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Abstract: In this paper will be described the physiopathological aspects of asthma and the main results
obtained by the Laboratdrio de Avaliagdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBio®) in the discovery of novel
antiasthmatic prototypes drug candidates, using physiological approach as an strategy to rational drug design.
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Resumo

Neste artigo serdo tratados os aspectos fisiopatoldgicos da asma e descritos os principais resultados obtidos
pelo Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substdncias Bioativas (LASSBio®) na descoberta de novos candidatos
a protétipos de farmacos antiasmaticos, através do emprego da abordagem fisiolégica como estratégia de
planejamento racional.
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1. Asma: Mecanismo, definigao,
epidemiologia e tratamento

A prevaléncia das doencas alérgicas e da asma
observou considerdavel aumento nas ultimas
décadas, afetando cerca de 20% da populagdo dos
paises desenvolvidos. Estas doencas sdo resultado
de uma resposta exagerada do sistema imunoldgico
a determinado antigeno (Ag). Entende-se por
antigeno toda particula ou substancia (de origem
bioldgica, quimica ou fisica) capaz de iniciar uma
resposta imune, deflagrada a partir do
reconhecimento do antigeno pelos linfécitos,
levando a producdo de anticorpos (Ac) especificos.
Este processo envolve a participacdo de células
apresentadoras de antigenos (e.g. macrofagos,
mastdcitos, linfocitos B e células dendriticas) que
possuem em sua superficie proteinas codificadas
pelo complexo principal de histocompatibilidade
(MHC, do inglés: major histocompatibility complex)
e que reconhecem o antigeno apresentando-o aos
linfocitos T, através da interacdo com receptores
CD4" (Figura 1). Os linfécitos sdo os principais
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simbiodtico

5. Comentarios Finais

leucdcitos responsdveis pela resposta imune e
subdividem-se em linfocitos T (principal efetor da
imunidade celular) e linfécitos B (com papel central
na imunidade humoral). Os linfocitos T ativados
durante a resposta alérgica se diferenciam em
linfécitos Ty2 capazes de coordenar e amplificar a
resposta antigeno-especifica, através da sintese de
citocinas  proé-inflamatérias, a exemplo da
interleucina  (IL)-4, IL-5, IL-9 e IL-13. 0]
reconhecimento  destas citocinas por seus
receptores especificos desencadeia uma série de
respostas intracelulares que culminam com
fendbmenos de proliferacao, guimiotaxia,
imunomodulacdo, apoptose e diferenciagdo celular.
A liberagdo de IL-4 e IL-13, a partir das células Ty2,
promovem a ativacdo dos linfécitos B conduzindo a
secrecao de imunoglobulina E (IgE). Enquanto, a
liberagdo de IL-9 e IL-5 resulta na proliferagdo e
diferenciacdo de mastdcitos e  eosindfilos,
respectivamente.l'2 A liga¢do do anticorpo IgE aos
receptores de alta afinidade para IgE (i.e. FceRll),?
presentes na membrana de mastdcitos, induz
condicdo ideal para o reconhecimento posterior do
complexo IgE-mastécito pelo alérgeno, iniciando

36


mailto:lidia@pharma.ufrj.br

Vo

alteragbes na unidade Fc da molécula de IgE,
resultando em alteragdes bioquimicas intracelulares
que culminam com o processo de degranulagdo e
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liberacdo de diversos mediadores quimicos,
responsaveis pelos sintomas clinicos da doenca.*®
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Figura 1. Esquema representativo das principais células e mediadores envolvidos com a resposta asmatica

A ativagdo dos mastdcitos tem papel central na
fase imediata ou aguda da asma atdpica e ndo-
atépica, levando a respostas localizadas envolvendo
formacdo de edema, inchaco tecidual e
broncoconstricdo. Fendmenos decorrentes da
liberagdo de mediadores quimicos tais como:
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histamina, PGD,, leucotrienos cisteinicos (i.e. LTC,,
LTD, e LTE,), PGE, LTB;, TNF-ae IL-1.
Simultaneamente, ocorre a diferenciacdo de
eosindfilos, catalisada pela liberacdo de IL-5, e
posterior migracdao para o tecido pulmonar, em
decorréncia a estimulos quimiotdxicos tais como:

