacdo, e parece que essa resposta estd associada a um aumento da
producdo de prostaglandina nas vias aéreas desses animais. No entanto, essa
resposta foi especifica para metacolina, porque a obstrucdo das vias aéreas em
resposta a serotonina nao foi afetada nesses camundongos. Estes estudos
demonstram o papel importante das diferentes isoformas de PDE4 na regulacdo da
inflamacdo das vias aéreas, proporcionando uma base racional para o
desenvolvimento de novas terapias para diversas doencas pulmonares (Spina, 2008;
Maurice e cols, 2014).

Dessa forma, o reconhecimento de que a diversidade molecular da PDE4 esta
acoplada a regulacdo de processos fisiologicos e fisiopatoldégicos especificos e
funcionalmente importantes, tem estimulado nessas ultimas décadas as industrias
farmacéuticas no desenvolvimento de inibidores especificos que sdo seletivos para
as isoformas de PDE4 (Hatzelmann e cols, 2010; Kummerle e cols, 2012; Maurice e
cols, 2014).

Apesar da ampla gama de efeitos farmacolégicos in vitro e in vivo que 0s
inibidores de PDE4 de primeira, rolipram (1), e segunda geracéo, cilomilaste (2) e
roflumilaste (3) (Figura 4), apresentam, tais como anti-inflamatérios e
imunomoduladores (Page e Spina, 2011; Jin e cols, 2012), antidepressivos e anti-
esquizofrenia (Siuciak, 2008; Zhang, 2009) e melhora cognitiva (Rose e cols, 2005;
Ghavami e cols, 2006), cabe salientar que o desenvolvimento de inibidores de PDE4

mais seguros representa um desafio, face aos efeitos adversos presentes.
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Rolipram (1) Cilomilaste (2) Roflumilaste (3)

Figura 4: Inibidores seletivos de PDE4 de primeira (1) e segunda geracéo (2,3).

A diversidade molecular entre as PDEs foi reconhecida muito antes da
Biologia e da Genética Molecular, revelando a complexidade e o grande numero de
PDEs. O reconhecimento de que a diversidade das PDEs é atrelada a regulacéo de
processos fisiolégicos e fisiopatoldgicos importantes tem estimulado a indUstria
farmacéutica no desenvolvimento de inibidores de segunda geracdo especificos que
sao seletivos para as familias de PDE.

O primeiro inibidor de PDE descrito na literatura foi a teofilina, uma
metilxantina de estrutura quimica similar a cafeina e a teobromina, utilizada para o
tratamento da asma por mais de 60 anos (Butcher e Sutherland, 1962).

Por causa de sua enorme presenca em tecidos e sua eficAcia em modelos
pré-clinicos, enzimas da familia PDE3 e PDE4 foram os primeiros alvos terapéuticos.
Na verdade, os inibidores de PDE3, incluindo milrinona, demonstraram ter atividade
inotropica, cardiotbnica, broncodilatadora e vasodilatadora em varias espécies e
foram inicialmente desenvolvidas como uma nova classe de agentes cardiotdnicos
na intencdo de substituir ou acrescentar a glicosideos cardiacos no tratamento da
insuficiéncia cardiaca (Movsesian e cols, 2011; Schudt e cols, 2011; Maurice e cols,
2014).

Os inibidores de PDE4 tém atividades antidepressivas e anti-inflamatorias,
mas foram inicialmente desenvolvidos para o tratamento de doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) e asma (Rabe, 2011; Schudt e cols, 2011; Michalski e
cols, 2012; Vijayan, 2013; Giembycz e Maurice, 2014; Song e Tang, 2014).

Infelizmente, as esperancas que surgiram com 0s estudos pré-clinicos ndo foram
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completamente realizados em ensaios clinicos, e muitos desses inibidores PDE3 e
PDE4 de segunda geracao no inicio ndo foram aprovados devido a falta de eficacia
e a presenca de efeitos colaterais indesejaveis. Com o0 avanco da ciéncia, outros
inibidores de segunda geracdo de PDE3 e PDE4, com perfis de risco-beneficio mais
favoravel ja estéo disponiveis (Movsesian e cols, 2011; Schudt e cols, 2011; Tenor e
cols, 2011).

Um dos primeiros inibidores seletivos PDE4 e mais extensivamente estudado
foi o rolipram (ZK 62711), considerado um prototipo inibidor de PDE4 de primeira
geracdo, foi inicialmente desenvolvido pela Schering AG como um agente
antidepressivo (Wachtel, 1983), além de propriedades anti-inflamatoérias,
imunossupressoras (Sommer e cols, 1995) e efeitos antitumorais. O rolipram
mostrou-se um potente inibidor de PDE dependente-AMPc em homogenatos de
cérebro de ratos e sua elevada seletividade pela PDE4 foi demonstrada em PDE
purificada de tecido vascular (Souness e Rao, 1997).

Contudo, apesar da comprovada eficacia terapéutica do rolipram frente a
processos inflamatorios agudos e crénicos, a exemplo da sua capacidade de inibir a
biossintese de TNF-a, seu desenvolvimento como agente terapéutico foi
interrompido, principalmente devido ao fato dele apresentar efeitos indesejados,
comuns a Vvarios outros inibidores de PDE4, tais como nauseas, vomitos e aumento
da secrecdo de &cido gastrico (estudos evidenciaram que o rolipram provoca émese
em furdes, mesmo em doses tdo baixas quanto 0,1 mg/kg por via oral) (Giembycz,
2002). O rolipram também demonstrou acéo terapéutica no tratamento da esclerose
multipla (Barad e cols, 1998; Navikas e cols, 1998; Bielekova e cols, 2009; Paintlia e
cols, 2009) e esquizofrenia (Maxwell e cols, 2004; Kanes e cols, 2007). Diversos
efeitos benéficos do rolipram tém sido observados em animais experimentais, tais
como: melhora da memoaria de longo prazo, maior estado de vigilia (Barad e cols,
1998; Lelkes e cols, 1998; Akar e cols, 2014) e aumento da neuroprotecdo (Block e
cols, 2001, Paintlia e cols, 2009). A distribuicdo das isoformas de PDE4 no SNC, e a
descoberta de sua expressdo em células da microglia (PDE4B) e oligodendrécitos
(PDE4A, B e D) (Whitaker e cols, 2008) levou investigacdo de uma possivel acao
neuroprotetora do rolipram apds a lesao traumatica do SNC. Foi demonstrado que
em comparagdo com o estado ndo lesionado, houve a reversdao da leséo,
subsequente apods o tratamento com rolipram. A inibicdo de PDE4 pelo rolipram ou

outros agentes tem sido previamente atribuida a sua potente acdo anti-inflamatoria
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(Dastidar e cols, 2007; Whitaker e cols, 2008) e este pode ser o mecanismo principal
pelo qual rolipram proporciona neuroprotecdo apods trauma do SNC (Schaal e cols,
2012).

Um segundo composto identificado foi o cilomilaste (SB-2077499 - Ariflo®,
descoberto através de estudos que visavam a busca de inibidores seletivos de PDE4
desprovidos de acdo no SNC, pelo laboratério farmacéutico na época SmithKline &
Beecham (atual GlaxoSmithKline) (Barnette e cols, 1998; Griswold e cols, 1998).
Este composto é um inibidor de PDE4 seletivo de segunda geracédo, desenvolvido
para o tratamento da DPOC (Rennard e cols, 2008; Antoniu, 2011). O cilomilaste
mostrou ter propriedades anti-inflamatérias e alguma eficacia clinica, incluindo a
melhoria da funcdo pulmonar e prevencdo de exacerbacbes em pacientes com
DPOC (Pace e cols, 2011; Page e Spina, 2012). No entanto, seu uso foi limitado
pela eficAcia inconsistente e efeitos colaterais significativos, especialmente
gastrointestinais (Page e Spina, 2012; Beghe e cols, 2013; Chong e cols, 2013;
Ngkelo e Adcock, 2013; Abbott-Banner e Page, 2014; Maurice e cols, 2014).

Em estudos clinicos, o cilomilaste mostrou-se capaz de induzir émese nas
primeiras doses, porém este efeito era abolido com o tratamento continuo (Zussman
e cols, 2001). Assim, em abril de 2003, cilomilaste surgiu como favorito para o
tratamento de doencas inflamatérias das vias aéreas, tais como a asma e a DPOC.
A eficacia e seguranca terapéutica do cilomilaste foram averiguadas em varios
ensaios clinicos de pacientes com DPOC. Estes estudos apontaram que na dose de
15mg, via oral, duas vezes ao dia havia uma melhora significativa da funcéo
pulmonar, bem como uma reducdo do risco de exacerbacdes agudas e da falta de
ar, consequentemente atenuava a necessidade do uso de broncodilatador com
melhora na qualidade de vida dos pacientes. O cilomilaste também se mostrou
seguro e bem tolerado, porém, nédo diferente com o modo de acéo dos inibidores da
PDE4, apresentou como efeitos adversos mais comuns, diarreia, dor abdominal e
nauseas (Chung, 2006; Page e Spina, 2012; Beghe e cols, 2013).

Como mais recente, encontra-se o composto roflumilaste (Daxas® Nycomed,;
Daliresp® Forest Pham. Inc.), atualmente comercializado, com longa acgéo anti-
inflamatoria e foi desenvolvido para reverter a inflamacdo sistémica e pulmonar
associada a DPOC. Foi aprovado na Unido Europeia para o tratamento da DPOC
grave associada a bronquite crénica (Hatzelmann e cols, 2010; Price e cols, 2010;

Page e Spina, 2012) e em marc¢o de 2011, ganhou a aprovacdo do FDA nos Estados



30

Unidos para reduzir as exacerbagdes da DPOC. E o Gnico inibidor que até agora
possui eficcia clinica com efeitos secundarios limitados e toleraveis (Page e Spina,
2012; Beghe e cols, 2013; Chong e cols, 2013; Ngkelo e Adcock, 2013; Abbott-
Banner e Page, 2014; Maurice e cols, 2014). O roflumilaste mostrou possuir uma
poténcia elevada e seletividade por inibicho competitiva da PDE4, sem afetar
qualquer outra isoforma, a partir de varios tipos celulares e tecidos (Hatzelmann e
cols, 2010). Apresentou poténcia similar para PDE4A e “splicing” variantes de 4B e
4D, na ordem de nanomolar. A afinidade para as “splicing” variantes de PDE4C
apresentou uma poténcia 5 a 10 vezes inferior. Sua seletividade e mecanismo de
acao também sdo observados para o N-6xido roflumilaste, principal metabolito ativo
de roflumilaste, gerado por acéo oxidativa de enzimas do sistema do citocromo P450
(CYP3A4/1A2) (Page e Spina, 2012).

Comparado ao cilomilaste, suas principais vantagens foram a administracao
oral dose unica diaria (500 ug) e efeitos adversos menos acentuados. Em ensaios
clinicos de DPOC, aproximadamente 16% dos pacientes apresentaram reacdes
adversas com a administracdo do roflumilaste (comparativamente a 5% no grupo
tratado com placebo). As reacdes adversas mais frequentes foram diarreia (5,9%),
reducdo de peso (3,4%), nausea (2,9%), dor abdominal (1,9%) e cefaleia (1,7%). A
maioria destas reacOes adversas foi de intensidade leve ou moderada, ocorrendo
principalmente nas primeiras semanas de tratamento e desaparecendo com o
tratamento continuo (Hatzelmann e cols, 2010; Price e cols, 2010; Page e Spina,
2012).

Os efeitos colaterais e a falta de tratamentos alternativos para doencas
inflamatodrias pulmonares crénicas, continuam a estimular os esforcos na busca de
um novo e seguro inibidor de PDE4, que foram ainda mais incentivados pela
aprovacao do roflumilaste para uso no tratamento desta doenca (Price e cols, 2010;
Giembycz e Maurice, 2014).

Apesar do sucesso terapéutico de varios inibidores de PDE (PDE3, 4 e 5),
seus efeitos colaterais limitam sua utilizagdo. Os inibidores de PDE4, rolipram e
cilomilaste, falharam em ensaios clinicos, devido aos efeitos colaterais, nausea e

vOmitos, estes associados ao centro emético no cérebro.
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1.4 Planejamento e sintese de novos inibidores de PDE4

O Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®)
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) tem acumulado grande
experiéncia na identificacdo e compreensdo das razdes moleculares de novos
protétipos anti-inflamatdrios (Lima e cols, 2000) e, contribuido com a pesquisa de
novos inibidores de PDE4 através do planejamento racional de uma série de novos
inibidores de PDE4 desenhada a partir de um prototipo descrito na literatura por
Montana e cols (1998). Os autores delinearam uma série de novos inibidores de
PDE4 a partir de modificagdes estruturais no rolipram, com o intuito de desenvolver
compostos ativos por via oral que ndo reproduzissem as caracteristicas indesejaveis
do mesmo. Estes estudos evidenciaram que a substituicdo dos grupos amida e
ciclopentila no rolipram pelos grupos sulfonamida e metoxila respectivamente,
aumentou a atividade inibitéria da PDE4 da nova serie em relacao a este composto
e diminuiu seus efeitos adversos (Montana e cols, 1998).

