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PDE4 inhibitors: From Discovery and Announced Failure to its Resurgence

Abstract: Phosphodiesterase 4 (PDE4) acts in the control of cAMP levels, which are involved in
modaulation of inflammatory processes. This characteristic has made this enzyme a very attractive target
for development of anti-inflammatory drugs and numerous PDE4 inhibitors have been described.
However, as soon these compounds were discovered, their side effects such as emesis were revealed
and doubts about the therapeutic use of these inhibitors in humans grew up. Nevertheless, the
synthesis of more selective compounds, summed up to the great ability in inhibiting inflammatory
events, led to FDA approval of roflumilast in 2011 for the treatment of chronic obstructive pulmonary
disease (COPD). This resurgence encouraged the discovery of other therapeutic applications such as
treatment of cancer and diseases associated to the immune system, culminating with the approval of
apremilast in 2014 for treating psoriatic arthritis. Thus, this review aims to show the stages of
development of PDE4 inhibitors, since its discovery until its resurgence with the approval for clinical use,
passing through the disbelief that one day this could be possible.

Keywords: PDE4; anti-inflammatory; COPD; therapeutic applications.

Resumo

A fosfodiesterase 4 (PDE4) atua no controle dos niveis de AMPc, o qual estd envolvido na modulagdo de
processos inflamatdrios. Esta caracteristica tornou este alvo bastante atraente para o desenvolvimento
de farmacos anti-inflamatdrios e diversos inibidores de PDE4 foram descritos. Entretanto, logo se
descobriu que estes compostos causavam efeitos colaterais, como émese, o que levou a descrenga de
que estes pudessem ter alguma aplicagcdo terapéutica e serem usados em humanos. Apesar disto, a
sintese de compostos mais seletivos, além da grande capacidade de inibir eventos inflamatdrios no
sistema respiratorio levou a aprovacgdo do roflumilaste pelo FDA, em 2011, para o tratamento da doencga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Este ressurgimento incentivou a descoberta de outras aplicagGes
terapéuticas como o tratamento do cancer e doengas correlacionadas com o sistema imunoldgico,
culminando com a aprovagdo do apremilaste em 2014 para uso na artrite psoridsica. Assim, esta revisdao
busca mostrar as etapas de desenvolvimento dos inibidores da PDE4, desde sua descoberta até seu
ressurgimento com aprovacgdo para uso clinico, passando pela descrenga de que isso fosse possivel um
dia.

Palavras-chave: PDE4; anti-inflamatdrio; DPOC; aplica¢Ges terapéuticas.
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1. A Classe das Fosfodiesterases e
sua Caracterizagao

As fosfodiesterases de nucleotideos
ciclicos (PDEs) foram descritas pela primeira
vez em 1962 pelo Dr. Earl Sutherland e seus
colaboradores logo apds a descoberta do

3’,5’-monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) (1) em 1958.*3
Atualmente, entende-se que estas

enzimas desempenham um papel critico na

Novas Aplicacdes da Classe dos Inibidores da PDE4

regulacdo indireta da sinalizagdo de diversas
vias do metabolismo intracelular. Este
controle se da através da hidrdlise seletiva de
ligacGes fosfodiéster de substratos
especificos como o AMPc (1) e 0o GMPc (3°,5'-
monofosfato ciclico de guanosina) (2) que
atuam como segundos mensageiros nestas
vias de sinalizagdo. A hidrdlise das ligagdes
fosfodiéster destes nucleotideos culmina na
inativacdo dos mesmos, através da formacao
de 5’-monofosfato de adenosina (5’-AMP)
(3), para o substrato AMPc (1), e 5’-
monofosfato de guanosina (5’-GMP) (4), para
o substrato GMPc (2) (Esquema 1).>*°
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Esquema 1. Hidrdlise da ligagdo 3’-fosfodiéster para AMPc (1) e GMPc (2) através da atividade
catalitica das PDEs. Onde R = adenosina para AMPc (1) e 5’-AMP (3) e R = guanosina para
GMPc (2) e 5’-GMP (4)°

Apds a identificagdo inicial da classe das
fosfodiesterases, percebeu-se que havia mais

de uma isoforma destas enzimas com
diferentes propriedades cromatograficas,
cinéticas, diferentes substratos,

especificidade e propriedades farmacoldgicas
que foram identificadas em extratos de
cérebro e em outros 6rgdos de roedores.’
Atualmente, relata-se na literatura que ha 11
familias de isoenzimas da classe das PDEs que
sdo nomeadas com algarismos ardbicos de 1
a 11, como por exemplo PDE1-PDE11,
apresentando distribuicGes teciduais
diferenciadas (Tabela 1). Adicionalmente,
cada familia possui de 1 a 4 genes distintos,
originando mais de 20 genes em mamiferos
que decodificam mais de 50 proteinas
diferentes.  Estes genes sdo entdo
representados com letras maiulsculas apds a
numeragao respectiva, i.e. PDE1A, PDE1B e
PDE1C."