Rev. Virtual Quim. |Vol1| |No.1| |35-48|



Lima, L. M. & Lima N. M.

eotaxina, IL-4, IL-13, LTB,, TGFpB, e TNFo.” Os
eosindfilos constituem a célula predominante no
infiltrado  inflamatério da resposta asmatica
imediata e tardia. Possuem vias de sinalizagdo
multiplas e quando ativados liberam proteinas
citotoxicas responsaveis por danos ao epitélio
pulmonar e disturbios da fungdo ciliar. Sintetizam
mediadores lipidicos, a exemplo do LTC; — que no
espacgo extracelular é convertido a LTD,4 por a¢do da
glutamil transpeptidase — LTB4 e PAF. Os
leucotrienos cisteinicos (LTC; e LTD4) promovem a
contra¢do do musculo liso bronquial, produgao de
muco, reducdo do transporte  mucociliar,
descamacdo do epitélio bronquial, alteram a
permeabilidade vascular contribuindo para a
formagcdao do edema das vias aéreas. Ademais, os
eosindfilos ampliam a resposta inflamatéria através
da producdo de agentes quimiotaxicos, que
mobilizam novos eosindfilos para o foco
inflamatério, a exemplo do PAF, LTD,; LTB,,
eotaxinas e MCP-4.>%*

Inicialmente descrita por Hipdcrates (460-377
aC), a asma é uma doenca inflamatdria crénica das
vias aéreas, de origem multifatorial, caracterizada
pela hiperresponsividade bronquica, obstrucdo e
remodelamento das vias aéreas, acarretando
episddios de broncoespasmo, sibilos, dispnéia,
sensacdo de aperto no peito e tosse.”®*! Constitui
uma das doencgas cronicas de maior incidéncia no
mundo contemporaneo e sua prevaléncia vem
aumentado significativamente nos ultimos 30
anos."” Segundo dados da Organiza¢gdo Mundial da
Saude (OMS) foram diagnosticados em 2006 a
existéncia de 300 milhdes de pacientes asmaticos no
mundo, com relatos de 255.000 Abitos no ano
anterior.® No Brasil estima-se que a doenca
acometa 10% da populagao, representando cerca de
16 milhdes de asmaticos, com dbito anual de 2.200
pessoas, constituindo a quinta causa de internacdes
hospitalares e representando o terceiro maior gasto
do Sistema Unico de Saude (SUS) com
hospitalizacdes. **

A asma é uma fisiopatologia genericamente
classificada em asma atdpica e nao atdpica. Esta
classificagdo decorre da participagdo ou ndo de
mecanismos alergénicos mediados pela presenga de
IgE.">*® A resposta asmatica é comumente dividida
em duas fases: imediata ou aguda, envolvendo
componente de broncoconstricdo, e tardia ou
cronica — associada a reagdes inflamatdrias das vias
aéreas. Durante a fase tardia — observada em tempo
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variavel apds a exposi¢cdo ao estimulo antigénico —
ocorre a cronificagdo da resposta inflamatéria das
vias aéreas, caracterizando um dos principais

sintomas associado a asma, i.e. a
hiperresponsividade brénquica.’’ A
hiperresponsividade broénquica refere-se a

sensibilidade anormal das vias aéreas a varios
estimulos exdgenos, tais como substancias quimicas
irritantes, ar frio, alérgenos, poluentes atmosféricos,
farmacos, entre outros.”® A presenca de inflamac3o
cronica — decorrente da falta de reparo adequado a
resposta inflamatéria — induz a liberagao constante
de diversos mediadores quimicos, enzimas
proteoliticas e radicais livres de oxigénio,
promovendo  danos  teciduais progressivos,
ocasionando altera¢cbes de carater anatémico e
funcional das vias aéreas, caracterizando o processo
de remodelamento brénquico.™*?!