Considerando o0s resultados de Montana e cols. (1998), o LASSBIo
apresentou o planejamento, sintese e perfil inibitério sobre a fosfodiesterase 4 de
derivados 5-N-fenetil-6-metilbenzo[d][1,3] dioxola 5-sulfonamida funcionalizados,
desenhada por modificagcdes estruturais no protétipo arilsulfonamidico, descrito por
inibir seletivamente a PDE-4 bruta, com poténcia e indice terapéutico superiores aos
(R,S)-rolipram. O desenho da nova série foi realizado aplicando-se a estrutura
quimica do protétipo estratégias classicas da quimica medicinal, como o
bioisosterismo néo classico (Lima and Barreiro 2005). Achados prévios revelaram a
propriedade inibitéria de uma série de compostos sulfonamidicos sobre a PDE4,
uma enzima identificada em diferentes tipos celulares e considerada como alvo
terapéutico relevante nas doencas inflamatorias pulmonares (Beasley e cols, 1998;
Keravis e Lugnier, 2012; Page e Spina, 2012; Beghe e cols, 2013).

Uma vez caracterizado o perfil anti-PDE4 dos compostos, o LASSBio-448
(Figura 5) apesar de nao ter se mostrado o mais potente, foi selecionado como
protétipo da série utilizando-se como critério sua simplicidade estrutural, uma vez
que, tal caracteristica permitiria modificacbes estruturais adicionais. Desta forma,
esse composto foi avaliado quanto a sua capacidade em inibir as diferentes
isoformas de PDEs, no intuito de caracterizar seu perfil de seletividade anti-PDE. Os

resultados evidenciaram a seletividade do LASSBIi0-448 para as isoformas de PDE4
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guando testado na concentracdo de 30 uM, bem como a modulagdo da resposta
inflamatoria, remodelamento, hiper-reatividade das vias aéreas e fibrose, associadas
a disfuncbes pulmonares inflamatérias crénicas como a asma, DPOC e a silicose
(Cardozo, 2010). Contudo, sua baixa poténcia, associada a sua capacidade em
induzir émese, efeito adverso tipico dos inibidores de PDE4, comprometem sua
eventual aplicacdo como um candidato promissor a farmaco inibidor de PDE4,
sugerindo a necessidade de otimizacdo estrutural para ajustes de propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas que por sua vez compreendem etapa de
desenho estrutural, sintese de uma nova série e avaliacdo farmacoldgica
comparativa ao protétipo inicial (Nunes, 2013).

Assim, a validacdo clinica de inibidores de PDE4 como farmacos anti-
inflamatorios/anti-fibroticos em doencas pulmonares como a LPA e a silicose,
representa uma perspectiva importante no campo da saude publica, permitindo uma
reducdo nos gastos investidos no tratamento paliativo da silicose, bem como no

namero de internacgdes.
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Figura 5: Estrutura quimica do LASSBio-448.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Neste projeto objetivamos realizar a triagem de uma série de compostos
sulfonamidicos e sulfonilidrazénicos, desenhados como inibidores de fosfodiesterase
4, a partir de modificagbes estruturais realizadas do prototipo LASSBIi0-448. Este
estudo incluiu, também, a andlise farmacolégica do efeito destes compostos em

sistemas in vitro e in vivo.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1 Triagem dos derivados de LASSBio-448 quanto a atividade inibitoria
sobre a enzima PDEA4;

2.2.2 Triagem dos derivados de LASSBIi0-448 em sistema de ativacdo de

macrofagos alveolares estimulados com LPS in vitro;

2.2.3. Avaliagdo do efeito dos derivados de LASSBIi0-448 selecionados nas
etapas anteriores, em modelos experimentais de doenca pulmonar aguda e cronica
(silicose). Foram analisados os parametros de funcdo pulmonar, componentes
inflamatorio e fibrogénico e geracdo de citocinas no tecido pulmonar. A potencial

atividade sobre fibroblastos in vitro foi também investigada.

2.2.4. Avaliacéo do efeito central dos derivados de LASSBIi0-448 selecionados

no modelo experimental de anestesia por cetamina/xilazina.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas (18 — 20 g) da cepa AJ, e
camundongos machos da cepa Swiss-Webster, provenientes do Centro de
Experimentacdo e Controle de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacéo
Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em estantes aclimatizadas com
temperatura e umidade controladas (21 + 2°C e 50 = 10%, respectivamente), sendo
submetidos ao ciclo de claro e escuro de 12 h e livre acesso a ra¢do e agua. Todos
os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Fiocruz sob Licenca n° L-034/09.

3.2 Planejamento estrutural dos analogos de LASSBio-448

A construcéo racional das duas séries de compostos, sulfonamidicos (série |)
e sulfonilidrazénicos (série Il), foi planejada utilizando-se estratégias classicas da
Quimica Medicinal (Lima e Barreiro 2005; Barreiro e Fraga 2008) sobre a estrutura
do protétipo LASSBIi0-448 (Figura 5). O desenho molecular foi realizado propondo-
se a variacdo da natureza das subunidades arila ligada ao atomo de enxofre da
funcdo sulfonamida de LASSBI0-448. A eleicdo da subunidade arila e seus
substituintes foi planejada com o objetivo de investigar a relevancia da diversidade
de interacdes moleculares e propriedades fisico-quimicas introduzidas pelas
modificagdes.

Resultados obtidos por Nunes e cols. indicaram que 0Ss compostos N-
metilados apresentaram maior poténcia frente a inibicdo de PDE4, indicando uma
influéncia positiva da presenca da metila como substituinte do nitrogénio
sulfonamidico. Desta feita, a estratégia de homologacdo baseada na introducdo do
grupo metila nos N sp3 da funcdo sulfonamida e sulfonilidrazona (subunidade B,
Esquema 1). A N-metilagdo visou investigar sua contribuicdo na modulagdo das
propriedades anti-PDE4, decorrente de alteracdes conformacionais e estéricas
introduzidas nos compostos das séries | e Il. O sistema 3,4-dimetoxifenila foi mantido
como substituinte em C (Esquema 1), por representar, de acordo com os resultados

de inibicdo enzimatica, a unidade farmacofdrica para a atividade inibitéria da PDEA4.

1Realizado por Isabelle Karine da Costa Nunes, constituindo objeto de sua tese de Doutorado, sob a
orientacdo da Dr2. Lidia Moreira Lima do LASSBio® -UFRJ, defendida em 2013.



35

A 0~ CHs B
Kl N Dl 4
0 S/ “CHs
00
0
CH:
Série | LASSBio-448 Série Il
N-sulfonamidas N-sulfonilidrazonas

N-metilagao

°°<j:‘1
O-
EF
2
2 o
2
S
[=]
—
0O-O
&F

[\B H
Ar ,N 0. 2
ST CHs ArgtNin O ch,
00 oo
0 0
CH; CH:

Esquema 1: Planejamento estrutural das séries | e Il como inibidores de PDE-4 anélogos de
LASSBIi0-448. Adaptado de Nunes (2013).

O planejamento estrutural dos derivados sulfonamidicos da série | (Esquema
2), foi realizado através da remocéo da subunidade metilenodioxila e substituicdo na
subunidade arila (A) de LASSBIi0-448, por grupos elétron retiradores e ou elétron
doadores.

Deste modo, foram propostos anéis aromaticos mono substituidos, i.e. para-
nitro (LASSBIi0-1629 e -1630), para-metoxila (LASSBi0-1625 e -1628) e orto-metila
(LASSBIi0-1613 e -1623), visando compreender as contribuicbes de suas diferentes
propriedades eletrbnicas para atividade anti-PDE4 (Esquema 2). A troca do anel
fenila de LASSBIi0-448 pelos substituintes 1-naftila (LASSBio-1611 e -1612) e 1-
bifenila (LASSBio-1622 e -1631), foi proposta considerando a presenca destas
subunidades em vérias substancias de origem natural como terpenos peptideos,
policetideos e alcaloides com propriedades farmacolégicas (Martins, 2010) e
visaram explorar a contribuicdo de interacdes hidrofobicas com o sitio ativo da
PDE4. Tais modificacbes visaram estudar as diferencas conformacionais para a

atividade anti-PDE. Ademais, visou reproduzir a presenca da subunidade
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dimetoxifenila, farmacoférica em ambas as extremidade dos compostos (LASSBio-
1612) (Lima e Barreiro, 2005).
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Esquema 2: Planejamento estrutural dos compostos sulfonamidicos da série | desenhados
por modificagdes no protétipo inibidores de PDE4 LASSBIi0-448. Adaptado de Nunes (2013).

Para o desenho estrutural da série Il (Esquema 3) a partir do prototipo
LASSBIi0-448 aplicou-se a estratégia de bioisoterismo nao-classico de restricdo
conformacional pela substituicdo da unidade etila pela imina (N=C), resultando na
construcdo da funcéo sulfonilidrazona. Tal modificacdo teve como objetivo observar
se haveria aumento da afinidade destes compostos por seu alvo molecular (i.e
PDE4), através da reducdo da liberdade conformacional presente na sulfonamida
LASSBIio0-448 (Kummerle e cols, 2012). De forma analoga, a série |, foi proposta a
homologacdo dos compostos da série Il a partir da N-metilacdo do N da funcgéo

sulfonilidrazona.
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Esquema 3: Planejamento estrutural dos compostos sulfonilidrazdnicos da série |l
prototipos inibidores de PDE4 analogos conformacionalmente restritos de LASSBIi0-448.
Adaptado de Nunes (2013).

3.3 Ensaio para triagem de compostos com atividade anti-PDE4

O ensaio da avaliacdo da atividade anti-PDE4 foi realizado através de uma
reacdo enzimatica utilizando o AMPc como substrato fluorescente. A tecnologia
IMAP FP consiste de um sistema de analise para triagem de fosfodiesterases
independente de anticorpos e baseado nas interacdes especificas de alta afinidade
do grupo fosfato por metais trivalentes a base de nanoparticulas. Esta interacdo do
reagente de ligacdo aos metais trivalentes e o grupo fosfato gerado sobre
monofosfato de nucleotideos a partir de AMPc/GMPc, por meio de fosfodiesterase,
leva a uma reducdo na velocidade de rotacédo do substrato e, portanto, aumenta a
sua polarizagdo (Figura 6).

Em resumo, a uma placa preta de baixa afinidade de 96 pocos e de fundo
chato, foram adicionados 25 uyL do reagente FAM-cAMP (200 nM), 5 pL dos
compostos a serem testados (Concentragao final = 300 pM a 100 pM) e 20 ul de
PDE4A1A (0,2 mg/mL), PDE4B1 (1,26 mg/mL), PDE4C (0,07 mg/mL) ou PDE4D3
(0,28 mg/mL). Ap6s homogeneizacao e incubacdo de 1 h a temperatura ambiente,
foram adicionados 120 pL da solucao de ligagcdo, ao que se seguiu nova incubagao
de 1 h a temperatura ambiente. As leituras de fluorescéncia polarizada foram
realizadas a 485 nm de excitagdo e 520 nm de emissédo em leitor SpectraMax M5
(Molecular Devices). Reagentes: IMAP™ FP Screening Express with Progressive
Binding Kit e FAM-Cyclic-3’,5-AMP (Molecular Devices); Rolipram (Sigma);
PDE4A1A; PDE4B1; PDE4C e PDE4D3 (BPS).



38

Reagente ligacao
IMAP

Figura 6: Principio IMAP utilizando Fluorescéncia Polarizada.
3.4 Inducéo da lesdo pulmonar aguda por lipopolissacarideo (LPS)

Para inducdo da inflamacédo pulmonar aguda foi utilizada estimulacdo com
lipopolissacarideo (LPS de Escherichia coli 0127:B8 (L-3880, Lot 87H4082), Sigma-
Aldrich, EUA) (Esquema 4). Os animais foram submetidos a anestesia mediante
aerolizacdo de uma mistura contendo isoflurano (0,5%) e ar atmosférico, até
completa sedacdo. Em seguida, os animais foram instilados por via intranasal com
LPS 25 pg/25 uL salina, gotejados em ambas as narinas com auxilio de uma pipeta
automatica. Os animais do grupo controle receberam igual volume de salina estéril

intranasal (Kimmerle e cols, 2012)

A . /3

©
1 L 1

0 1 24 Horas
Tratamento Profilatico Instilagdo LPS (i.n) Analises
(v.0) (25 pg/ 25 uL salina)
LASSBios
Cilomilaste

Esquema 4: Esquema inducéo da lesdo pulmonar aguda por LPS e tratamentos



39

3.5 Inducéo da Silicose

Para inducéo da silicose, os animais foram submetidos a anestesia mediante
aerolizacdo de uma mistura contendo isoflurano (0,5%) e ar atmosférico, até
completa sedacdo. Em seguida, os animais foram instilados, por via intranasal com
10 mg silica/50 pL salina (SiO2z; particula: 0,5 - 10um; Sigma-Aldrich, EUA),
gotejados em ambas as narinas com auxilio de uma pipeta automatica (Esquema 5).
Os animais do grupo controle receberam igual volume de salina estéril intranasal
(Ciambarella, 2013).

A} ®
0 21 22 23 24 25 26 27 28 Dias
Instilagdo silica (i.n) Tratamento Terapéutico Analises
(10 mg/ 50 L salina) (v.0)
LASSBios
Cilomilaste

Esquema 5: Esquema indugao da silicose experimental e tratamentos

3.6 Tratamentos

Os animais receberam a administracdo dos compostos por via oral, seguindo
protocolo especifico e conforme modelo experimental utilizado. No caso da
estimulacdo com LPS, os animais receberam administracdo dos compostos
LASSBIos (6,25, 12,5 e 25 umol/kg) e do inibidor de PDE 4 classico cilomilaste (3
pmol/kg), 1 hora antes da instilagdo com o LPS.