Em geral, as PDEs sdo observadas em sua
forma dimérica, ou seja, através da
associacao de duas subunidades
enzimaticas." A estrutura monomérica de

todas as isoformas é composta por 3
dominios distintos: um dominio catalitico,
uma subunidade N-terminal e outra C-
terminal 2%

O dominio C-terminal é similar em todas
as familias de PDEs, com excec¢do da PDES6,
que compartilha de 18 a 46% de homologia.'!
Este dominio esta envolvido em processos de
regulacdo enzimatica por fosforilacdo,’ mas
a sua funcdo fisiolégica permanece
desconhecida."™ O dominio N-terminal difere
de forma pronuncidvel entre as familias das
PDEs e, por isso, auxilia na caracterizagdo das
mesmas. Por fim, o dominio catalitico é o
responsavel pela hidrélise da ligacdo
fosfodiéster  presente  nos  substratos
monofosfatos ciclicos, devido a presenga de
um centro metdlico em sua estrutura
constituido do ion Zn** e por vezes também
do Mg*.* O dominio catalitico conserva certa
semelhanga, pois compartilha de 25 a 52% de
homologia entre as familias de PDE
encontradas em mamiferos, tornando a
busca por inibidores seletivos de PDEs um
grande desafio.’
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Tabela 1. Familia das PDEs: seus respectivos substratos e distribuicdo tecidual*®

Familia Substrato Distribuicdao em tecido
PDE1 AMPc e GMPc Coracao, cérebro, pulmao e musculo liso
PDE2 AMPc e GMPc Glandula supra—renal,,coragao, pulrr.1a‘o, figado, plaguetas
e células endoteliais
Coracdo, musculo liso, pulmao, figado, plaquetas,
PDE3 AMPc e GMPc ., , . . .
adipdcitos e células do sistema imunoldgico
PDE4 AMPC Cc,erebro, rim, flg‘ga.do, c?ragao, mgsculo |.ISO, puI’mjao,
células endoteliais e células do sistema imunoldgico
PDES GMPc Pulmao, plaquetas, mgs.culo |,ISO, coracao, células
endoteliais e cérebro
PDE6 GMPc Fotorreceptores, glandula pineal e pulmao
PDE7 AMPC Musculo esquelético, c‘ora,ga.no, rim, cérebro, pancreas e
linfocitos T
PDES AMPC Testlcul‘os, oIh,o§, flglado, mu'scullo. esquele‘tlco,. coracao,
rim, ovario, cérebro, linfécitos T e tireoide
PDE9 GMPc Rim, figado, pulmao e cérebro
PDE10 AMPc e GMPc Testiculos, cérebro e tireoide
PDE11 AMPC e GMPc Musculo esquelético, préstata, glandula pituitaria, figado

€ coragao

2. A Fosfodiesterase 4 (PDE4) e sua
Funcao

As fosfodiesterases do tipo 4 (PDE4) sdo
responsaveis pela hidrdlise seletiva de AMPc,
sendo classificadas como metaloidrolases.
Esta enzima possui em seu sitio catalitico ions
de Zn" e Mg capazes de formar complexos
com o substrato nucleotidico em questdo que
auxiliam na reacdo de hidrélise.® Estas
enzimas estdo presentes em uma gama de
diferentes tecidos como células do sistema
imunolégico, linfécitos T,**¥ neutrdfilos,™®
mondcitos,*’ eosindfilos, ' baséfilos,*
endotélio e musculo liso de vias aéreas, e
cérebro.”®

9

A familia PDE4 é codificada por 4 genes

conhecidos como PDE4A (hcl*:19p13.2),
PDE4B (hcl:1p31), PDE4C (hcl:19p13.1) e
PDE4D (hcl:5p12), que através de “splicing
alternativo” originam mais de 25 isoformas
humanas distintas de PDE4, tornando esta a
familia mais extensa dentre as
fosfodiesterases.*”® A expressdo  das
isoformas varia de acordo com o tipo celular
e o sitio intracelular em que estas estdo
compartimentalizadas (Tabela 2).**** Cabe
ressaltar que o dominio catalitico das
diferentes isoenzimas pertencentes a esta
familia se conserva na ordem de,
aproximadamente, 75% da sequencia de
aminodacidos.’

1 .
human chromosome location
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Tabela 2. Isoformas da familia PDE4: distribui¢do tecidua

Vo

24
|

Distribuigao em tecido PED4A PDE4B PDE4C PDE4D
Pulm3do e traqueia ** * ok *ok *k
Linfécitos B * % * % . _
Linfécitos T ok - . i}
Eosindflios ek ok . *%
Neutrdfilos * ** - *
Macrofagos ** - - i
Musculo esquelético *ok ok * %% *kk .
Figado, rins e coragao * ok *k * % %
* k%

Cérebro -

*** forte expressao; ** expressdo; * fraca expressao; - sem expressao.

Estudos de cristalografia de raios-X feitos
com a isoforma PDE4B demonstraram que a
estrutura do sitio ativo é formada por uma
reentrancia profunda presente no dominio
catalitico da enzima, ficando voltado
diretamente para face externa e exposto ao
solvente. Este sitio é dividido em trés regiGes
com funcgBes e caracteristicas fisico-quimicas
distintas (Figura 1)."

A primeira regidao é formada pelo centro
metdlico composto de ions divalentes, no
qual estd presente o Zn*? (coordenado com
residuos de histidina e aspartato, além de
duas moléculas de dagua) e o ion Mg™
(coordenado com o mesmo residuo de
aspartato que coordena o Zn*’, bem como
mais cinco moléculas de agua). Esta regido é
a responsavel pela hidrdlise da ligagdo
fosfodiéster do substrato AMPc.>?%%>%%

A segunda regido possui uma cavidade
hidrofébica com residuos de aminoacidos

apolares, como isoleucina e fenilalanina,
capazes de interagir por interacdes
hidrofébicas e do tipo m-m stacking,

respectivamente, com o anel planar purinico
presente no AMPc (Figura 1). Nesta mesma
regido, encontra-se ainda o residuo de

glutamina 369 que é responsavel por uma
importante interacdo com os nitrogénios da
adenosina através de ligacdo
hidrogénio.">?%*>?