Figura 2. Esquema ilustrativo de crianga asmatica
antes e apds o tratamento farmacoldgico

O tratamento da asma é baseado no emprego de
farmacos de duas classes terapéuticas:
broncodilatadores — eficazes no controle da resposta
asmatica de fase aguda ou imediata — e anti-
inflamatérios — responsdveis pelo controle da fase
tardia ou croénica da asma (Figura 2). Dentre a classe
dos broncodilatadores destacam-se os agonistas 3,
adrenérgicos, antagonistas dos receptores de
leucotrienos cisteinicos (CysLTant), anticolinérgicos
e metilxantinas. Os corticosterdides, anti-
histaminicos estabilizadores de membrana de
mastécitos, inibidores de 5-lipoxigenase e CysLTant
constituem classes de farmacos anti-inflamatérios
utilizados no tratamento da asma (Figura 3).%

Embora, a grande maioria dos pacientes
asmaticos possam ser adequadamente tratados pelo
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uso regular da associacdo entre corticdides e terapéuticas, mais eficazes e seguras, para o
agonistas P, adrenérgicos inalados, cerca de 5-10% tratamento da asma.”*>?®

da populagdo mundial desenvolvem a chamada
asma crbnica severa e ndo respondem ao
tratamento farmacoldgico disponivel, contribuindo
oot enfermidade ™ Ao Tongn. dos dose dhimay | [epresentada pela descoberts dos  protétipos

) ) LASSBio-552 e LASSBio-596.
décadas inumeros esforcos de pesquisa foram
dedicados a identificagdo de novas alternativas

Neste artigo sera apresentado de forma
resumida a contribuicdo do LASSBio® na busca por
novos candidatos a farmacos antiasmaticos,
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Figura 3. Esquema representativo dos principais farmacos antiasmaticos (broncodilatadores e anti-
inflamatérios) utilizados na terapéutica no periodo de 1920’s a 2000’s.

2. LASSBio®: Mini-historico, objetivos e Titular Eliezer J. Barreiro. Congregam-se neste
metas laboratério os setores de Sintese Organica
Medicinal, Modelagem Molecular e Farmacologia,

O Laboratério de Avaliagio e Sintese de que trabalham integrados de forma harménica. O
Substancias Bioativas (LASSBio®) da Universidade LASSBio® tem como meta central a formagdo de
Federal do Rio de Janeiro constitui um laboratério recursos humanos qualificados na area de Quimica
de pesquisa multidisciplinar na area da Quimica Medicinal, ainda insipiente no pais,”’ e como
Medicinal, criado e coordenado pelo Professor objetivo principal contribuir para a descoberta de
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novos farmacos. Os projetos de pesquisa -
objetivando a descoberta e desenvolvimento de
novos prototipos candidatos a farmacos para o
tratamento de desordens crbnicas degenerativas
(eg. artrite, asma, cancer, Doenca de Chagas e
Alzheimer) — sdo pautados na aplicagdo da
estratégia de planejamento molecular baseado no
mecanismo de acdo pretendido, também conhecido
como abordagem fisioldgica.”® Nesta estratégia
elege-se inicialmente a doenca seguida do melhor
alvo molecular para controle e tratamento da
enfermidade  selecionada. Com  base nas
informacgdes disponiveis para o alvo identificado
procede-se a etapa de planejamento racional,
aplicando-se as estratégias de desenho estrutural
dependente ou independente do biorreceptor. A
estrutura do (s) ligante (s) desenhado (s) aplicam-se
estratégias de modificagdo molecular caracteristicas
da Quimica Medicinal — a exemplo das estratégias
de Dbioisosterismo, anelagdo, simplificagdo e
hibridacdo molecular — visando a construgao de uma
série congénere de derivados originais.”’”*>*° A série
planejada é sintetizada - empregando-se

Vo

metodologia cldssica da quimica organica sintética —
e avaliada farmacologicamente empregando-se
bioensaios in vitro e in vivo, que visam a
determinacdo da atividade sobre o alvo molecular
selecionado e a afericdo de eficicia em modelos
animais da doenca alvo inicialmente eleita (Figura
4). N3&o obstante, etapas subsequentes de
otimizacdo sdo necessdrias para ajustes das
propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicoldgicas. Para o cumprimento destas atividades
o LASSBio® conta com uma equipe constituida de 4
docentes permanentes, 2 docentes colaboradores, 3
pesquisadores post-doc, 16 estudantes de pds-
graduacdo — de diferentes programas de pods-
graduacao da UFRJ — 13 estudantes de graduacdo e
diversas colaboragdes inter-institucionais e inter-
departamentais, incluindo colaboragdao com grupos
de exceléncia da drea da Quimica Medicinal na
Europa e América Latina.