No caso da estimulagdo com particulas de silica, os compostos LASSBios (1,
3 e 10 pmol/kg), foram administrados diariamente, durante 7 dias consecutivos,
iniciando-se 21 dias apos o desafio. Os compostos LASSBios foram dissolvidos com
Tween 80 (%) e cilomilaste (3 pumol/kg) em salina 0.9%, imediatamente antes do

uso.



40

3.7 Funcdo Pulmonar e Hiper-reatividade das Vias Aéreas

Para os testes de mecanica respiratoria, avaliando os parametros de
resisténcia das vias aéreas (cmH20.s/mL) e elastancia pulmonar (cmH20/mL),
referentes a funcdo pulmonar, foram mensurados em pletismografo barométrico de
corpo inteiro invasivo (Finepointe, Buxco Research System). Para tanto, o0s
camundongos foram anestesiados com nembutal (Pentobarbital) (60 mg/kg, i.p.) e
curarizados com brometo de pancurénio (Pavulon®, 1 mg/kg). Em seguida, os
animais foram posicionados em decubito dorsal e tragueostomizados, dispostos em
camaras individualizadas e aquecidas (37°C), e feita insercdo de uma canula que é
conectada a um pneumotacografo para captura da pressédo esofagiana (Mortola &
Noworaj, 1983). A canula traqueal foi conectada a um ventilador mecéanico, com
fluxo (200 pL) e volume (2 - 5 mL) corrente sendo mantidos constantes, para registro
dos parametros da funcéo pulmonar. Apés a estabilizacdo dos valores de resisténcia
e elastancia, os animais foram submetidos a aerolizacdo com PBS e ao agente
broncoconstritor metacolina (3 - 27 mg/mL), sendo em seguida feita a medida da
funcdo pulmonar por um periodo de 5 minutos. Os valores de resisténcia e
elastancia foram registrados e avaliados no Software Buxco Biosystem XA
(Hoymann 2007).

3.8 Andlise Histolégica

Os animais foram eutanasiados com pentobarbital sédico (250 mg/kg);
exanguinados através de um corte na veia cava abdominal e o pulméo foi perfundido
com solucéo de salina (NaCl 0,9%) e EDTA (10 mM), através da inser¢cdo de um
escalpe no coracao (ventriculo direito). O lobo esquerdo foi retirado e fixado em
solucdo Milloning (155 mM NaH2POs4; 105 mM NaOH; Formol 10%; gsp H20
destilada 1L), sendo mantido por no minimo 48 horas. ApOs a etapa de fixacdo, o
tecido foi desidratado através de sucessivos banhos em solugdes com
concentracdes crescentes de etanol (70 a 100%), por aproximadamente 10 minutos
em cada etapa. O material foi clarificado em xilol por aproximadamente 15 min e
submetido a sucessivos banhos de parafina até a sua inclusdo e confeccdo dos
blocos. As amostras de tecido foram cortadas em micrétomo (Leica — RM 2125RT)

na espessura de 5 um, e submetidas a coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H&E)
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para visualizagdo dos componentes pulmonares estruturais e a Picrus sirius para
visualizacdo de fibras colagenas (Montes e Junqueira, 1991). Foram realizados
cortes para imunohistoquimica separadamente. As andlises foram realizadas em
microscopio de luz (Olympus U-TV1X), acoplado a uma camera de video (Olympus
Q Color 3 — 0044C-194), e a captura realizada mediante o uso de um “software” de
andlise (Q Capture). As imagens foram analisadas através do software Image-Pro

plus (Media Cybernetics).

3.9 Anélise morfométrica

Para a anéalise morfométrica, os cortes histologicos corados com H&E, foram
analisados em microscopio de luz (BX51, Olympus) e fotografados através de
camera digital (C-7070, Olympus). ApGs a capturas das imagens, a morfometria foi
realizada através da técnica convencional de contagem de pontos (“point-couting”),
gue tem como base um sistema de ocular acoplada ao microscépio, contendo um
sistema de referéncia de 100 pontos e 50 segmentos de reta dispostos
paralelamente (Esquema 6). Através da utilizacdo da objetiva de 20x foi realizada a
contagem dos pontos coincidentes com area onde haja presenca de granuloma, feita
em dez campos aleatérios e ndo coincidentes por lamina. O nuimero de pontos
contados foi dividido pelo nimero total de pontos no reticulo, obtendo-se assim a
fracdo da area do tecido pulmonar ocupado por granuloma, sendo o resultado

expresso sob a forma de percentual (Cruz-Orive e Weibel, 1990; Sake e cols, 1994).

Esquema 6: Esquema do reticulo de 50 linhas e 100 pontos utilizado para a andlise
morfométrica.
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3.10 Quantificacdo de coladgeno

A técnica de Sircol® (Kit Biocolor, Inglaterra) tem como base a andlise
guantitativa de colageno. As amostras foram previamente maceradas em 1 mL de
solucdo de homogeneizagéo (Tris-Base 0,05M; NaCl 1M; inibidores de protease —
Complete, Roche, pH 7.5) e incubados “overnight” a 4°C. Apds esse periodo, as
amostras foram submetidas a centrifugacéo por 15.000 x g por 60 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido e com 20 uL foi realizada a reacgao. Inicialmente foram
adicionados 250 L do reagente Sircol dye as amostras. As mesmas permaneceram
sob agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente e apds esse periodo foram
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
“pellet” ressuspenso em 250 pL do reagente Alkalin. Em seguida, homogeneizado
por 10 minutos e 200 yL da amostra final foram transferidos para placas de 96
pocos. A andlise foi realizada em espectrofotbmetro, a absorbancia determinada no

comprimento de 555 nm e o resultado expresso em ug coldgeno/mg de tecido.

3.11 Quantificacdo de mieloperoxidase (MPO)

A avaliacdo da presenca de polimorfonucleares neutréfilos foi realizada de
forma indireta mediante quantificacdo da MPO, uma enzima armazenada no interior
dos granulos destas células. Para tanto, os pulmbes foram homogeneizados
(Politron PT-3000 (Brinkman) em solucdo contendo HTAB (brometo de
cetildimetiletilamondnio) 0,5%, 5 uM EDTA (Etileno Diamino Tricloro Acético) e PBS
1X; centrifugados por 15 min a 3.082 x g a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
recentrifugado por 15 min a 15.294 x g a 4°C. Pipetaram-se 50 pL da amostra em
duplicata na placa de 96 pocos, 50 pL da solucdo de homogeneizacdo, 50 pL de
orto-dianisidina (0,68 mg/mL) e 50 puL de H202 (0,006%). Apés 5 min, foram
adicionados 50 pL de azida 1% para parar a reacdo. A andlise da densidade 6ptica
foi realizada em leitora de placa SpectraMax M5 (Molecular Devices) em

comprimento de onda de 460 nm (Ferreira e cols, 2007).
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3.12 Quantificagcdo de mediadores por ELISA

O tecido pulmonar foi homogeneizado em 1mL de solucdo de PBS contendo
Triton (0,1%) e inibidores de protease (complete, Hoffmann-La Roche Ltd, Basel
Suica) e mantidos a 4°C “overnight”. As amostras foram centrifugadas a 2019 x g por
10 minutos e o sobrenadante separado para posterior analise. Em placa de 96 pocos
de fundo chato, foram adicionados 100 pL/poco do anticorpo capturador diluido em
tampéo PBS 1%, por um periodo de incubacao de 18 h a temperatura ambiente. Em
seguida, os pocgos foram lavados quatro vezes com tampéao 1 (timerosal, KPO4 1M e
Tween 20 0,005%) (300 pL/poco). Posteriormente, para bloquear os sitios
inespecificos foram adicionados a placa 250 L da solucéo contendo PBS/BSA 1%,
por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi novamente lavada com o
tampdo 1 e, em seguida, foram adicionadas as amostras e os padrdes diluidos em
tampao PBS/BSA 1% e adicionados aos pogos (100 pL/pogo). Apos o periodo de
incubacéo (2 h a 37°C), foram realizadas novas lavagens com o tampao 2 (timerosal,
NaPOs 1M, KCI 2,7M e Tween 20 0,005%) (300 pL/ poc¢o). Em seguida, foi
adicionado o anticorpo detector biotinilado (100 pg/mL) e a incubagcdo manteve-se
por 1 h a 20°C. Os pocos foram novamente lavados com o tampéao 2, seguido pela
fase de incubacao durante 1 h a temperatura ambiente com a mistura neutravidina-
“horseradish peroxidase” (HRP) diluida no tampdo BSA 1%. ApGs a ultima lavagem
com tampao 2 foi adicionado o substrato (K-blue ®) para o desenvolvimento da
reacdo colorimétrica (aproximadamente de 5 a 30 min), que foi interrompida, apos a
adicdo de H2SO4 0,19 N. A analise espectrofotométrica foi realizada em leitor de
placas SpectraMax M5 (Molecular Devices) em comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados obtidos foram expressos em quantidade de citocina ou quimiocina (pg)

por pulmé&o direito.

3.13 Duragéo da anestesia

Para analise do tempo de anestesia, os camundongos A/J foram
anestesiados com uma combinagédo de cetamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg),
administrada por via intraperitoneal em inje¢do Unica. Apos 15 min, os animais foram
tratados por via subcutanea com os compostos LASSBios (6,25 - 100 pumol/kg) e,

subsequentemente colocados em decubito dorsal. O composto padrao, rolipram, foi
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utilizado na dose de 50 umol/kg. O retorno do reflexo de endireitamento (saida da
posicado de decubito dorsal para ventral) foi utilizado como um “endpoint” para medir
a duracdo da anestesia. No caso dos animais controles, assim como nos grupos
tratados, o tempo “cut-off” foi de 120 minutos apds a administragdo dos compostos
testes. Para os animais que ndo retornaram a posi¢cao supina, registramos a maxima
quantidade de tempo permitido (Robichaud e cols, 2001 e 2002a/b).

3.14 Cultura de Células

3.14.1 Macro6fagos Alveolares

Foi utilizada a linhagem de macrofagos alveolares murinos AMJ2C11,
proveniente do banco de célula do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram
mantidas em meio DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB),
penicilina (1x10® U/mL) e estreptomicina (0,2 g/mL), e para a realizacdo do
experimento foi utilizada a concentracdo de 0,25 x 10° células/poco. As células
foram incubadas em meio DMEM com 2% de SBF “overnight” a 37°C com 5% de
CO2. Em seguida, as células foram estimuladas com LPS por um periodo 6 h, em
estufa a 37°C com 5% de CO2, e o sobrenadante recolhido e armazenado em
freezer -80°C para quantificacdo da producdo de TNF-o por ELISA. No caso dos
tratamentos, adicionamos os compostos LASSBios e cilomilaste (10® a 104 M) 1 h

antes da estimulacdo com LPS.

3.14.2 Fibroblastos Pulmonares

Os fibroblastos pulmonares foram obtidos de camundongos instilados com
salina (7 dias), a partir de processo de digestdo enzimatica colagenase tipo | (1
mg/mL) durante 2 horas. As amostras foram centrifugadas a 504 x g, a 4 °C durante
10 min e o “pellet” ressuspenso e plagueado em garrafa médias contendo meio
DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), penicilina (1x10% U/mL) e
estreptomicina (0,2 g/mL). Apés a terceira passagem, as células foram submetidas
ao processo de tripsinizacdo (Tripsina 1,25 g/L + EDTA 0,2 g/L), contadas em
camara de Neubauer e plagueadas em placas de 96 poc¢os na concentracao de 12,5
x10® células/poco. Para a andlise da proliferacdo celular foi utilizada a técnica de
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incorporacdo de timidina*3H. Vinte e quatro horas apdés o plagueamento, as células
foram incubadas com LASSBIi0-448, LASSBIi0-1612, LASSBIi0-1628, LASSBio-1631,
LASSBIi0-1632, rolipram e cilomilaste (10® a 10* M) e, em seguida, estimuladas com
IL-13 (40 ng/mL). Apés 20 horas foram adicionados 0,5 uCi de timidina*3H (Metil-3H-
Timidina; Amersham) e, feita incubacéo por 4 horas. O DNA marcado foi transferido
para um filtro que posteriormente, foi imerso em liquido de cintilagdo. A leitura da

radiotividade foi realizada em contador beta (Beckman, Série LS-6500).

3.14.3 Viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o ensaio colorimétrico com
base na utilizacdo do reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). Para tanto as células foram tripsinizadas, e em seguida
adicionadas a placas de 96 pogos, na densidade de 2 x 10# células por poco. Uma
hora apds, os compostos foram adicionados e incubacdo por 21 horas. Em seguida,
foi adicionado a solucdo de MTT (0,5 mg/mL) e as células foram incubadas durante
3 horas. ApGs esse periodo a placa foi centrifugada a 2.800 x g por 3 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e os cristais residuais dissolvidos com DMSO 100%.
A analise da densidade 6tica foi realizada em espectrofotdmetro a 540nm.