A terceira regido possui uma cavidade
hidrofilica constituida essencialmente de
residuos de aminoacidos hidrofilicos e

preenchida com uma rede de moléculas de
- 13,20,25-2
agua.'>?0>>28

Estas regides sdo denominadas
respectivamente, sitio M, sitio Q e sitio S
(Flgura 1).13,20,25-28

A hidrdlise do AMPc ocorre através da
interacao desta molécula com os residuos de
aminodcidos presentes nos subdominios Q e
M. No sitio Q ocorre o reconhecimento do
nucleo adenosina presente na estrutura do
substrato, e no sitio M ocorre a reagao de
hidrélise propriamente dita. Neste, os
atomos de oxigénio presentes na estrutura
do substrato interagem com os ions Zn" e
Mg, que atuam como 4&cidos de Lewis
(Figura 2), tornando o atomo de fésforo mais
eletrofilico e suscetivel ao ataque do grupo
hidroxila, gerado pela desprotonacao de uma
molécula de dgua coordenada nesta regido
(Figura 2).1%%*%°
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Figura 1. Dominio catalitico da PDE4 com o AMP. Subdominios destacados em verde, para o
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Figura 2. Modelo de interacdo que leva a hidrélise

Todo este processo enzimatico descrito e
os niveis de PDE4 sdo regulados basicamente
através de dois processos: transcricdo e
fosforilagdo. O processo de transcricdo de
RNAm (RNA mensageiro), que leva a
producdo da PDE4, é observado para algumas
isoformas apds o estimulo ao aumento da
concentragio de AMPc no meio.’**! J3 o
processo de fosforilagdo é regulado através
de proteinas dependentes de AMPc. O
aumento da concentragdo deste promove a
ativacao de proteinas quinases como a PKA
(proteina quinase A) e a ERK (quinase
reguladora de sinais extracelulares), que por
sua vez, atuam na fosforilagio da PDE4
regulando a sua atividade.*

3. Os Inibidores da PDE4

3.1. Compostos Importantes e Requisitos
Estruturais

O fato da PDE4 estar envolvida com o
controle dos niveis de AMPc, o qual estd
envolvido na modulagdo de processos
inflamatdrios, e possuir distribuicdo variada
no corpo humano relacionada a seus
subtipos, i.e. A-D, criou a0 mesmo tempo
oportunidades e desafios para programas de
desenvolvimento de farmacos que visavam,
num primeiro momento, a busca por novos
anti-inflamatérios.

A teofilina (5) (Figura 3) foi o primeiro
inibidor de PDEs a ser utilizado na
terapéutica. No entanto, este composto é um
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inibidor pouco potente e pouco seletivo
entre as diferentes isoformas de PDEs (Clsg
PDE1 = 134 uM; PDE2 = 264 uM; PDE3 = 110
uM; PDE4 = 322 uM; PDE6 = 582 uM; PDE10
= 307 uM),® pertencente a uma familia de
derivados da metilxantina, como a 3-isobutil-
1-metilxantina (IBMX) (6), arofilina (7),
doxofilina (8), cipamfilina (9) e a pentoxifilina

Vo

(10) (Figura 3).° Efeitos colaterais sdo
observados com a utilizacdo desta classe,
pois a mesma apresenta janela terapéutica
estreita, limitando seu uso na terapia
medicamentosa.>**> Embora n3o sejam mais
comumente utilizados, estes farmacos sao
bastante conhecidos por suas atividades
broncodilatadora e ainti-inflamatéria.***’

o)
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Figura 3. Derivados da metilxantina inibidores de PDEs

Um dos representantes da primeira
geracdo de inibidores de PDE4 é o rolipram
(11) (Figura 4).%® Este composto é um potente
e seletivo inibidor da PDE4 (Cls, = 800nM),*
apresentando 100 vezes mais seletividade
por esta isoforma com relagdo as outras
PDEs.>*** Curiosamente, o rolipram (11) foi
planejado como um composto
antidepressivo,*®**' mas se mostrou ser um
inibidor promissor da hidrélise do AMPc em
tecidos cerebrais e um eficaz modulador da
atividade anti-inflamatéria e
imunoldgica.*>*4*

O rolipram (11), assim como outros
inibidores de PDE4 de primeira geragdo,
apresentou efeitos colaterais indesejados
como nauseas, vOmitos e diarreia.”*"®
Entretanto, o grande potencial anti-
inflamatério destes compostos serviu de
incentivo a pesquisadores de universidades e
industrias, o que acabou levando ao
desenvolvimento de inibidores de PDE4 mais
seletivos e avangados como o roflumilaste
(12) e o cilomilaste (13) (Figura 4), ditos
inibidores da PDE4 de segunda geracdo.***
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Figura 4. Inibidores da PDE4 da 12 e 22 geracdo

O roflumilaste (12) foi identificado,
inicialmente, em 1993 a partir de uma série
de benzamidas em um programa de triagem
em alta escala. Este composto apresentou

poténcia elevada (Tabela 3) e alta
seletividade para inibicdo da enzima
PDE4,"**  sem, entretanto,  mostrar

seletividade entre as diferentes isoformas de
PDEs4, com excecdo da PDE4C, que € inibida
com uma poténcia ligeiramente inferior as

outras (Tabela 3).* Curioso destacar que este
composto pode ser rapidamente
metabolizado a sua forma N-oxidada
(Esquema 2) pelo complexo enzimatico
citocromo P450 (CYP3A4 e CYP1A2).® O
roflumilaste-N-6xido (14) é apenas duas a
trés vezes menos potente do que o composto
ndo metabolizado com relacdo a inibicdo da
PDE4 (Tabela 3), mas mantém alta
seletividade para esta familia enzimatica.*

o
KNG 0O AN O
AN A crpsaean AN A
Hog : Hog
0 0
e e

12 - Roflumilaste

14 - Roflumilaste-N-6xido

Esquema 2. Roflumilaste (12) e seu produto de metabolizaggo™

O cilomilaste (13) também é um potente
inibidor seletivo da PDE4, assim como o
roflumilaste (12), sendo aproximadamente 10
vezes mais seletivo para a isoforma PDE4D se
comparado as outras isoformas (Tabela 3). A
introducdo do grupo carboxilato em sua
estrutura faz com que, em pH fisioldgico, este
permaneca desprotonado diminuindo sua
lipofilicidade e dificultando uma possivel
passagem do farmaco para o sistema nervoso
central, onde o mesmo poderia exercer
efeitos colaterais indesejaveis.>**>*°