®
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Figura 4. Sumario das atividades de Pesquisa do LASSBio®
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3. LASSBio-552: Prototipo antiasmatico
antileucotrieno

Ao longo das Ultimas décadas avancgos
significativos foram realizados na compreensdo da
etiologia e patogénese da asma, permitindo o
mapeamento das principais células e alvos
moleculares envolvidos com a resposta asmatica. A
elucidagdo da participacgdo do componente
inflamatério como evento chave do processo de
hiperresponsividade brénquica e remodelamento
das vias aéreas consagrou a relevancia terapéutica
de farmacos anti-inflamatérios no controle da
resposta asmatica de fase tardia ou croénica. Os
principais representantes desta classe sdo os
farmacos anti-inflamatdrios esteroidais (AIEs) ou
corticosterdides, a exemplo da beclometasona
(Figura 3), primeiro AlIEs empregado como agente
antiasmatico, introduzido na terapéutica nos anos
1970’s. A constatacdo de varios efeitos adversos
associados ao wuso sistémico dos AlEs levou
inicialmente a busca por novos AlEs de uso
inalatério, com rdpido onset de acdo e curta meia-
vida sistémica (e.g. fluticasona e ciclesonida, Figura
3), e posteriormente a busca por novos anti-
inflamatdrios com mecanismo de acdo distinto aos
corticosterdides.

Neste contexto, os receptores de leucotrienos
cisteinicos (CysLT) surgem como alvo promissor para
o desenvolvimento de novos antiasmaticos. Estes
receptores subdividem-se em dois tipos: CysLT; e
CysLT2,31 e controlam as atividades bioldgicas do
LTC,4, LTD,4 e LTE,, conhecidos como substancia lenta
da anafilaxia. O reconhecimento do LTC, e LTD, —
liberados a partir de mastdcitos e eosindfilos
ativados (Figura 1) — pelos receptores CyslLT,;
induzem aumento da permeabilidade vascular,
producdo de muco, reducdo do transporte
mucociliar e broncoconstricdo — com poténcia 1000
vezes superior a histamina — *3* e evidenciam a
potencialidade terapéutica do bloqueio seletivo
destes receptores para o desenvolvimento de novos
antiasmaticos. Vdrios antagonistas de receptores de
leucotrienos cisteinicos (CysLTant) foram
descobertos nos Ultimos anos, entretanto, a
consagracao dos receptores CysLTl como alvo
promissor para o desenvolvimento de farmacos
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antiasmaticos decorre da aprovagao, no final dos
anos 1990’s, pela agéncia americana FDA, dos
farmacos antileucotrienos zafirlucast (15) e
montelucast (7) (Figura 3).

Pautados na importancia do desenvolvimento de
novos antiasmaticos que congregam na mesma
estrutura propriedades anti-inflamatéria e
broncodilatadora, a exemplo do zafirlucast (15) e
montelucast (7), e aplicando a estratégia de
planejamento racional baseada na abordagem
fisioldgica (Figura 6), o LASSBio® identificou os
receptores CysLT; como alvo atraente para o
desenho de novos protétipos de farmacos
antiasmaticos logrando na descoberta de LASSBio-
552 (2-4-[3-(1H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)propoxi]fenil-
1,3-isoindolinadiona).>* Este protétipo tetrazdlico foi
identificado a partir de uma série congénere de
derivados ftalimidicos funcionalizados (18-24, Figura
5), planejados a partir de modificagdes — baseadas
na aplicacdo de estratégias bioisostéricas e de
simplificagdo molecular — sobre a estrutura dos
protétipos montelucast (7) e 17 (Figura 5).