3.15 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média = erro padrao da média
(EPM) e analisados estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA),
seguida de teste de comparagcdo multipla de “Newman-Keuls-Student”. Para
comparacgao entre dois grupos experimentais, foi utilizado o teste “t” de Student para
amostras ndo pareadas. No caso da analise da area de granuloma os parametros
apresentados em forma percentual foram submetidos a transformacdo arcoseno a
fim de tornar sua distribuicdo proxima ao normal, permitindo, assim, a realiza¢do dos
testes de variancia descritos acima (Zar, 1996). Para ambos os testes, os valores de

p < 0.05 foram considerados significativos.
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4. Resultados

A proposta do presente estudo foi a identificacdo e caracterizacao
farmacoldgica de uma série de derivados da classe das sulfonamidas, desenhada a
partir do prototipo LASSBIi0-448, tendo como base a utilizacdo de sistemas

biolégicos in vitro e in vivo.

4.1. Atividade enzimatica de PDE4 in vitro

Inicialmente foi realizada a triagem de uma nova série de derivados de
LASSBIio-448, que teve como principio a inibicdo da atividade enzimatica de
isoformas de PDE4 humana (A1A, B1, C e D3), utilizando o sistema de IMAP™ TR-
FRE de binding progressivo. Os compostos foram inicialmente testados nas
concentragbes de 10 uM e 100 pyM (Tabela 2), sendo posteriormente selecionados
agueles que inibiram em torno de ou acima de 50% alguma das isoenzimas de
PDE4 testadas. Conforme pode ser visto na tabela 2, os compostos de referéncia
rolipram e cilomilaste apresentaram atividade inibitoria sobre as quatro isoformas de
PDE4, com o Uultimo mostrando-se mais potente. O protétipo LASSBio-448
apresentou menor efeito inibitério quando comparado aquele do rolipram e do
cilomilaste, no que tange as enzimas PDE4A1A e PDE4C, enquanto que nenhuma
acao foi detectada na PDE4B1 e PDE4D3. Com base na inibicdo da atividade das
enzimas em 50% ou mais, os derivados LASSBIio-1612, LASSBIi0-1628, LASSBio-
1631 e LASSBI0-1632 foram selecionados para o0s estudos subsequentes,
considerando-se as isoenzimas PDE4Al1A e PDE4D3. Nenhum dos derivados
apresentou efeito supressor sobre as isoformas PDE4B1 e PDE4C.

De forma complementar, a analise da curva de efeito revelou que os
compostos referéncia rolipram e cilomilaste apresentaram valores de CI50 de 351,7
nM, 954,2 nM, 914,8 nM, 638,9 nM e 231,7 nM, 295,7 nM, 444,3 nM, 285,3 nM para
as isoformas PDE4A1A, PDE4B3, PDE4C e PDE4DS3, respectivamente (Gréafico 1A-D).
Em conjunto, nossos resultados mostraram uma melhora na atividade dos
compostos LASSBIi0-1612, -1628 e -1631 em relacdo ao prototipo LASSBIi0-448,
verificada nas maiores concentracdes, porém nao foi possivel determinar suas
poténcias (Grafico 1). Entretanto, LASSBIi0-1632, apresentou CI50 de 477,1 nM e

703,1 nM para PDE4A e PDE4D, respectivamente, valores semelhantes aos do
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padrao rolipram, cujas CI50 foram de 351,7 nM e 638,9 nM. O LASSBIi0-1632
apresentou maior seletividade para as isoformas de PDE4A e PDE4D
diferentemente do padrado cilomilaste que ndo se mostrou seletivo para as isoformas

estudadas.
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Tabela 2: Analise do percentual de inibicdo da atividade catalitica da PDE4Al1A, PDE4B3, PDE4C e PDE4D3 por compostos
derivados do LASSBIi0-448.

Compostos Ar R Porcentagem de Inibigcéao
R
Ar.s‘rlnv\CEo\CH PDE4A1A PDE4B1 PDE4C PDE4D3
S °
Ocen 10 puM 100 UM 10 puM 100 pM 10 uM 100 UM 10 puM 100 uM
s
Rolipram e e 91,0+ 0,4 97,9+ 1,3 52,9+1,2 73,0+ 1,3 9,31 +1,3 68,9 + 1,6 72,9+ 1,2 93,0+ 1,3
Cilomilaste - - 91,3+ 0 99,3+ 3,6 91,3+2,7 98,1+ 2,9 98,5 + 3,6 99,3+ 0 98,8+ 2,1 99,4 + 4,1
O CHg
< ';| O.
N,
LASSBIio-448 © 6’S‘i)V\©: “cH, 11.8+ 1.1 50.3+£ 0.8 0.9+0.9 0+0 21.3+1.3 51.3+0.8 0x0 5.8 +5.8
O\CH3
HaCO
LASSBio-1610 D\ CH3 37,1+1,7 75,9+ 0,6 12,0+ 4,3 0,9+0,9 16,4 + 4,6 61,1 +2,7 31,1 +1,1 82,7 +1,3

LASSBIio-1611 H 30,4 +1,2 87 +0,3 0,7+0,4 0,3+0,3 12,1 +5,2 50,0 + 5,2 9,121 45,7 £ 6,5
CHgy

LASSBio-1612 CH; 89,9 +10,1 97,6+ 2,4 12,2+ 1,7 8,4+0,6 30,1+1,0 44,0 £ 13,0 50,1 +2,1 73,9+ 3,8

CHy
LASSBi0-1613 ©: H 6,1+9,0 42,9+ 3,5 0+0 0+0 0,5+0,5 24,6 +0 4,2 +0,5 41,7 +0,3
CHy
CHg
LASSBI0-1623 Cl: CH, 25,9+ 0,3 71,7 £1,0 26,5+1,1 0+1,7 0+0 50,0 + 2,1 27,6 £ 0,9 81,4+2,3
CHj3
H5CO,
LASSBIi0-1625 \©\ H 11,0 + 1,6 47,2+ 1,2 0+0 0+0 20,7 + 4,2 42,2 +0,3 23,8+ 0,3 73,5+ 0,2
CHy
HCO.
LASSBio-1628 \©\ CHs, 44,0+ 5,6 79,1+ 2,0 33,0+ 0,4 5,6+5,6 23,5+ 3,1 45,9+ 1,7 35,6+ 0,5 71,9+ 1,6
cHg
o,
LASSBIi0-1629 \©\ H 0,0 + 0,0 4,0 + 4,0 13,8+13,8 0+0 0+0 3,7+3,7 0+0 0+0
g
) oaN.
LASSBIi0-1630 2
CH, 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0+0 6,8+ 6,8 19,0 + 19,0 2,8+2,8 0+0 13,4+ 5,7
g
LASSBio-1622 C
@ H 14,8 + 0,9 66,2 + 4,9 0+0 0+0 0+0 0+0 10,8 + 0,6 24,8 +1,8
LASSBio-1631 2
g CH, 47,8+0,5 65,6 + 0,1 7,1+1,0 0+0 26,6 + 26,6 36,0 + 2,0 56,3 + 2,5 60,4 + 2,6
-
Ar, N O\CH3
37
O\CHJ
o. CHg
LASSBIi0-1624 < j@: H 3,6 +2,7 17,8+ 1,8 0+0 3,62+ 0 5,9+2,3 59+5,9 8,8 + 0,6 14,5 + 0,3
o CHg
o. CHg
LASSBIi0-1632 < jijl: CH, 90,4 + 0,2 95,4 +1,9 22,7+2,4 0,8+0,5 25,5+ 10,2 3,4+0,6 90,7 + 1,5 93,0 + 0,8
o CHg

Os compostos de referéncia rolipram e cilomilaste foram utilizados como controles. Os valores representam média + erro padrdo da média de duplicatas de
3 experimentos independentes.
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Grafico 1: Curva dose-resposta da atividade catalitica dos derivados de LASSBio-448 sobre
as isoenzimas PDE4A1A (A), PDE4B1 (B), PDE4C (C) e PDE4D3 (D). Foram avaliados os
compostos referéncias rolipram e cilomilaste, além de LASSBIio-448 e seus derivados
LASSBIi0-1612, LASSBIi0-1628, LASSBIi0-1631, LASSBIi0-1632. Os valores representam
média + E.P.M. de duplicatas de 3 experimentos independentes.
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4.2 Ativacdo de macrofagos in vitro

Considerando-se que o0s macrofagos sao ceélulas fundamentais para o
desenvolvimento da resposta inflamatoria, principalmente de natureza inata,
partimos para avaliar o potencial efeito dos quatro derivados selecionados sobre a
ativacdo de macrofagos alveolares murinos (linhagem AMJ2C11). Para tanto as
células foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS - 1 ug/ml) in vitro e tivemos a
producao da citocina TNF-a como sistema de analise.

Conforme evidenciado no Gréfico 2, a estimulagdo dos macrofagos com LPS
levou a um marcado aumento nos niveis de TNF-a no sobrenadante, 6h apds, em
comparacao ao verificado na condicéo das células controles (incubadas apenas com
meio). O pré-tratamento das células, por 1 h, com o farmaco de referéncia rolipram
assim como com os compostos com LASSBIio-1612, LASSBIio-1628, LASSBIio-1631,
nas concentragdes de 1 — 100 uM, reduziu significativamente a producao de TNF-a
pelos macréfagos. Entretanto, no caso do composto LASSBIio-1632, verificamos que
nas menores concentracdes (1 — 10 yM) houve inibicdo da producdo de TNF-q,
enquanto que a concentracdo de 100 yM induziu uma exacerbacédo nos niveis desta
citocina secretada no sobrenadante (Grafico 2). Estes dados se mostram
correlacionados com aqueles observados na condi¢cdo das células controles, onde
nenhum efeito foi detectado com os compostos LASSBIio-1612 LASSBIio-1628 e
LASSBIi0-1631, porém LASSBIi0-1632 induziu aumento dos niveis de TNF-a.

Passamos, entdo, ao teste de viabilidade celular. Vimos que a incubag&o com
o padrao rolipram (10 e 100 uM ) e LASSBI0-1632 na maior concentracao (100 uM)
apresentaram atividade citotoxica, enquanto que o0s demais compostos nao
apresentaram qualquer efeito (Gréfico 3).

Considerando os achados acima descritos, indicativos da existéncia de quatro
compostos detentores de atividade inibitoria sobre isoenzimas da PDE4 e inibitoria
sobre a funcionalidade de macrofagos, como passo seguinte partimos para
investigar o potencial efeito dos referidos compostos (LASSBio-1612, LASSBio-
1628, LASSBI0-1631, LASSBI0-1632) sobre modelos experimentais de inflamacgéo

pulmonar aguda e cronica em camundongos.
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Grafico 2: Efeito do tratamento dos derivados do LASSBio-448 sobre a ativacdo de
macrofagos alveolares (AMJ2C11) estimulados com LPS in vitro. Quantificacdo de TNF-a do
sobrenadante 6 horas apds estimulo com LPS (1 pg/mL). Os resultados foram expressos
como a média + E.P.M. de triplicata por grupo. O grafico é representativo de quatro
experimentos. + P<0,05 comparado ao grupo nao-estimulado; *P<0,05 comparado ao grupo
estimulado com LPS.
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Grafico 3: Efeito do tratamento dos derivados do LASSBIi0-448 sobre a taxa de sobrevida
(%) de macrofagos alveolares (AMJ2C11), avaliado pela técnica de MTT. Os resultados
foram expressos como a média + E.P.M. de triplicata por grupo, representativo de 4
experimentos independentes. + P<0,05 comparado ao grupo nao-estimulado; *P<0,05
comparado ao grupo estimulado com LPS 1 pg/mL.
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4.3 Modelo de inflamacéo pulmonar aguda

Em um primeiro momento, nosso interesse foi avaliar a atividade anti-
inflamatoria do composto LASSBIi0-448 e seus derivados. O modelo empregado foi o
de lesao pulmonar aguda (LPA), tendo como base a instilagéo intransal de LPS em
camundongos. De forma a definirmos a dose de escolha para utlizagdo do
composto de referéncia, cilomilaste, foram realizados ensaios nos quais foram
testadas as doses de 1, 3, 10 e 30 umol/kg. Com base no efeito inibitorio de
cilomilaste sobre as altera¢cdes de funcdo pulmonar e o perfil de celularidade no
lavado broncoalveolar, tivemos como escolha a menor dose que apresentou o
melhor efeito - 3 umol/kg (dados ndo mostrados). Esta foi, entdo, a dose utilizada
nos experimentos subsequentes para efeito de comparacdo com os derivados do
prot6tipo LASSBi0-448.