Uma caracteristica em comum de um
grupo extenso de inibidores da PDE4,
incluindo os anteriormente citados rolipram
(11), roflumilaste (12) e cilomilaste (13) é a
presenca do grupo dialcoxi-fenila, como pode
ser visto nas estruturas quimicas destes
compostos.”® Adicionalmente, é possivel
perceber a presenca de outras fungdes
guimicas com caracteristicas e disposi¢Ges
espaciais semelhantes. De fato, isto ocorre
devido a grande similaridade entre as
estruturas proteicas das PDEs4.
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Tabela 3. Valores de Clsy para as isoformas de PDE4*

Clso (nM)
Composto
4A1 4B2 4C2 4D2 1A3 2A3 3A1 5A1 6 7A1
Roflumilaste 0,7 0,2 43 03 >10° >10° >10° 4500 4200 >10°
Roflumilaste- 11 78 04 >10° >10° >10° >10° 6300 >10°
N-6xido
Cilomilaste
(uM) 0,11 0,09 0,63 0,018 48 84 >100 >100 24 >100
Os subdominios Q, M e S do sitio catalitico  ligacdes de hidrogénio com as Aaguas

das PDE4s apresentam diferencas muito sutis
em termos de conformacdo, visto que estas
regides compartilham mais de 80% de
homologia na sequéncia de aminoacidos
entre os subtipos de PDE4.***! Assim, o
planejamento de inibidores de PDE4 pode ser
feito a partir do mapa farmacoférico descrito
na Figura 5A.

As andlises estruturais a partir de docking
molecular e de co-cristais sugerem que o
inibidor ideal de PDE4 deve ter: a) uma
subunidade aromatica que possa realizar
interacdes m-m stacking com residuos de
fenilalanina e interagdes hidrofdbicas com
residuos de isoleucina e metionina (Figura
5A, regido azul); b) possibilidade de atuar
como aceptor de ligagdes de hidrogénio para
interagir com GIn369 (Figura 5A, regido
laranja); c) apresentar grupos hidrofébicos
ligados ao anel aromatico que possam ser
acomodados nos bolsdes hidrofébicos Q1 e
Q2 (Figura 5A, regido vermelha); d) um grupo
polar, ligado ao anel aromatico
anteriormente citado por meio de
espacadores, que possa realizar interagGes
eletrostdticas com os dtomos do metal ou de

presentes neste subdominio M (Figura 5A,
regido verde); e) apesar de ndo obrigatdrio,
grupos polares também podem ser ligados ao
anel aromatico visando interagcdes com o
subdominio de acesso ao solvente, que é rico
em residuos de aminoacidos polares, e desta
forma poderem auxiliar no aumento da
hidrossolublidade dos compostos (Figura 5A,
regido verde).”*

Na figura 5B, temos o cilomilaste (13)
incluido no modelo farmacofdrico e podemos
perceber  como ele se sobrepbe
perfeitamente aos descritores de inibicdo
enzimatica da PDE4.

Estas caracteristicas  estruturais se
encontram presentes ndo s6 no cilomilaste
(13), como também em diferentes exemplos
de reconhecidos iPDEs4 como a zardaverina
(15), o filaminaste (16), o mesopram (17), o
piclamilaste (18), o tetomilaste (19) e o
apremilaste (20) (Figura 6). Dentre estes
compostos, percebe-se que todos lancam
mado do uso de grupos dialcoxi-fenila como
grupos aceptores de liga¢do-H na interagao
com a glutamina 369.
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Entretanto, diversos outros inibidores
descritos na literatura possuem estruturas
completamente diferentes dos
representantes dos dialcoxi-fenilas. Nas

Figuras 7 a 9 estdo representados compostos
(21-25) de algumas das séries recentemente
descritas que apresentam grande poténcia
sobre a inibicdo da PDE4, mas onde este

o
GIn369
\)L M s g

iﬁ

0
Gln369\)J\N‘H _
H

Vo

Alguns

grupamento n3o estd presente.’”®

destes compostos, como 21, foram
planejados utilizando a estratégia de
bioisosterismo ndo classico de restricdo
conformacional, onde se pode vislumbrar a
anelacdo da uma das metoxilas, originando
os aza-heterociclos metoxilados que podem
mimetizar as dialcoxi-fenilas (Figura 7).>

Cl
Cl
ciclizagao

12

Roflumilaste

O

He

A ocl

/
!\l
N

\

21

PDE4 Cly, = 0,27nM

Figura 7. Composto heterociclo (21) planejado por anelagdo da metoxila do roflumilaste (12)

J& outros compostos (22-25) possuem
grupamentos bastante diferenciados e
podem inibir a PDE4 de formas distintas
(Figura 8). Um exemplo sdo os benzoxabordis
(25),> pequenas moléculas contendo um
atomo de boro ciclizado em um anel de cinco
membros fundido a um anel benzeno, que
demonstram um modo de ligacdo ao sitio da

21
PDE4 CE., = 0,89mM

PDE4 C|50 = 0,06nM

PDE4 diferenciado com relagdo aos derivados
catecdlicos. Esta classe de compostos se liga
a PDE4 principalmente através da sua fungdo
oxa-borol por meio de interagdes diretas com
o sitio bimetalico, como pode ser observado
em sua estrutura cristalografica, sem
interagir com a glutamina 369 (Figura 9).>’

OMe

PDE4B pCI50= 11,1

Figura 8. Novas estruturas de inibidores de PDE4 com diferentes arcaboucos moleculares.