A série foi inicialmente testada in vitro quanto
sua capacidade de inibir a contracdo induzida por
LTD, em anéis de traquéia de cobaias, utilizando o
zafirlucast (15) como farmaco de referéncia. Na dose
de screening de 100 uM LASSBio-552 apresentou
propriedade musculo relaxante semelhante ao
zafirlucast sendo selecionado para estudo de
concentragdo resposta (Clsp). Neste estudo foi
evidenciado a menor poténcia e a maior eficacia de
LASSBio-552 quando comparado ao farmaco
zafirlucast (15).* O efeito anti-inflamatdrio
comparativo de LASSBio-552 e 15 foi determinado
no modelo de pleurisia alérgica em ratos. Neste
modelo foi demonstrada a capacidade de LASSBio-
552 inibir de forma expressiva a migracdo de
eosindfilos e células mononucleares para a cavidade
pleural, de forma andloga ao farmaco de referéncia,
evidenciando importante perfil anti-inflamatdrio.
Posteriormente, foi demonstrada a capacidade de
LASSBio-552 em inibir a produgao de leucotrienos
cisteinicos a partir de mastdcitos ativados por
estimulo alergénico.*® Em conjunto, estes resultados
caracterizaram LASSBio-552 como legitimo agente
antileucotrieno, com propriedades anti-
inflamatdrias e musculo relaxante, ratificando-o
como auténtico protoétipo antiasmatico.

Rev. Virtual Quim. |Vol1| |No.1| |35-48|
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o) X = (CHy); (24, LASSBi0-552)

X = CHj (18);
X = CHCH; (19);
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quinolina x ftalimida = troca bioisostéricaclassica (Ae A)

Figura 5. Génese de LASSBio-552

4. LASSBio-596: Prototipo antiasmatico
simbidtico

As doencgas cronicas degenerativas de origem
multifatorial — a exemplo da asma - sdo
inadequadamente tratadas com farmacos mono-
alvo (“magic bullets”). Os melhores resultados no
tratamento do paciente asmdtico sdo alcan¢ados
pela associacdo de farmacos com atuagdo nos
receptores [3, adrenérgicos e sobre os receptores de
glicocorticdides, a exemplo do salbutamol e
fluticasona, respectivamente. Estas constatacdes
clinicas evidenciam que o tratamento adequado da
asma ¢é dependente de uma intervengdo
farmacoldgica em mais de um alvo molecular, o que
pode ser alcangado pelos chamados
farmacos/agentes simbidticos. Entende-se por
agente simbidtico protétipo desenhado para atuar
em no minimo dois alvos moleculares, pertencentes
a janelas bioquimicas distintas, porém, envolvidos
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em uma mesma resposta fisiopatoldgica.’’ O
desenho do agente simbiético é baseado no método
de combinacao de farmacdéforos pré-selecionados, a
partir de protdtipos seletivos para os alvos eleitos,
constituindo o desafio da etapa de planejamento
assegurar poténcia comparavel sobre os alvos
moleculares previamente selecionados.’’>®

Dentre os alvos passiveis de intervencdo
farmacoldgica para o tratamento da asma o fator de
necrose tumoral-alfa (TNFa) e a fosfodiesterases
serdo brevemente tratadas neste artigo.>**°

O TNFo é uma citocina pleiotrépica possuindo
atividades proé-inflamatéria e imunomoduladora. Em
baixa concentracdo plasmadtica exerce seu potencial
farmacolégico através de acbes do tipo paracrina e
autdcrina, regulando a ativacdo de células
endoteliais e de diferentes leucdcitos. Em altas
concentragbes o TNFo exerce ag¢les do tipo
enddcrina, estando associado a patogénese de
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varias enfermidades de natureza auto-imune e
inflamatéria, a exemplo da asma.*™* E
biossintetizado na forma de proteina precursora

inativa, ancorada a membrana plasmatica (26 kDa),

Lima, L. M. & Lima N. M.

e liberado por clivagem proteolitica regiosseletiva
catalisada pela enzima conversora de fator de
necrose tumoral alfa (i.e. TACE).*