4.3.1 Funcéao pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

Conforme ilustrado no Grafico 4, verificamos que os animais estimulados com
LPS apresentaram o0s niveis basais aumentados de resisténcia das vias aéreas
(Grafico 4A) e elastancia pulmonar (Grafico 4B), quando comparados aos do grupo
controle. Essa resposta foi ainda mais expressiva ap0s administracdo de
concentracfes crescentes (3 — 27 mg/mL) do agonista colinérgico broncoconstritor
metacolina, caracterizando assim um estado de hiper-reatividade pulmonar
associado a condicdo de estimulacdo com LPS. Quando do tratamento com o0s
compostos LASSBIi0-448 e seus derivados (6,25, 12,5 e 25 pmol/kg) e com
cilomilaste (3 pumol/kg), verificamos inibicdo da resposta de alteracdo de funcgao
pulmonar, tanto em resisténcia (Grafico 4A) como elastancia (Grafico 4B), resposta

claramente visualizada nos graficos 5 e 6 representativos da area sob a curva.
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Grafico 4. Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus analogos sobre a funcdo pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos desafiados com LPS (25 ug/25uL). O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparagdo. Foram avaliados os
parametros de resisténcia (A) e elastancia (B) pulmonares na condicao de aerolizacdo de PBS e de metacolina (3 - 27 mg/ml), 24h apés LPS.
Os animais foram tratados com os compostos, por via oral, 1 h antes da estimulacdo. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de
um n experimental de 7 animais por grupo. + P < 0,05 em comparag&o ao grupo controle; * P < 0.05 em comparagédo ao grupo LPS.
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Gréfico 5: Area sob a curva (ASC) do efeito do tratamento com cilomilaste (A) e o LASSBio-
448 (B) sobre a fungdo pulmonar (resisténcia, gréficos a esquerda e elastancia gréficos a
direita) de camundongos desafiados com LPS (25 ug/25uL). O farmaco de referéncia
cilomilaste foi utilizado para comparac¢do. Os animais foram tratados com os compostos, por
via oral, 1 h antes da estimulacdo. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de
um n experimental de 7 animais por grupo. + P < 0,05 em comparagao ao grupo controle;
* P < 0.05 em comparagao ao grupo LPS.
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Gréfico 6: Area sob a curva (ASC) do efeito do tratamento com os compostos analogos de
LASSBI0-448 sobre os parédmetros de resisténcia (painéis a esquerda) e elastancia (painéis
a direita) pulmonares de camundongos desafiados com LPS (25 ug/25uL). Os animais foram
tratados com os compostos, por via oral, 1 h antes da estimulacdo. Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. de um n experimental de 7 animais por grupo. + P < 0,05
em comparacgao ao grupo controle; * P < 0.05 em comparac¢éo ao grupo LPS.
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4.3.2 Analise histoldgica

Como analise complementar, verificamos que cortes de tecido submetidos a
coloracdo classica com hematoxilina-eosina (H&E), permitiram evidenciar que os
animais instilados com salina (controles) apresentaram um padrdo morfolégico
pulmonar normal, onde puderam ser observadas vias areas preservadas, assim
como septos e sacos alveolares claramente identificados (Grafico 7A). No caso dos
animais instilados com LPS (Gréfico 7B), foram observadas alteracdes significativas
na arquitetura do tecido pulmonar, com visualizagdo de edema e de um intenso
infiltrado leucocitario presente em torno das vias aéreas e disperso no parénquima.
O tratamento com o cilomilaste (Grafico 7C), LASSBIi0-448 (Grafico 7D) e seus
analogos (Graficos 7E-H) foi capaz de inibir o componente inflamatoério tecidual

pulmonar em comparagdo aos animais desafiados com LPS.



Grafico 7: Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus analogos sobre alteracdes
morfolégicas no pulméo de camundongos desafiados com LPS (25 pg/25uL). O farmaco de
referéncia cilomilaste foi utilizado para comparacdo. Fotomicrografias do tecido pulmonar de
animais instilados com salina (A); LPS (B); LPS e tratados com cilomilaste (3 pumol/kg) (C);
LPS e tratados com LASSBIi0-448 (25 umol/kg) (D); LPS e tratados com LASSBIi0-1612 (25
pumol/kg) (E); LPS e tratados com LASSBI0-1628 (25 pumol/kg) (F); LPS e tratados com
LASSBI0-1631 (25 pmol/kg) (G) e LPS e tratados com LASSBIi0-1632 (25 umol/kg) (H). As
imagens sao representativas de 7 animais por grupo. Barra = 100 um; Br = bronquiolos; * =
infiltrado leucocitério.
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4.3.3 Infiltrado neutrofilico tecidual

O acumulo de neutréfilos foi avaliado pela quantificacdo dos niveis de
mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente nos granulos intracelulares, que
fornece evidéncia indireta da presenca destas células no tecido pulmonar. Como
mostra a Gréfico 8, verificamos um marcado aumento nos niveis de MPO no pulméao
dos animais estimulados com LPS, indicativo claro da presenca de neutréfilos no
tecido. O tratamento com cilomilaste e LASSBi0-448 reduziram os niveis de MPO.
No entanto, vimos que os analogos LASSBIi0-1631 e -1632 foram eficientes em
diminuir os niveis de MPO, enquanto que LASSBIi0-1628 inibiu somente na maior

dose e LASSBIi0-1612 ndo apresentou atividade sobre este parametro.
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Grafico 8: Efeito do tratamento com o0 LASSBIi0-448 e seus analogos sobre os niveis (D.O.)
da enzima mieloperoxidase (MPQO) no tecido pulmonar de camundongos desafiados com
LPS (25 pg/25uL). O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparagédo. Os
animais foram tratados 1h antes com os LASSBios por via oral e 18h apos a instilagdo com
LPS os animais foram anestesiados e coletado o pulmao para determinacéo da atividade de
mieloperoxidase. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de um n
experimental de 7 animais por grupo. + P < 0,05 em comparacgdo ao grupo controle (salina);
* P < 0.05 em comparagao ao grupo LPS.



59

4.3.4 Geracgéao de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar

Buscando investigar o mecanismo de acao envolvido no efeito supressor dos
compostos LASSBIos e do cilomilaste, sobre a resposta infloamatoéria causada por
LPS no pulméo, partimos para avaliar o efeito desses compostos sobre a geracéo de
mediadores inflamatérios. Foram quantificadas as citocinas TNF-a (Gréfico 9A) e IL-
6 (Gréafico 9B), assim como as quimiocinas MIP-1 (Grafico 10A) e MIP-2 (Gréfico
10B). Os niveis de todas as citocinas e quimiocinas apresentaram-se elevados no
pulmdo de camundongos desafiados com LPS, em comparacdo com agueles
verificados nos controles (Graficos 9 e 10). Conforme pode ser observado nos
gréficos 9 e 10, o tratamento com cilomilaste aboliu a producado de todas as citocinas
e quimiocinas estudadas, enquanto que o LASSBIi0-448 apresentou atividade
inibitéria sobre a producdo dos varios mediadores avaliados, atuando nas maiores
doses testadas (12,5 e 25 pmol/kg). Os LASSBIios-1612, -1628 e -1631
apresentaram efeito somente na maior dose (25 pmol/kg), enquanto que LASSBIo-
1632 mostrou perfil de acdo mais abrangente na inibicdo da producédo de citocinas e

quimiocinas (Graficos 9 e 10).
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Grafico 9: Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus analogos sobre a geragdo de
citocinas inflamatérias TNF-a (A) e IL-6 (B) no tecido pulmonar de camundongos desafiados
com LPS (25 pg/25uL). O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparagéo.
Os animais foram tratados com os compostos, por via oral, 1 h antes da estimulagdo. Os
resultados foram expressos como media + E.P.M. de um n experimental de 6-7 animais por
grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; * P<0,05 comparado ao grupo instilado com
LPS.
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Grafico 10: Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus analogos sobre a geracao de
quimiocinas inflamatorias MIP-1 (A) e MIP-2 (B) no pulmdo de camundongos desafiados
com LPS (25 pg/25uL). O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparagéo.
Os animais foram tratados com os compostos, por via oral, 1 h antes da estimulagdo. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. de um n experimental de 6-7 animais por
grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; * P<0,05 comparado ao grupo instilado com
LPS.
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4.4 Modelo de inflamacao pulmonar crbénica

Dentre a ampla gama de doencas pulmonares crénicas conhecidas, a silicose
foi escolhida em funcéo de dados recentes da literatura que atestam a eficiéncia do
inibidor de PDE4 roflumilaste (Ultima geragdo), em casos brandos de doenca
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Esta € uma doenca que compartilha com a
silicose, um quadro de edema inflamatoério e intenso infiltrado de macréfagos e
neutrofilos no tecido pulmonar. Mais ainda, achados prévios do nosso laboratorio
permitiram evidenciar o efeito supressor do inibidor de PDE4 (primeira geracéo)
rolipram, no modelo experimental de silicose murina. Considerando ser a silicose
uma doenca sem tratamento até agora, achamos que seria de interesse investigar o
efeito anti-inflamatorio e anti-fibrotico de LASSBIi0-448 e seus derivados, em

comparacao ao composto de referéncia, cilomilaste.

4.4.1 Funcéao pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas

Verificamos que camundongos instilados com particulas de silica, por via
intranasal, apresentaram niveis basais de funcao pulmonar alterados, refletidos por
aumento na resisténcia (Gréfico 11A) e na elastancia (Gréafico 11B). Na condicao de
aerossolizacdo com concentracfes crescentes de metacolina (3 — 27 mg/mL),
observamos uma exacerbacao da resposta, tanto na resisténcia como na elastancia
pulmonar nos animais silicoticos, em compara¢édo aos controles (Gréafico 11). Isto é
indicativo de um quadro de hiper-reatividade das vias aéreas associado a silicose.
Conforme ilustrado no grafico 11, o tratamento de animais silicéticos com cilomilaste
inibiu marcadamente o aumento de resisténcia e elastancia frente a estimulagéo
com metacolina. No caso do composto LASSBIi0-448 e seus analogos, verificamos
inibicAo de ambos os parédmetros, com maior efeito sendo verificado no caso da
elastancia pulmonar. Estes dados foram corroborados quando da analise da area

sob a curva (Graficos 12 e 13).
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Gréfico 11: Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus analogos sobre a funcao pulmonar e hiper-reatividade das vias aéreas de
camundongos instilados com silica (10 mg/50pL). O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparagdo. Foram avaliados os parametros
de resisténcia (A) e elastancia (B) pulmonares na condicdo de aerolizacdo de PBS e metacolina (3 - 27 mg/miL. Os animais foram tratados a partir
do dia 21 apés a instilacdo de silica, durante 7 dias consecutivos e a analise realizada 1 dia ap6s a Ultima administracdo dos compostos. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. (n=6-8). + P<0,05 em comparacao ao grupo controle; *P<0.05 em compara¢&o ao grupo silica.
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Gréficos 12: Area sob a curva (ASC) do efeito do tratamento cilomilaste (A) e
LASSBIio-448 (B) sobre os parametros de resisténcia (graficos a esquerda) e
elastancia (graficos a direita) pulmonar de camundongos instilados com silica (10
mg/50uL). O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparagdo. Os
animais foram tratados a partir do dia 21 apés a instilacdo de silica, durante 7 dias
consecutivos e a analise realizada 1 dia ap6s a Ultima administracdo dos compostos..
Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n=6-8). + P<0,05 em
comparagao ao grupo controle; * P<0.05 em comparagéo ao grupo silica.



Elastancia

A Resisténcia
2 -
00 4000+
"
T 150
5 3000+
[©) § *
© .
@, 100 2000+
=}
[
k=,
S 50+ 1000+
0- 0-
B
200+
4000+
.
T 150+
5 3000
s .
((7)) T 100 * 2000
<o
o
©
ke
5 504 1000
0 0
C
200+
" 4000+
T 150+
g . 3000-]
o
@  100- .
<g 2000-]
©
ke
=
S 507 1000
0 T T T 0
D
200+
4000+
4
< 150
& 3000-]
E
O — * *
© -
@ g 100 2000
o
©
i}
=
S 504 1000+
0 T T T 0

T

geong [N i BE0R[

Ba0na

65

Salina

Silica

+ LASSBIo 1612 (1 pmol/kg)
+ LASSBIo 1612 (3 pmol/kg)
+ LASSBIo 1612 (10 pumol/kg)

Salina

Silica

+ LASSBio 1628 (1 pumol/kg)
+ LASSBio 1628 (3 pumol/kg)
+ LASSBio 1628 (10 pmol/kg)

Salina

Silica

+ LASSBio 1631 (6.25 umol/kg)
+ LASSBio 1631 (12.5 umol/kg)
+ LASSBio 1631 (25 pmol/kg)

Salina

Silica

+ LASSBIo 1632 (6.25 pmol/kg)
+ LASSBio 1632 (12.5 pmol/kg)
+ LASSBIio 1632 (25 pmol/kg)

Gréafico 13: Area sob a curva (ASC) do efeito do tratamento com os analogos de
LASSBIi0-448 sobre os parametros de resisténcia (graficos a esquerda) e elastancia
(gréficos a direita) pulmonar de camundongos instilados com silica (10 mg/50uL). Os
animais foram tratados a partir do dia 21 ap6s a instilacao de silica, durante 7 dias
consecutivos e a analise realizada 1 dia apds a ultima administracdo dos compostos.

Os resultados foram expressos como média

+

E.P.M. (n=6-8). + P<0,05 em

comparagao ao grupo controle; * P<0.05 em comparagéo ao grupo silica.
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4.4.2 Analise histolégica (morfologia e morfometria)

A silicose é uma doenca de carater restritivo, onde se verifica uma
importante resposta inflamatoria e fibrogénica, onde a avaliagdo morfologica e
morfométrica se fazem relevantes. Com base na coloracdo por H&E,
verificamos que os animais do grupo controle, instilados apenas com salina,
apresentaram parénquima com arquitetura preservada e integra, septos
alveolares bem definidos, sem espessamento ou qualquer indicio da presenca
de processo inflamatério (Grafico 14A), enquanto que aqueles do grupo
estimulado com silica detectamos a presenca de um intenso infiltrado
leucocitario acompanhado de marcada resposta fibrética granulomatosa
dispersa no parénquima pulmonar (Grafico 14B). O tratamento terapéutico dos
animais silicoticos com cilomilaste diminuiu o componente inflamatério e a
formacdo de granulomas (Grafico 14C). Quando da administracdo dos
compostos LASSBIi0-448 e seus analogos LASSBIio-1612, LASSBIio-1628,
LASSBIi0o-1631 e LASSBIi0-1632 (Graficos 14D, 14E, 14F, 14G e 14H,
respectivamente) observamos em todas as doses uma importante reducao do
infiltrado inflamatério e da formacdo de granulomas pulmonares. Estas
observacbes foram confirmadas através da avaliacdo morfométrica, que tem
como base a quantificacdo da porcentagem da area de paréngquima pulmonar
ocupada por granulomas. Verificamos que os animais silicoticos apresentaram
em torno de 38% da area do parénquima pulmonar ocupado por fibrose
granulomatosa. O tratamento com cilomilaste, LASSBIio-448 e seus analogos
suprimiram de forma significativa a resposta fibrética (Gréfico 14l).