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No. 2| |465-494|



LVq

25
PDEA4 Clg, = 0,47nM
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Figura 9. Modo de interacdo dos derivados oxa-bordis (25) com a PDE4

Além da poténcia frente a PDE4, a busca
por seletividade frente as isoformas, ja que
estas estdo distribuidas de maneira
diferenciada pelos tecidos, é também um
grande desafio. O desenho destes inibidores
ndo deve passar por um planejamento
baseado exclusivamente no sitio catalitico,
mas sim explorando as diferencas de
sequéncias fora do sitio ativo. Uma maior
seletividade entre as PDE4B e PDE4D, por
exemplo, pode ser atingida pelo
planejamento de moléculas que possam
atingir  hélice  C-terminal  reguladora,
atualmente denominada CR3 (Regido de
Controle 3), a partir do sitio ativo, numa
conformagdo que impega o acesso do AMPc
ao mesmo.">*® A seletividade frente a PDE4B
é dirigida por um Unico polimorfismo sobre o
aminoacido na CR3 (Leu674 na PDE4B1
frente a GIn594 na PDE4D). As mutacgles
reciprocas sobre a PDE4B e PDE4D podem
causar uma mudan¢a de 70-80 vezes na
seletividade. No entanto, diversas vezes os
compostos seletivos frente aos diferentes
subtipos enzimaticos podem apresentar
mecanismos de inibicdo complexos, o que
gera a necessidade de andlises mais
aprofundadas através da resolucdo completa
da proteina por meio de estudos estruturais
como, por exemplo, a difracdo de raios-X.”®

3.2. A Descoberta de um Novo Padrao de
N-metil-NAH Inibidor da PDE4

Recentemente, o Laboratdrio de Avaliagdo
e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio)
deu uma grande contribuicdo para o
entendimento de como as N-acilidrazonas
(NAH) poderiam atuar como iPDE4, através
da N-metilacdo da subunidade amidica
destes compostos.®® Apesar de uma grande
variedade de estruturas quimicas terem sido
descritas como iPDE4, este foi o primeiro
relato desta classe de compostos.

Estas NAHs (26 e 27) foram planejadas
langando-se mado de estratégia de
simplificagdo  molecular de inibidores
conhecidos da PDE4,” através de uma
simples ruptura da ligacdo entre as posicées
5 e 6 do anel piridazinona central, o que
permitiu identificar as  semelhancas
estruturais entre estes compostos e as NAHs
(Esquema 3). Vale destacar que esta
estratégia ja havia sido previamente utilizada
pelo LASSBio na descoberta do protétipo
cardioativo LASSBio-294, um agente
inotrépico positivo e vasodilatador que atua
através da modulacdo dos niveis de
GMPc,°®"  demonstrando uma relagdo
bioisostérica entre as NAHs e a zardaverina
(15), um iPDE4.*
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Esquema 3. Planejamento da série das N-acilidrazonas iPDE4 26 e 27°°

Os grupos farmacofdricos para a inibicao
da PDE4, como anéis dialcoxi-fenila, foram
escolhidos para serem ligados ao grupo
carbonila (Ar;) e/ou ao grupo imina (Ar,).
Adicionalmente, foi selecionado um conjunto
de anéis aromaticos com diferentes
substituintes, visando a modulacdo de
parametros estéricos e eletronicos em Ary e
Ar,. Por fim, o grupo explorou o efeito da N-
metilagdo das NAHs (R = H ou Me), uma
estratégia anteriormente utilizada na sintese
de potentes NAHs vasodilatadoras que
demonstrou a grande importancia do grupo
metila na modificagdo das conformacoes
bioativas desta classe de compostos.®**

De fato, os resultados farmacoldgicos
demonstraram o acerto no planejamento da
série, nos quais foram obtidos compostos
com poténcia inibitéria da PDE4 de até 50
nM, além de seletividade frente a outras
isoformas de até 182 vezes (Tabela 4).

Interessantemente, o0s compostos que
apresentaram atividade inibitdéria tinham
alguns  requisitos  estruturais bastante

marcantes como: 1- o grupo farmacofdrico
dialcoxi-fenila precisava estar ligado a
subunidade imina das NAHSs; 2- o anel fenila

ligado a carbonila, apesar de ndo alterar
sobremaneira a poténcia frente a PDE4,
alterava drasticamente a seletividade frente
a outras isoformas; e 3- a N-metilacdo se
mostrava crucial para a atividade iPDE. Sem a
presenga da metila, os compostos nao
apresentavam atividade.*

O uso de calculos tedricos de docking
molecular entre as NAHs (27) e a PDE4
ajudou a explicar a importancia destes
requisitos farmacoféricos para a atividade
(Figura 10). O grupo dialcoxi-fenila ligado a
imina se posicionava na subunidade Q do
sitio  (cavidade hidrofdbica) realizando
interagdes -1 stacking com as fenilalaninas
340 e 372, bem como duas ligacdes de
hidrogénio com a glutamina 369. Estas
interacbes direcionavam a carbonila amidica
diretamente para o sitio de hidrdlise do
AMPc, onde esta realiza ligagcbes de
hidrogénio com os residuos de agua proximos
aos metais. Todo esse arranjo sé era possivel
devido a N-metilagdo das NAHs que fazia com
gque o oxigénio da sua funcdo amida
assumisse uma conformacdo cis com relagdo
a metila.”
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Tabela 4. Atividades e seletividades das NAHs (27) frente a inibicdo da PDE4*°

R Ry R, PDE4 Cls,”  Selet.
H H H - -
H OCH,0 - -
H cl H - -
H  OCH; H - -
H OH H - -
CH, H H 140nM 140
CHs OCH,0 110nM >90
CH, cl H 150nM 45
CH;  OCH;  H 105nM 1,5
CH;  OH H 50nM 182

“nado foram representados os Clsy quando as % de
inibicdo foram menores do que 50% a 10uM.