Alvo: CysLT1

Série Congénere

Sintese

Novo Protétipo
Antiasmatico

LASSBio-552

Abordagem Fisioldgica

Doenca: asma

baatuia s e lia:m e Sisane da Sakatdncin Dnsdionn

Alvo: TNFo e PDE4/ PDES

®
Série Congénere

Sintese

Novo Protétipo
Antiasmatico

LASSBio-596

Figura 6. Descoberta dos protdtipos antiasmaticos LASSBio-552 e LASSBio-596

O reconhecimento do TNFoa por seus receptores
de membrana (i.e. TNF-R1 ou TNF-p55 e TNF-R2 ou
TNF-p75) induz uma série de eventos — parte
mediados pela participagdo do nuclear factor-x-
binding (NFkB) como segundo mensageiro **
incluindo proliferacdao de fibroblastos, inducdao da
expressdao de moléculas de adesdo (e.g. VCAM e
ICAM) sintese de PGE,, migracdo leucocitaria, entre
outros. Em situagdes normais, os niveis plasmaticos
de TNFa sdo finamente regulados pelos receptores
soluveis de TNF. Estes receptores, gerados a partir
da clivagem proteolitica do dominio extracelular dos
receptores TNF-R1 e TNF-R2, competem pela ligacao
do TNFaa seus receptores de membrana,
permitindo a manutencdo de mecanismo efetivo de
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feedback controlador das atividades deflagradas por
esta citocina.*’ ™

As fosfodiesterases (PDEs) constituem
superfamilia de enzimas responsaveis pela
degradacdo — via hidrdlise da ligagdo 3’-éster de
fosfato — de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
(AMPc) e guanosina 3’,5-monofosfato ciclico
(GMPc), importantes segundos mensageiros
envolvidos com respostas de sinalizagdo e
homeostasia celular, incluindo producdo e liberacado
de mediadores inflamatérios, relaxamento
muscular, vasodilatacdo e apoptose.*”® Elas diferem-
se quanto a especificidade pelo substrato,
modulagdo da atividade enzimatica e distribuigdo
celular e tecidual. S3o conhecidas 11 isoformas
(PDE1-PDE11), sendo as PDEs 4, 7 e 8 especificas
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para o reconhecimento e clivagem do AMPc; PDEs 5,
6 e 9 GMPc especificas e PDEs 1, 2, 3, 10 e 11 ndo
seletivas.”®>! Nas células e tecidos envolvidos com a
resposta asmatica hd predominio das isoformas
PDE-1, PDE-3, PDE-4 e PDE-5.>

O primeiro inibidor PDE utilizado na terapéutica
da asma foi a teofilina (Figura 3), inibidor ndo
seletivo das isoformas PDE-3 e PDE-4 com acgles
paralelas sobre os receptores de adenosina.”® Em
linhas gerais a inibicdo das acdes mediadas pelas
PDEs 3, 4 e 5 nas vias aéreas resulta em efeito
vasodilatador e musculo relaxante, enquanto que, as
atividades mediadas pela inibicdo da PDE-4
conduzem a efeitos anti-inflamatarios.

Em continuidade aos esforcos de pesquisa do
LASSBio® na busca por novos candidatos a
protétipos de farmacos antiasmaticos, a aplicacdo
da abordagem fisiolégica como estratégia de
planejamento racional, permitiu identificar a
citocina TNFa e as enzimas PDE-4 e PDE-5 como
alvos promissores para o desenho de novos

Vo

protdtipos antiasmaticos simbidticos (Figura 6). A
etapa de planejamento estrutural dos novos agentes
antiasmaticos simbidticos iniciou-se pela selegdo — a
partir de dados da literatura cientifica e patentaria —
de protétipos com adequada poténcia e seletividade
sobre os alvos moleculares eleitos (i.e. TNF, PDE-4 e
PDE-5). A partir destes estudos foram selecionados a
talidomida (25)** — como protétipo modulador das
acbes do TNFa — sildenafila (26), como inibidor
seletivo de PDE-5, e a arilsulfonamida (27) — como
protétipo inibidor seletivo de PDE-4 (Figura 7). Em
seguida, com base em dados da relagdo estrutura
quimica atividade biolégica, de cada um dos
protétipos selecionados e de seus analogos
estruturais, foi realizado o processo de dissecacdo
molecular, com subsequente mapeamento das
unidades farmacoféricas e auxofdricas dos
protétipos em estudo. Apds a identificacdo das
subunidades farmacoféricas procedeu-se etapa de
combinacdo dos farmacédforos selecionados,
empregando-se a estratégia de hibridacdao molecular
(Figura 7). *°

talidomida (25)
prototipo anti-TNF

A, C,C’', D =unidades farmacoforicas
B = unidade auxofdrica

S\;O

&

¢’