Na sequéncia partimos para a avaliar a deposi¢cdo de componentes de
matriz extracelular, com énfase sobre o colageno. Para tanto, cortes dos
pulmdes foram submetidos a coloragdo com Picrus sirius, corante marcador
especifico de fibras colagenas. Verificamos que o grupo controle salina
apresentou parénquima pulmonar com aspecto normal, evidenciando-se
apenas a marcacgdo basal associada a presenca de colageno constitutiva nos
vasos sanguineos e nas vias aéreas (Grafico 15A). Por outro lado, uma intensa
marcacdo de fibras de colagenas foi evidenciada nos pulmdes silicéticos,

sendo essa marcacgdo predominante nas areas de granuloma (Gréfico 15B). O
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tratamento com os cilomilaste reduziu a intensidade de marcacdo no pulmao
dos animais silicoticos (Grafico 15C).

Os compostos LASSbios, nas maiores doses (3 e 10 pmol/kg),
reduziram de forma significativa a intensidade de marcacdo com o corante
(Grafico 15D - H), indicando claro efeito redutor da resposta fibrética. Estes
achados foram confirmados quando da quantificagdo do conteudo de colageno
total no pulméo dos animais pelo método colorimétrico de Sircol. Vimos um
marcado aumento na quantidade de colageno no pulmdo dos animais
silicéticos em comparacao aos animais controles, conforme esperado (Gréfico
15B). O cilomilaste inibiu a deposi¢cdo de coldgeno, assim como os LASSBios
nas maiores concentracées. Em conjunto estes resultados revelam de forma
clara a propriedade do cilomilaste e LASSBios em modular negativamente o

componente inflamatorio e fibrético da silicose experimental murina.
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Grafico 14: Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus analogos sobre
alterag6es morfolégicas no pulméo de camundongos silicoticos. Fotomicrografias do
tecido pulmonar de animais instilados com salina (A); silica (10 mg/50uL) (B); silica e
tratados com cilomilaste (3 umol/kg) (C); silica e tratados com LASSBIio0-448 (10
umol/kg) (D); silica e tratados com LASSBIi0-1612 (10 umol/kg) (E); silica e tratados
com LASSBI0-1628 (10 pumol/kg) (F); silica e tratados com LASSBio-1631 (10 pumol/kg)
(G) e silica e tratados com LASSBIi0-1612 (10 umol/kg) (H). Anélise morfométrica do
parénquima pulmonar (I). As imagens sao representativas de 6 a 7 animais por grupo.
Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de no minimo 6 animais por
grupo. *P<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 100 ym; Br = bronquiolos; * =
granuloma.
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Grafico 15: Efeito do tratamento com o LASSBIi0-448 e seus andlogos sobre a
deposicdo de colageno no pulmédo de camundongos silicéticos. Fotomicrografias do
tecido pulmonar de animais instilados com salina (A); silica (10 mg/50uL) (B); silica e
tratados com cilomilaste (3 umol/kg) (C); silica e tratados com LASSBIio0-448 (10
pumol/kg) (D); silica e tratados com LASSBIi0-1612 (10 umol/kg) (E); silica e tratados
com LASSBI0-1628 (10 umol/kg) (F); silica e tratados com LASSBIio-1631 (10 umol/kg)
(G) e silica e tratados com LASSBIi0-1612 (10 pmol/kg) (H). Andlise quantitativa do
contetdo de colageno tecidual (1). As imagens séo representativas de 6 a 7 animais
por grupo. Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de no minimo 6
animais por grupo. *P<0,05 comparado ao grupo silica. Barra = 100 ym; Br =
bronquiolos; * = granuloma; setas = fibras colagenas.
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4.4 .3 Infiltrado neutrofilico tecidual

Para avaliacdo do infiltrado neutrofilico foi utilizada metodologia similar
de quantificacdo dos niveis de (MPO) no tecido pulmonar. Como ilustrado no
Grafico 16, os niveis de MPO mostraram-se aumentados no tecido pulmonar
dos camundongos submetidos a estimulagdo com silica, em comparagdo com
os valores verificados nas amostras dos controles. O tratamento com
cilomilaste, LASSBIio0-448 e seus analogos, foi eficiente em reduzir os niveis de
MPO no tecido pulmonar dos animais silicéticos, reforcando a atividade anti-

inflamatoria dos referidos compostos.
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Gréfico 16: Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) em tecido pulmonar de
camundongos silicéticos. Os animais foram tratados diariamente com os LASSBIos por
via oral, durante 7 dias consecutivos, iniciando-se 21 dias ap0s o desafio e 24h apds o
ultimo dia de tratamento os animais foram anestesiados e coletado o pulméao para
determinac&o da atividade de mieloperoxidase. Os resultados foram expressos como
média + E.P.M. de um n experimental de 7 animais por grupo. + P < 0,05 em
comparagao ao grupo controle; * P < 0.05 em comparagéo ao grupo silica.
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4.4.4 Geracéao de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar

A avaliacdo dos mediadores inflamatdrios e fibroticos gerados no tecido
pulmonar revelou a existéncia de niveis aumentados das citocinas TNF-a
(Grafico 17A) e IFN-y (Gréafico 17B) e das quimiocinas KC (Grafico 18A), MCP-
1 (Grafico 18B) e MIP-1 (Gréafico 18C), em comparacao aqueles verificados nos
controles. O tratamento dos animais silicoticos com cilomilaste aboliu a geragéo
das citocinas e quimiocinas avaliadas (Graficos 17 e 18), enquanto que o
composto LASSBIi0-448 reduziu os niveis de  TNF-a (Grafico 17A), IFN-y
(Grafico 17B), KC (Gréafico 18A) e MCP-1 (Grafico 18B), porém falhou em
interferir com MIP-1 (Gréafico 18C). Os compostos LAASBI0-1628, LASSBio-
1631 e LASSBI0-1632 mostraram-se ativos em inibir a geracdo das citocinas
TNF-a (Gréafico 17A), IFN-y (Grafico 17B) e das quimiocinas KC (Grafico 18A),
MCP-1 (Gréfico 18B) e MIP-1 (Gréfico 18C), com efeito sendo
predominantemente verificado com as maiores doses. Entretanto, o tratamento
com LASSbio-1612, muito embora tenha sido capaz de inibir a producédo das
citocinas TNF-a (Grafico 17A), IFN-y (Grafico 17B) e das quimiocinas MCP-1
(Gréfico 18B) e MIP-1 (Gréfico 18C), ndo modificou os niveis de KC no pulméo

dos animais silicéticos (Grafico 18A).
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Grafico 17: Efeito do tratamento com o LASSBIio-448 e seus analogos sobre a
geracdo de citocinas inflamatorias no tecido pulmonar de camundongos silicéticos. (A)
TNF-a e (B) IFN-y. O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para comparacao.
Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de um n experimental de 6-7
animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; * P<0,05 comparado ao
grupo instilado com silica.
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Grafico 18: Efeito do tratamento com o LASSBIio0-448 e seus analogos sobre a
geracdo de quimiocinas inflamatorias no tecido pulmonar de camundongos silicoticos.
(A) KC e (B) MCP-1 e (C) MIP-1. O farmaco de referéncia cilomilaste foi utilizado para
comparacdo. Os resultados foram expressos como média +
experimental de 6-7 animais por grupo. + P<0,05 comparado ao grupo controle; *

P<0,05 comparado ao grupo instilado com silica.
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4.4.5 Células alvos in vitro

Fibroblastos sdo células cruciais no contexto da resposta fibrética
tecidual (Arcangeli e cols, 2001). Buscando aprofundar o mecanismo de agéo
dos compostos testes, nesta etapa avaliamos a resposta de proliferacao celular
de fibroblastos pulmonares de camundongos. Os fibroblastos, obtidos a partir
do pulméo de camundongos normais, foram mantidos em cultura e submetidos
a estimulacdo com a citocina pro-fibrética IL-13. Confirmando dados anteriores
do grupo (Ferreira e cols, 2013), verificamos que a IL-13 induziu marcado
aumento da resposta proliferativa em comparacdo as células incubadas com
meio. De maneira geral, a incubacdo dos fibroblastos com cilomilaste,
LASBBI0-448 e seus analogos apresentou discreto efeito inibitério sobre a
proliferacdo de fibroblastos, na concentracdo de 10“M foi capaz de interferir

com a resposta proliferativa induzida pela citocina IL-13 (Grafico 19).
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Grafico 19: Efeito do tratamento com o cilomilaste (A), LASSBio-448 (B) e os
analogos LASSBIio-1612 (C), LASSBIo-1628 (D), LASSBIio-1631 (E), LASSBIio-1632

(F) sobre a proliferacédo de fibroblastos pulmonares provenientes de camundongos

normais estimulados com IL-13 in vitro. Os resultados foram expressos como a média

7

+ E.P.M. de no minimo triplicata por grupo. Este grafico é representativo de dois

experimentos. + P<0,05 comparado ao grupo ndo estimulado; * P<0,05 comparado ao

grupo estimulado com IL-13.
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4.5 Avaliacdo indireta do efeito central em modelo de anestesia por

cetamina/xilazina do composto LASSBi0-448 e seus analogos

Dados de literatura indicam que os inibidores de PDE4 possuem como
efeito adverso a inducéo de nausea e vomito, estando estes associados a uma
acao ao centro emético ao nivel do sistema nervoso central (Robichaud e cols,
2002a,b). Neste trabalho, utiizamos um modelo experimental de avaliacao de
émese desenvolvido em roedores (ratos e camundongos). Neste modelo, o
tempo de sono esta associado a diminuicdo dos niveis de AMPc em neurénios
do SNC, o que leva a reducdo da atividade da via noradrenérgica. Assim, a
elevacdo nos niveis de AMPc nessa regido, efeito associado aos inibidores de
PDE4 disponiveis, reflete na reducdo do tempo de sono dos animais
(Robichaud, Savoie et al. 2001; Robichaud, Savoie et al. 2002; Robichaud,
Stamatiou et al. 2002). Conforme ilustrado no Grafico 20, o tratamento com
rolipram reduziu o tempo de sono induzido por cetamina/xilazina, conforme ja
esperado. No entanto, o tratamento com LASSio-448 e seus analogos (6,25 -
100 pmol/kg) induziu efeito similar de reducdo do tempo de sono, indicando

uma acdao indutora de émese por parte desta série de compostos.
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Grafico 20: Efeito dos analogos do LASSBIi0-448 na duragcdo da anestesia induzida
pela combinagdo de ketamina e xilazina em camundongos. Os camundongos foram
anestesiados com uma combinacdo de ketamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg),
administrada por via intraperitoneal em inje¢do Unica. Apos 15 minutos os compostos
ou veiculo foram administrados por via subcutdnea e os animais subsequentemente
colocados em decubito dorsal. A duracdo da anestesia foi definida como o intervalo
entre a perda e a recuperacao do reflexo de endireitamento (saida da posicdo de
decubito dorsal para ventral). Os resultados representam média + E.P.M. (n= 7). *

P<0,05 comparado ao grupo controle.
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5. Discussao

A inflamacédo pulmonar decorrente de poluentes ambientais, incluindo
lipopolissacarideo (LPS) ou silica, desempenha um papel importante no
desenvolvimento e progressao de doencas pulmonares agudas e cronicas, incluindo
lesdo pulmonar aguda e silicose. Estas representam um desafio constante para
ciéncia, estando entre as doencas mais frequentes e debilitantes com taxas
significativas de morbidade e mortalidade, e sem tratamento adequado e/ou eficaz.

Diante deste cenario, torna-se imprescindivel a busca por terapias capazes de
controlar as diversas doencas pulmonares de forma eficaz e com uma seguranca
terapéutica adequada. A terapia para as doencas pulmonares agudas e crdnicas
deve focar de forma especial a reducédo da inflamacédo e o remodelamento tecidual,
protegendo 0s pacientes contra a perda progressiva da funcdo pulmonar e
melhorando a qualidade de vida.

Nesse contexto, no presente trabalho buscamos identificar novos compostos
sulfonamidicos e sulfonilidrazénicos, planejados como inibidores de PDE-4,
avaliando a potencial atividade inibitdria sobre a isoenzima PDE-4 e, posteriormente
avaliacdo da atividade farmacoldgica no controle da inflamac&o pulmonar induzida
por LPS e particulas de silica em sistemas bioldgicos in vitro e in vivo.