Figura 10. N-metil-NAH posicionada no sitio catalitico da PDE. A. Visualiza¢do da cavidade de
acesso ao solvente. B. Interacdes com o sitio catalitico®

A avaliagdo in vivo destes compostos em
modelos de inflamagdo  respiratdria,
administrados por via oral, demonstrou a
importancia desta classe de compostos.
Todas as N-metil-NAHs foram capazes de
reverter parametros inflamatérios como a
producao das citocinas TNF-a e IL-6; e a
migracdo celular de leucécitos e neutrdfilos,

bem como levar a uma broncodilatagdo com
eficacia semelhante ao composto referéncia
rolipram (11) no modelo de hiperreatividade

pulmonar induzida por  metacolina.
Adicionalmente, os compostos NAHs se
mostraram isentos dos efeitos colaterais

tipicos desta classe de inibidores quando
testados in vivo no modelo de anestesia
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induzida por xylazina, mesmo em altas doses
de 200 umol/Kg administradas por via
subcutanea.®

3.3. Efeitos Colaterais Frequentes da
Classe dos Inibidores da PDE4

Como exposto, efeitos colaterais sdo
comumente relatados e associados ao uso da
teofilina (5) e dos derivados da xantina que

ndo apresentam seletividade entre as
diferentes PDEs. Entretanto, diversos
inibidores seletivos da PDE4 também

produzem uma quantidade consideravel de
efeitos adversos como ndauseas, vomito,
diarreia, dores abdominais, dores de cabeca,
dentre outros, que sdo desvantagens
significantes para a utilizacdo terapéutica
destes farmacos.®®’

Os mecanismos responsaveis pelo
aparecimento de efeitos colaterais tém sido
investigados para auxiliar na descoberta de
novos inibidores de PDE4 mais seguros. Uma
hipétese levantada inicialmente tem
correlagio com a inibicdlo de PDE4 em
tecidos que ndo sdo os alvos, especialmente
nos sistemas nervoso central e
gastrointestinal.®® Uma segunda hipdtese
considera que estes efeitos secunddrios sdo
causados pela interacdo com o sitio de alta
afinidade, chamado de sitio de ligagdo de alta
afinidade do rolipram (11), no sistema
nervoso central e em células secretoras de
acido gastrico.”® Outra proposicdo enfatiza
que a inibicdao de uma isoforma especifica de
PDE4, mais provavelmente a PDE4D, seria a
fonte dos efeitos eméticos ocorridos com a
utilizacgdo de inibidores desta familia
enzimatica.®®’>’> No entanto, ainda n3o se
tem uma resposta definitiva de qual dos
mecanismos descritos, ou até mesmo um
novo, seria o real responsavel pelos efeitos
colaterais.

Esta problematica de diversos
representantes da classe dos inibidores da
PDE4 apresentarem efeitos colaterais gerou
um grande ceticismo da comunidade
cientifica quanto a possibilidade de um dia

Vo

estes inibidores se tornarem farmacos, o que
num primeiro momento pareceu verdade. No
entanto, apesar destes efeitos colaterais, a

falta de alternativas efetivas para o
tratamento de doencgas inflamatérias de
cunho respiratério estimulou esforcos

visando a descoberta de novos inibidores de
PDE4 mais seguros, pois estes demonstram
grande potencial terapéutico nestes quadros
inflamatorios.

Este esforco foi recompensado
recentemente, com a aprovagio do
roflumilaste (12) para uso no tratamento da
doencga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
uma doencga que afeta o sistema respiratorio
na qual os inibidores de PDE4 tem se
mostrado extremamente eficazes.”

4. A Doenga Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC)

A DPOC é uma enfermidade respiratoria
que se caracteriza pela presenga de
obstrugdo cronica do fluxo aéreo que ndo é
totalmente reversivel. Esta obstrucdo é
geralmente progressiva e estd associada a
uma resposta inflamatéria anormal dos
pulmdes a inalagdo de particulas ou gases
téxicos.”” E um importante problema de
saude publica com uma prevaléncia global de
10,1%,” tendo causado mais de 3 milhdes de
mortes no mundo em 2012 e prevista para
ser a quarta causa de morte em 2030.7%”’

Embora a DPOC comprometa os pulmdes,
ela também produz consequéncias sistémicas
significativas como a deple¢dao nutricional,
disfungdo do musculo esquelético periférico,
perda de peso, inflamagdo sistémica, dentre
outras.”*’® H4 um consenso de longa data
gue o tabagismo é o fator etioldégico mais
comum em pacientes com DPOC,79 mas a
patogénese exata ainda é desconhecida.
Sabe-se que a disfungdo do musculo liso e a
inflamacdo  cronica das vias aéreas
desempenham papéis importantes no
estabelecimento e progressao da doenca.
Consequentemente, os anti-inflamatérios e
medicamentos broncodilatadores sdo
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utilizados extensivamente para o tratamento
da DPOC.*