Hs

arilsulfonamida (27)
protétipo anti-PDE4

_:‘)ridagﬁo Molecular

C?
sildenafila (26) ™
protétipo anti-PDES

trocas
bioisostéricas

Figura 7. Génese dos protoétipos simbidticos (28-32)
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O hibrido planejado (28) foi modificado a partir
de trocas bioisostéricas da unidade N-
metilpiperazina, visando a construgdo de série
congénere, permitindo o desenho das sulfonamidas
(29-32). Apds etapas seguintes de sintese,
purificacdo e caracterizacdo estrutural, os
compostos foram inicialmente ensaiados em modelo
de inflamacao pulmonar aguda induzida por inalagado
de LPS. Neste modelo a resposta inflamatdria é
observada pelo aumento do ndmero de neutrofilos
no lavado bronco alveolar (LBA) dos animais
tratados com LPS, sendo este processo de migracao
dependente da participacdo da citocina TNFa..”” Os
resultados obtidos revelaram a capacidade dos
hibridos (28-32) inibirem o processo de migragdo
celular e diminuirem os niveis de TNFa no LBA,
sendo LASSBio-468 (2-[4-(1,4-tiazinan-4-
ilsulfonil)fenil]-1,3-isoindolinadiona) o mais potente
com DEsp = 2,5 mg/Kg.58 Posteriormente, foi
determinada a habilidade de LASSBio-468 (32) inibir
in vitro as enzimas PDE-4 e PDE-5. Os resultados
obtidos revelaram baixa poténcia inibitéria sobre as
enzimas alvos com valores de Clsp de 82 uM e 152
puM  para as isoformas PDE-4 e PDE-5,
respectivamente.”® A acdo anti-inflamatéria e
imunomoduladora de LASSBio-468 foi confirmada
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em outros modelos animais dependentes da
producdo do TNFo e do aumento de nucleotideos
ciclicos.”

Confirmado o cardter simbidtico de LASSBio-468
e considerando a labilidade quimica do nucleo
ftalimidico, frente a hidrdlise pH dependente,
experimentalmente demonstrada para o protdtipo
talidomida,® foi ponderada a hipdtese de
bioconversdo de LASSBio-468 em seu derivado
carboxi-amidico corresponde (33). Para tanto, o
produto hidrolisado foi preparado resultando no
composto LASSBio-596 (acido 2-[4-(1,4-tiazinan-4-
ilsulfonil)fenilcarbamoil]benzéico) (Figura 8). Este
derivado foi testado em modelo de injuria pulmonar
aguda, sendo capaz de modular o processo
inflamatério pulmonar, revertendo as alteracdes
mecanicas, bloqueando a fibroproliferacao, inibindo
o recrutamento de neutréfilos e a producdo de
TNFa.®"® Quando ensaiado em modelo de asma
croénica murina, LASSBio-596 foi capaz de prevenir as
alteragdes morfométricas e mecanicas do pulmao
induzida pelo quadro de asma, bloqueando o
processo de fibroproliferacdo e diminuindo a
resisténcia das vias aéreas, configurando-se como
legitimo  protétipo antiasmatico  simbidtico.®*®*

talidomida (25)

in vivo
pH-dependente

OH
metabodlito da talidomida (34)

O
1.0
OS\/
N

LASSB|0-468 (32) 3
transformacio in vivo
quimica
\\ f,f

Qi@

LASSBIio-596 (33)

Figura 8. Talidomida, LASSBio-468 e seus produtos de hidrdlise
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5. Comentarios Finais

Dentre as distintas dreas tematicas de interesse
do LASSBio® as doencas pulmonares, a exemplo da
asma, vem sendo estudadas de forma sistematica
em ambito de projetos de colaboragdo inter-
institucionais e inter-departamentais. A aplicacdo da
abordagem fisioldgica como estratégia de
planejamento  racional constitui  ferramenta
importante no desenho de protdtipos de diversas
classes terapéuticas e ao longo dos Uultimos sete
anos vem sendo empregada com éxito na
descoberta de novos candidatos a protétipos de
farmacos antiasmaticos, a exemplo de LASSBio-552
e LASSBio-596. O ultimo estudado em ambito do
projeto Instituto do Milénio: Inovagdo e
Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos (IM-
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