A enzima PDE-4 é considerada importante alvo terapéutico para o tratamento
de doencas inflamatdrias pulmonares agudas e cronicas (Giembycz e Smith 2006).
Ela catalisa a hidrolise do AMP ciclico, que tem papel crucial na sinalizacdo
intracelular de células inflamatodrias, tais como mastdcitos, eosinéfilos, macréfagos,
neutrofilos e linfocitos T, além de células estruturais como fibroblastos, célula
epiteliais, dentre outras. Existem de fato inUmeros exemplos onde o aumento nos
niveis intracelulares de AMP ciclico, associado a inibicdo de PDE-4, causa reducao
expressiva da fungéo pro-inflamatoria de leucocitos e células estruturais presentes
nos pulmdes (Caramori e Adcock 2003; Barnes, 2006; Giembycz e Smith 2006),
relaxamento do musculo liso das vias aéreas e diminuicdo do edema pulmonar
(Mehats e cols, 2003).

A avaliacao da atividade inibitéria sobre a isoenzima PDE-4 pelos compostos
sulfonamidicos e sulfonilidrazénicos foi demonstrada por interagdo entre a enzima e
0 substrato marcado por fluorescéncia. Em nosso estudo foi verificada diferenca

significativa na atividade inibitéria apresentada pelos compostos metilados e néao
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metilados. De modo geral, os compostos ndo metilados, ndo apresentaram atividade
inibitoria significativa frente as isoformas de PDE-4. Por outro lado, a N-metilacao
juntamente com a presenca de grupos com propriedades elétron doadoras (Ar = p-
metoxibenzeno) ou mais hidrofobicos (Ar = bifenila ou naftila) levou a um aumento
da atividade inibitéria acima de 40% para os LASSBios-1612, LASSBIi0-1628,
LASSBIi0-1631 e LASSBI0-1632, indicando uma influéncia positiva da presenca da
metila como substituinte e favorecendo o reconhecimento enzimatico.

Com base nestes achados, estudos complementares foram realizados
visando a identificacdo da atividade farmacoldégica do composto LASSBio-448 e
seus analogos LASSBIi0-1612, LASSBI0-1628, LASSBIi0-1631 e LASSBIi0-1632
utilizando sistemas bioldgicos in vitro e in vivo.

Considerando-se que os macrofagos alveolares estdo fortemente envolvidos
no contexto das doencas pulmonares agudas e crbnicas, sao células fundamentais
para o desenvolvimento da resposta inflamatéria e possuem uma importante funcéo
de defesa, por secretarem uma ampla gama de mediadores inflamatérios, demos
continuidade aos estudos avaliando o potencial efeito dos compostos selecionados
sobre a linhagem de macrofagos alveolares murinos (AMJ2C11) estimulados com
LPS in vitro. Os dados demonstraram que os macrofagos foram ativados, como
evidenciado através da elevacdo dos niveis de TNF-a liberado e, quando do
tratamento com rolipram e o0s compostos candidatos houve uma reducéo
significativa na producéo de TNF-a por essas células. Suportando nossos achados,
foi demostrado por alguns autores que macrofagos liberam TNF-a em resposta ao
LPS e que inibidores de PDE-4, em virtude da sua capacidade em bloquear a
atividade desta enzima, em mondcitos e macréfagos, elevam os niveis de AMPc,
atenuando a producdo de TNF-a (Gantner e cols, 1997; West e cols, 1997,
Medzhitov e Janeway 2000). E interessante notar que o ranking de poténcia dos
compostos testados no ensaio de atividade inibitoria sobre a isoenzima PDE-4
(Tabela 2) difere daquele observado no teste de viabilidade celular, quando o
composto LASSBio-1632 na concentracdo de 10*M mostrou-se citotdéxico para a
linhagem de macréfagos alveolares murinos (AMJ2C11), esse fato, pode ser
atribuido a diferencas nas propriedades fisico-quimicas entre 0s compostos,
incluindo permeabilidade celular ou solubilidade.

Ao atingir o espaco alveolar, o LPS interage com os macrofagos residentes,

ativando-os, e estes por sua vez secretam citocinas pré-inflamatoérias, incluindo TNF-
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a, IL-1B e IL-6, estimulando assim os neutréfilos, e favorecendo a liberacdo de
espécies reativas de nitrogénio tais como éxido nitrico, proteases, leucotrienos, fator
de ativacdo plaquetaria (PAF), resultando no desenvolvimento da lesdo pulmonar
aguda ou sua forma mais grave, SARA (Moncao-Ribeiro e cols, 2011).

Ao longo dos anos, esfor¢os consideraveis tém sido realizados no intuito de
desenvolver modelos experimentais que reproduzam as altera¢cBes fisiopatoldgicas
evidenciadas nas doencas respiratérias agudas e cronicas, como SARA e silicose,
buscando mimetizar a fisiopatologia em humanos. Modelos animais sdo ferramentas
essenciais para a compreensao dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos
nessas doencas, e sao fundamentais para o desenvolvimento pré-clinico de novos
agentes terapéuticos (Drazen e cols, 1999; Bates e cols, 2009; Lacher e cols, 2010;
Proudfoot e cols, 2011; Corazza e Kaufmann, 2012). As alteracdes inflamatorias
encontradas nesses modelos variam de acordo com o agente etiolégico (LPS,
silica), a via do desafio (intranasal, intratraqueal) e a cepa do animal (Lacher e cols,
2010; Hakansson e cols, 2012). No entanto, apesar das limitacées, nenhum modelo
animal é capaz de reproduzir de forma fidedigna todas as particularidades das
doencas humanas, devido as diversas caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas de
cada espécie animal. De qualquer forma, foi a partir dos modelos animais que
houve, nas ultimas décadas, um aumento significativo na compreensédo de eventos-
chaves e identificacdo de potenciais alvos terapéuticos associados ao
desenvolvimento de doencas inflamatoérias pulmonares agudas e crbnicas (Bates e
cols, 2009; Lacher e cols, 2010).

Os modelos experimentais utilizando LPS tém sido amplamente aplicados
para estudar lesdo inflamatéria pulmonar aguda, podendo mimetizar as alteracdes
morfoldgicas e funcionais observadas em situac¢des clinicas secundarias a presenca
de lipopolissacarideo circulante. Este agente flogistico estd presente no meio
ambiente e é, muitas vezes, encontrado em concentracdes elevadas em poeiras
organicas e em poluentes do ar (Faffe e cols, 2000). A exposicao a baixas doses de
LPS produz inflamagé&o devido a ativacdo de macrofagos e neutrdéfilos, enquanto que
doses mais elevadas causam lesao tecidual (Rojas e cols, 2005).

Achados da literatura mostram que a inflamac¢ao pulmonar induzida por LPS
resulta em um quadro de alteracdes fisiopatolégicas marcado por neutrofilia (Kabir e
cols, 2002), ativacdo de macrofagos e também um aumento da resposta a

metacolina, caracterizando a presenca de um quadro de hiper-reatividade das vias
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aéreas (Spond e cols, 2004). Em linha com esses achados, observamos que o
tratamento com cilomilaste, conhecido inibidor da PDE-4, o protétipo LASSBio-448,
assim como o0s compostos LASSBIi0-1612, LASSBIi0-1628, LASSBIi0-1631,
LASSBIi0-1632 foram capazes de prevenir o declinio da funcdo pulmonar e o
aparecimento da hiper-reatividade induzida por LPS, sugerindo que estes compostos
podem apresentar propriedades anti-inflamatérias similares aos compostos de
referéncia.

Na avaliacdo histolégica realizada em nosso estudo, observamos que 0s
animais desafiados com LPS apresentaram alteracdes morfoldgicas caracteristicas e
com descaracterizacdo da arquitetura pulmonar. Verificamos, também, a presenca
intensa de neutrofilos nas regibes alveolares e peribronquial. Esses achados sao
comuns aos processos inflamatorios apresentados em pacientes com SARA, asma e
DPOC, promovendo altera¢cdes na morfologia do 6rgdo, envolvendo as vias aéreas
periféricas. Desse modo, nessas condi¢des inflamatérias do pulméao, os leucécitos
polimorfonucleares (PMN) migram para as vias aéreas sendo possivel observar
alteracdes broénquicas do tecido pulmonar, como aumento da metaplasia epitelial e
aumento do numero de neutréfilos (mas ndo no niumero de eosinéfilos) na mucosa
brébnquica (Barnes, 2000; Bousquet e cols, 2000; Jeffery, 2001). Foi possivel
comprovar que 0s animais tratados com os LASSBios e cilomilaste, apresentaram
um reducdo no infiltrado inflamatério em comparacdo aos animais desafiados com o
LPS.

E comum na exposicdo ao LPS, o desenvolvimento de uma intensa
inflamagéo pulmonar, com infiltragdo celular, dano endotelial e aumento da
permeabilidade alveolar, alveolite, bronquiolite, podendo em estagios cronicos
induzir a necrose (Vernooy e cols, 2002; Knapp e cols, 2006; Rydell-Tormanen e
cols, 2006). Estudos in vitro com dois inibidores seletivos de PDE-4, rolipram e
cilomilaste, indicaram que ambos podem ser capazes de suprimir a atividade de
macrofagos e fibroblastos, permitindo o bloqueio do remodelamento brénquico
(Gantner e cols, 1997; Kohyama e cols, 2002).

No processo inflamatorio agudo induzido por LPS predominam neutrofilos,
razdo pela qual resolvemos avaliar a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),
uma enzima predominantemente de neutréfilos (Klebanoff, 2005). Sua liberacdo a
partir dos granulos intracelulares para o exterior da célula é nociva aos tecidos, por

produzir grandes quantidades de produtos oxidantes e altamente reativos (Haegens
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e cols, 2008). A dosagem da enzima MPO em pulmao é utilizada como um marcador
bioquimico indireto do recrutamento de neutréfilos para o 6rgdo. Os niveis da
enzima em animais desafiados com LPS apresentaram aumento significativo em
relacdo aos animais controle, indicando resposta inflamatoria neutrofilica e lesdo
tecidual no pulm&do em consequéncia a inflamacgéo por LPS (Moraes e cols, 2006).
Em nossos resultados demonstramos que quando comparados ao grupo LPS, os
nossos compostos foram capazes de reduzir a atividade da MPO no pulméo dos
animais de maneira semelhante ao cilomilaste. Confirmando nossos dados, alguns
autores demonstraram que animais desafiados com LPS apresentam niveis de MPO
elevados e quando tratados com o rolipram, inibidor de PDE-4, atenuava 0s niveis
dessa enzima (Miotla e cols, 1998).

O LPS é o bioativador mais potente do sistema imunolégico, em especial da
imunidade inata, e a exposi¢cdo aguda a essa endotoxina inicia uma série de eventos
do processo inflamatério como o recrutamento de células, em especial neutréfilos,
aumento da secrecdo de mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, IL-6, INF-y,
MIP-1, KC, enzimas lisossomais, tais como elastase e MPO, eicosanoides, espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, além de aumento de permeabilidade vascular,
culminando em um quadro de edema pulmonar (Spond e cols, 2001; Spond e cols,
2004; Rojas e cols, 2005; Yamada e cols, 2008; Albaiceta e cols, 2010; Bryant e
cols, 2010; Moncao-Ribeiro e cols, 2011; Hakansson e cols, 2012; Janssen e
Henson, 2012; Yeh e cols, 2014).

Niveis elevados de TNF e IL-6 sdo frequentemente observados no lavado
broncoalveolar de pacientes com SARA, asma e DPOC, e estdo relacionados com a
gravidade da doenca (Matthay e cols, 2012; Liu e cols, 2013; Friebe e cols, 2014). O
aumento dos niveis intracelulares de AMPc leva a inibicdo da producéo de citocinas,
guimiocinas, citotoxicidade e agregacao de ceélulas (Torphy e Undem, 1991; Deng e
cols, 2006; Yang e cols, 2012). Como esperado, o tratamento com o rolipram
(Kummerle e cols, 2012), cilomilaste e roflumilaste (Buenestado e cols, 2013),
conhecidos inibidores de PDE-4, inibiram a produgédo das citocinas TNF-a e IL-6,
assim como das quimiocinas MIP-1 e MIP-2 (Sanz e cols, 2007; Tang e cols, 2010).
Observamos também, que de maneira geral, o tratamento com o LASSBio-448,
LASSBIi0-1612, LASSBIi0-1628, LASSBIi0-1631 e LASSBIi0-1632 foi eficaz em inibir a
producéo destas citocinas e de algumas quimiocinas no tecido pulmonar de animais

desafiados com LPS, indicando que a supressdo desses mediadores pelo
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tratamento com o0s compostos pode ter contribuido para atenuacdo da lesao
pulmonar induzida por LPS. Estes resultados estdo de acordo com estudos
realizados em animais (Goncalves de Moraes e cols, 1996; Miotla e cols, 1998) e
seres humanos (Michel e cols, 1997).

Seguindo a proposta do trabalho, buscamos delinear a atividade dos
compostos LASSBIos e cilomilaste em modelo experimental de silicose murino, visto
que sao alvos importantes no contexto das doencas inflamatdrias pulmonares
cronicas, e ndo existirem trabalhos acerca dos inibidores de PDE4 nesses modelos.
Ao longo dos anos, varios modelos de silicose experimental foram desenvolvidos
com o intuito de melhor caracterizar o quadro da doenca, buscando ao maximo
reproduzir as alteragcbes morfoldgicas semelhantes as encontradas em humanos
(Arras e cols, 2001; Borges e cols, 2001; Ortiz e cols, 2001; Desaki, Sugawara e
cols, 2002). Achados anteriores do nosso grupo demonstraram que 28 dias ap0s o
desafio intranasal Unico com particulas de silica, 10 mg/animal, camundongos
Swiss-Webster foram capazes de reproduzir fenbmenos coincidentes a silicose
humana, incluindo a presenca de ndédulos nos pulmdes e expressiva resposta
fibrética com presenca de granulomas extensos e densos (Ferreira e cols, 2013).