4.1. Tratamentos Disponiveis para a
DPOC

A teofilina (5) tem sido utilizada no
tratamento da asma e DPOC desde 1930,
embora sua popularidade tenha diminuido
devido a introdugdo dos broncodilatadores e
glicocorticoides. A teofilina (5) é utilizada
muitas vezes associada com corticosteroides
como segunda e terceira linha de escolha
terapéutica para o tratamento da asma e em
combinagdo com broncodilatadores de longa

de Azevedo, L. L.; Kiimmerle, A. E.

acdo na DPOC.>3*883

Os agonistas dos receptores P2
adrenérgicos também sd3o wusados no
tratamento de asma e DPOC, devido ao seu
efeito broncodilatador.®?* Estes receptores
sdo encontrados nos pulmdes e estdo
presentes na superficie muscular, epitélio,
glandulas cerosas e mucosas, pneumdcitos,
fibroblastos e musculo liso vascular deste
6rgd0.%° Atualmente existem duas classes de
agonistas dos receptores B2: os de curta
duracdo como o salbutamol (28) e fenoterol
(29), por exemplo, e de longa duragdo como
o salmeterol (31) e formoterol (30) (Figura
11).%

H__O
OH H - OH H \[4 OH |,
SR GRS ARG SR A
CH
HO g OH HO CHs O/
OH

28 - Salbutamol

29 - Fenoterol

30 - Formoterol

HO N\/\/\/\O

HO

31 - Salmeterol

Figura 11. Agonistas dos receptores B2 adrenérgicos

Outra classe de broncodilatodores
utilizada no tratamento da DPOC é a dos
anticolinérgicos ou antimuscarinicos.
Receptores muscarinicos dos tipos M1 e M3
estdo localizados nas vias respiratorias
humanas e quando estimulados promovem a
broncoconstri¢cao e estimulam a secre¢do de
muco.?”® Desta maneira, os antagonistas dos

receptores muscarinicos atuam basicamente
na inibicdo deste processo de
broncoconstricdio das vias aéreas. Como
exemplos de anticolinérgicos disponiveis para
o tratamento da DPOC tém-se os brometos
de ipatrépio (33) e de tiotrépio (32) (Figura
12)_89
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Figura 12. Moduladores da atividade dos receptores M3 muscarinicos

Os glicocorticoides sdao os farmacos anti-
inflamatdrios mais eficazes utilizados para o
tratamento de diversas doencas inflamatérias
cronicas, incluindo a asma e artrite
reumatoide, mas sdo pouco eficazes na

34 - Budesoninda

DPOC.*® Como exemplo desta classe utilizada
para o tratamento da DPOC tém-se o
propionato de fluticasona (35) e a
budesonida (34) (Figura 13).%°

35 - Propionato de Fluticasona

Figura 13. Glicocorticoides utilizados no tratamento da DPOC

Os sintomas multifacetados associados a
DPOC levaram a utilizagdo de medicamentos
associados como o Advair® (salmeterol e
propionato de fluticasona), quarto farmaco
mais vendido do mundo em 2012, e
Symbicort® (formoterol e budesonida).®***

4.2. O Ressurgimento dos Inibidores de
PDE4 e suas vantagens na DPOC

Até o ano de 2010 ndo havia grandes
opg¢Oes farmacoterapéuticas disponiveis no
mercado para o tratamento da DPOC. Como
dito anteriormente, o tratamento baseava-se
na administracio de broncodilatadores
inalatdrios e glicocorticoides que atuavam no
alivio dos sintomas.’*** Em geral, as terapias
disponiveis ndo suprimiam adequadamente a
inflamacdo e, até mesmo os corticosteroides

gue atuavam bem para o tratamento da
asma, ndo reduziam a progressdao da
ppOC.**

Nos ultimos anos, os inibidores de PDE4
foram avaliados como terapias promissoras
para o tratamento de  desordens
inflamatdrias pulmonares, incluindo asma e
DPOC.*%% Como ja descrito, as
fosfodiesterases sdao enzimas que atuam na
hidrélise do AMPc. Este nucleotideo é o
responsavel pelo bloqueio da proliferacdo e
guimiotaxia de células inflamatdrias, pela
inibicdo da atividade de células pro-
inflamatdrias, e pela supressdo da liberagdo
de mediadores inflamatdrios e citotdxicos
nos pulmdes. Desta maneira, inibidores de
PDE4 podem bloquear a hidrélise do AMPc e
proporcionar uma atividade anti-inflamatdria
nas vias aéreas e sistémica pela inibicdo da
atividade desta enzima (Figura 14).%°
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Figura 14. Mecanismo de inibicdo da PDE4 na DPOC™

De fato, esta classe de medicamentos tem
se mostrado tdo promissora no tratamento
da DPOC que em 2011 foi concedida a
aprovacdo ao roflumilaste (12) pelo FDA
como uma nova alternativa para o
tratamento da DPOC. Este farmaco foi o
primeiro inibidor seletivo de PDE4 a ser
aprovado para este fim. Ele apresenta
eficacia clinica comprovada na diminui¢do do
processo inflamatério estabelecido na
patologia e significativa melhora da funcao
pulmonar de pacientes em fases mais
avancadas da DPOC.*** Estes efeitos
benéficos também foram observados quando
o fadrmaco foi associado a broncodilatadores
de ac¢do prolongada (tanto agonistas dos
receptores 2, quanto antagonistas dos
receptores muscarinicos), ressaltando a
atividade anti-inflamatéria de roflumilaste
(12) na DPOC.>"