Ja é bem reportado que a resposta inflamatéria pulmonar de carater, tanto
agudo quanto crénico, reflete-se diretamente em um comprometimento da mecanica
respiratoria (Macedo-Neto e cols, 1998; Parker e cols, 1999; Petak e cols, 2002). Em
paciente silicoticos, o teste espirométrico € considerado uma das formas para o
diagndstico da silicose, permitindo, ainda, o acompanhamento do desenvolvimento
da doenca (Gamble e cols, 2004). Em estagios avancados, pacientes silicoticos,
apresentam um declinio da funcdo pulmonar decorrente da restricdo a
expansividade dos pulmdes devido as modificagdes estruturais das vias aéreas e do
parénquima pulmonar (Terra Filho e Santos Ude, 2006; Jindal, 2013). Nossos dados
foram consistentes com observacdes anteriores que demonstraram o aumento nos
niveis basais de resisténcia e elastancia pulmonar, 28 dias ap0s o contato inicial
com silica, comparados aos animais controles, e que a aerossolizacdo de
concentracdes crescentes do agente colinérgico metacolina, levou a um quadro de
exacerbacéo da resposta de resisténcia e elastancia, caracterizando um quadro de
hiper-reatividade das vias aéreas (Ferreira e cols, 2013). Essa resposta de hiper-
reatividade apresenta-se de forma coerente com o verificado em pacientes silicticos

(Forastiere e cols, 2002; Montes e cols, 2004). Analisando o efeito dos compostos
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LASSBIos e cilomilaste, observamos uma marcada supressao da resposta de hiper-
reatividade das vias aéreas a metacolina nos parametros de resisténcia e elastancia
pulmonar.

Dados da literatura tém demonstrado que camundongos, assim como
humanos, quando expostos a particulas de silica cristalina, desenvolvem lesdes
inflamatdrias granulomatosa e intensa reacdo fibrética no parénquima pulmonar
(Perez-Ramos e cols, 1999). Em nossos ensaios, observamos que camundongos
silicéticos apresentaram um intenso processo inflamatério e ocupacédo de grande
area do parénquima pulmonar por nodulos silicoticos, além de um acumulo
excessivo de colageno no tecido pulmonar. Quando do tratamento com os LASSBios
e cilomilaste houve uma reducdo de maneira eficaz na infiltracdo de células
inflamatorias, bem como na formacédo de granulomas, além de marcada diminui¢ao
da deposicdo de coldgeno no parénquima pulmonar. A melhora da condicdo do
parénquima, devido a reducédo da infiltracdo celular e da formacdo de granulomas,
promovida pelos compostos pode ter contribuido para o restabelecimento da funcao
pulmonar dos animais silicéticos tratados.

Inimeros mediadores inflamatérios estdo envolvidos na progressdo da
silicose (Vanhee e cols, 1995). Em nosso estudo demonstramos que o tratamento
com os LASSBios e cilomilaste, de uma forma geral, reduziu a producdo das
qguimiocinas KC, MCP-1 e MIP-1 e das citocinas TNF-a e INFy no pulmo dos
animais silicticos. Esta resposta pode estar contribuindo para diminuicdo da
resposta inflamatéria verificada na condicdo do tratamento com os compostos, uma
vez que as quimiocinas KC e MCP-1 sdo importantes no recrutamento de neutrdéfilos
e monacitos, respectivamente. Além disso, verificamos que 0s compostos
mostraram-se eficazes em inibir a deposi¢cdo de coldgeno no pulmdo de animais
silicoticos, fato este que se relaciona com a inibicdo da geracdo da citocina pro-
fibrética TNFa, observada no trabalho.

Os fibroblastos pulmonares sdo células diretamente relacionadas a
fibrogénese no contexto da silicose e particulas de silica sédo capazes de estimular
diretamente essas células (Arcangeli e cols, 2001; Baroni e cols, 2001) que atuam
como importante fonte de colageno e quimiocinas como MCP-1 (Galindo e cols,
2001; Hao e cols, 2003). Tendo em vista a grande relevancia dos fibroblastos no
desencadeamento da fibrose induzida por particulas de silica, avaliamos a acao

direta dos compostos LASSBIos e cilomilaste sobre a proliferacdo de fibroblastos
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pulmonares. Verificamos que o tratamento com o0s compostos e cilomilaste
reduziram a taxa de proliferacdo de fibroblastos provenientes de pulmao de
camundongos normais estimulados com IL-13. Estes resultados entram em acordo
com os dados obtidos de ensaios in vivo, onde verificamos reducdo de ambos,
colageno e MCP-1, no tecido pulmonar.

Apesar do sucesso terapéutico de varios inibidores de PDE4, e agora desses
novos compostos sulfonamidicos e sulfonilidrazénicos, em modelos in vitro e in vivo,
uma ampla gama de efeitos colaterais, caracterizados pela presenca de desconforto
do TGI, levando a nduseas e vOmitos, tem sido associada a acdo farmacoldgica
desta classe de farmacos. Dessa forma, foi essencial a investigacdo da capacidade
desses compostos em promover os efeitos adversos mencionados.

Uma vez que roedores ndo possuem um reflexo emético, ndo é possivel
investigar diretamente o papel desses compostos nos diferentes subtipos de PDE4
na émese, entéo, foi selecionado o modelo de avaliagédo indireta do tempo de sono
induzido por quetamina e Xxilazina, uma resposta biolégica similar que mede a
reversdo da anestesia induzida por agonistas az-adrenérgicos (Robichaud e cols,
2001; Robichaud e cols, 2002a/b). Dessa forma, foi possivel avaliar se o protétipo
LASSBIi0-448 e seus analogos poderiam induzir estes efeitos adversos,
comparando-0s ao padrao rolipram.

Na avaliacao indireta do efeito central dos compostos LASSBIios, desenhados
como inibidores de PDE-4, no modelo de anestesia por cetamina e xilazina,
observamos que da mesma forma que os compostos de referéncia, os LASSBios se
mostraram capazes de alterar o tempo de anestesia induzido por cetamina e
xilazina, demonstrando que possivelmente eles apresentariam efeitos eméticos. De
fato era de se esperar esse resultado em virtude que os todos compostos
apresentaram uma maior seletividade para isoenzima PDE4AlA e PDE4D, e
nenhuma atividade inibitéria sobre a PDE4B e PDEA4C.

Robichaud e colaboradores demonstraram que a émese, resultante da
administracdo de inibidores de PDE4 € devido a inibicdo seletiva de PDE4D, uma
das quatro familias de genes de PDE4 presentes no tronco cerebral. Esta
descoberta néo foi aprazivel, visto que os inibidores de PDE4 clinicamente mais
avancadas séo seletivos para PDE4D. No entanto, os dados demonstraram uma
fraca tolerdncia destes compostos em ensaios clinicos. A acdo hipnotica de

farmacos, tais como xilazina, agonista a2-adrenérgico, € exercida no locus
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coeruleus, nucleo dentro do tronco cerebral formado por um aglomerado de
neurdnios capazes de sintetizar e produzir quantidades significativas de
catecolaminas, em especial a noradrenalina, em que fibras ascendentes e
descendentes noradrenérgicas originam na inervacdo do SNC. A ativacdo destes
a2-adrenoceptores em locais pré-sinapticos inibe a adenilil-ciclase e reduz os niveis
intracelulares de AMPc, levando a um estado de anestesia, sendo essa acgao
revertida em roedores tratados com inibidores de PDE4. Esta descoberta foi feita
através do ensaio de anestesia mediada por a2-adrenérgico em furdes, mostrando
que os inibidores de PDE4 ativam o reflexo de vomito em furbes através de uma via
simpatica, imitando as acg¢des farmacoldgicas de ioimbina, um antagonista a2-
adrenérgico. Além disso, a émese foi impedida em animais que receberam o
agonista seletivo a2-adrenérgico, clonidina (Robichaud e cols, 2001) e sugeriram
que o aumento de AMPc dentro das terminagfes noradrenérgicas centrais por
inibidores de PDE4 promove émese, e isto pode ser atenuado através de a2-
adrenérgicos mediada pela inibicdo da adenilil-ciclase. Assim, a capacidade de
inibidores de PDE4 em reverter a anestesia induzida por xilazina representa um
indice comportamental do seu potencial emético que pode ser utilizado em espécies
de animais que nao vomitam.

Robichaud (2002a/b) explorou esse fenGmeno utilizando camundongos
deficientes tanto para o gene PDE4B como PDE4D e constatou que a émese esta
ligada fortemente com a inibicdo da PDE4D. Foi visto que a duracdo da anestesia
induzida por xilazina em camundongos deficientes para PDE4D foi
significativamente menor em comparagao aos selvagens, enquanto que a anestesia
para camundongos deficientes da PDE4B em relagdo a selvagem foi similar. Da
mesma forma, perceberam que um inibidor de PDE4 reduzia significativamente a
duracdo da anestesia em camundongos selvagens, mas ndao em camundongos
deficientes para PDE4D. Além disso, observou que a atividade da PDE4 no tronco
cerebral de camundongos deficientes para PDE4D foi significativamente inferior em
comparagao com os selvagens e os deficientes para PDE4B, indicando que PDE4D
€ o principal regulador do metabolismo de AMPc nesta estrutura cerebral. Diante
disso, perceberam que a émese esta relacionada com a capacidade dos inibidores
de PDE4 em penetrar o SNC ao invés de sua afinidade com a PDE4 (Robichaud e
cols, 2002a; Robichaud e cols, 2002b).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Neur%C3%B4nios
http://pt.wikipedia.org/wiki/Noradrenalina

87

O inibidor de PDE-4, roflumilaste, Unico representante da classe empregado
na clinica, apresenta eficacia reconhecida no tratamento da asma, DPOC e SARA,
mas a sua utilizacéo é limitada devido aos efeitos adversos como nauseas e vomitos
(Baeumer e cols, 2005; Chung, 2006; Maurice e cols, 2014; Yan e cols, 2014; Yu e
cols, 2014). O principal desafio no desenvolvimento de uma nova geragdo de
inibidores de PDE-4 €, sem duavida, melhorar o indice terapéutico desses compostos
(Lipworth, 2005). Varias abordagens visando a otimizacdo dessa classe de farmacos
vém sendo empregada, dentre elas o desenho de inibidores seletivos para os
subtipos de PDE-4 (Kodimuthali e cols, 2008).

Em conjunto, este trabalho mostra o importante papel regulatério exercido
pelos compostos LASSBIos e cilomilaste, na resposta inflamatéria induzida por LPS
e particulas de silica no pulmédo de camundongos. Os dados obtidos demonstraram
uma reduc¢do da producao de citocinas e quimiocinas inflamatdrias e fibréticas, o que
acarreta na inibicdo da migracdo de leucécitos e na deposicdo de colageno no
parénquima pulmonar. Desta forma, hd melhora no quadro inflamatério e fibrético
gue consequentemente resulta no restabelecimento da funcdo pulmonar desses
animais, o que indica uma correlacdo farmacoldgica que possibilita o
desenvolvimento de um agente terapéutico para SARA e a silicose.

De qualquer forma, estudos adicionais visando melhorar a poténcia desses
compostos se fazem necessarios, a fim de compreender o perfil cinético de modo a
minimizar ou mesmo excluir os efeitos adversos tipicos dos inibidores de PDE4,
émese, comprometendo sua eventual aplicacdo como candidatos a farmacos

inibidores de PDE4 promissores, sugerindo a necessidade de otimizacao estrutural.
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6. Conclusdes

Verificamos que a partir de uma série de 13 derivados sulfonamidicos e
sulfonilidrazénicos do LASSBi0-448, foram identificados 4 deles com atividade
inibitéria para as isoformas PDE4A1A e PDE4D3, porém néo para a PDE4B1
e PDE4C. Os compostos de referéncia apresentaram atividade inibitéria sobre

todas as isoenzimas testadas;

Os derivados LASSBIi0-1612, LASSBIi0-1628, LASSBIi0-1631 e LASSBIi0-1632
apresentaram atividade inibitéria sobre a producdo de TNF-a a partir de
macréfagos alveolares murinos (linhagem AMJ2C11) ativados por LPS in

Vitro;

Os quatro derivados selecionados mostraram atividade anti-inflamatoéria e
anti-fibrética nos modelos de doenca pulmonar aguda (LPA) e crbnica

(silicose) avaliados em camundongos;

Todos os derivados apresentaram atividade central pré-emética, um efeito

adverso associado aos inibidores de PDE4;

Em conjunto nossos resultados mostram que os derivados selecionados
LASSBIi0-1612, LASSBIi0-1628, LASSBIi0-1631 e LASSBI0-1632 se mostram

promissores porém, apesar de apresentarem propriedades terapéuticas

importantes nos modelos de inflamagdo pulmonar testados, os referidos

compostos precisam ser otimizados para minimizacao dos efeitos indesejaveis.
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