Os testes clinicos de fase |l
demonstraram que uma dose de 500 mg de
roflumilaste (12) por dia promovia uma
melhora na funcdo pulmonar de pacientes

em fases moderada a severa da doenca, o
que tornou a utilizacdo deste farmaco uma
alternativa no tratamento da DPOC. **73

Mesmo com esta aprovacao, o cenario de
pesquisa atual mostra uma busca por
inibidores de PDE4 que oferecam menos
efeitos colaterais indesejados frente ao uso
continuo para o tratamento da DPOC. Uma
possibilidade seria a obtencdo de inibidores
mais seletivos para as isoformas PDE4A e B e
menos seletivos para a isoforma D.?7%72

Recentemente, Naganuma e
colaboradores descreveram a sintese e a
avaliagdo de derivados da 2-arilpirimidina
qgue apresentaram perfil de seletividade
aproximadamente 100 vezes maior para a
isoforma B se comparada com a D (Figura 15,
estrutura 36).” Outros derivados da 2-
arilpirimidina também foram avaliados por
Goto e colaboradores. Estes pesquisadores
sintetizaram um composto capaz de inibir a
isoforma B com seletividade
aproximadamente 430 vezes maior do que
para a isoforma D (Figura 15, estrutura 37).%®
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PDE4B - Cl, = 3,0nM
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Figura 15. Inibidores seletivos da PDE4B

Outra abordagem seria aumentar a
seletividade dos inibidores para o tecido alvo
da DPOC, como pulmdes e células do sistema
imunoldgico. Savi e colaboradores
desenvolveram uma série de inibidores de
PDE4 que podem ser administrados por via
inalatoria. A estrutura 38 (Figura 16)
representa a molécula com o melhor perfil de
atividade anti-inflamatoéria guando
administrada por inalagdo em cobaias.” Ting
e colaboradores também desenvolveram
inibidores de PDE4 inalatérios como
exemplificado na Figura 16, estrutura 39.'%

NH E
O NJ\

38

PDE4B - Clgg = 10,7nM

PDE4B - Clg, = 0,07nM

Kawasaki e colaboradores propuseram uma
abordagem diferente das apresentadas
anteriormente. Eles sintetizaram moléculas
para serem administradas por via oral, mas
que ndo fossem capazes de atravessar a
barreira hemato-encefdlica e causar os
efeitos colaterais indesejados no sistema
nervoso central, por conta da sua
hidrofilicidade. De fato, este estratégia se
mostrou correta e os efeitos eméticos desta
classe de foram abolidos (Figura 16, estrutura
40).101

39 40

PDE4 - Clgy = 16nM

Figura 16. Inibidores da PDE4 seletivos frente ao tecido alvo

Embora a utilizacdo dos inibidores de
PDE4 possa provocar alguns efeitos
colaterais, a grande eficacia desta classe de
compostos em doengas inflamatdrias, assim
como a recente aprovagdo do roflumilaste
(12) para uso em humanos, mostrou a

possibilidade de estudo destes inibidores
frente a outras doengas.

Certamente esta aprovacdo foi uma
surpresa para muitos pesquisadores, pois os
inibidores da PDE4 chegaram a ser
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considerados compostos sem possibilidade
de aplicacdo terapéutica devido a seus
efeitos colaterais, o que poderia ter levado a
um declinio nas pesquisas sobre este alvo. No
entanto, um levantamento recente feito na
base de dados Scopus’® utilizando as

250
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palavras chaves “PDE4”, “phosphodiesterase
4" e “phosphodiesterase-4”, mostrou como
as pesquisas envolvendo a PDE4 vem
crescendo ao longo do tempo, totalizando
2400 artigos, sendo 105 somente até o inicio
do més de julho do ano de 2014 (Grafico 1).

200
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Grafico 1. Levantamento da frequéncia de artigos publicados na literatura abordando a PDEA4.
Base Scopus (01/07/2014)

Apesar do ressurgimento da classe ter
ocorrido pela grande eficdcia no tratamento
da DPOC, este crescimento tem sido
impulsionado também pelas diversas novas
aplicagGes que vém sendo estudas para estes
iPDE4 com resultados bastante promissores,
0 que mostra um verdadeiro ressurgimento
desta classe de compostos.

5. Novas Aplicagdes da Classe dos
Inibidores da PDE4

Inibidores de PDE4 de 12 e 22 geragdo ja
estudados para o tratamento de doengas
respiratérias como o rolipram (11), o
roflumilaste (12) e o apremislate estdo em
avaliagdo através de triagens clinicas para o
tratamento de diversas outras doencgas. O
rolipram (11) estd em fase | para o
tratamento da depressdo (NCT00369798). O
roflumilaste (12) estd em fase | para o

tratamento da esquizofrenia (NCT02079844)
e da doenca de Alzheimer (NCT02051335),
em fase Il para o tratamento de dermatite
atdpica (NCT01856764), deméncia
(NCT01433666) e obesidade (NCT01862029)
e em fase IV para o tratamento da sarcoidose
(NCT01830959). O apremilaste (20) esta em

fase Il para o tratamento da acne
(NCT01074502), psoriase (NCT01130116),
dermatite (NCT02087943) e atrite

reumatoide (NCT01250548).

Pesquisas recentes com novos inibidores
de PDE4 demonstraram que estes podem
também ser explorados em diferentes
abordagens terapéuticas como o cancer,
doengas envolvendo o sistema nervoso
central e correlacionadas com o sistema
imuno|Orgico.103,104,107,109,113

A inibicdo da PDE4 em tecidos tumorais é
uma nova abordagem terapéutica para o
tratamento do cancer, pois dados recentes
revelam que estas enzimas estdo
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amplamente expressas em células
oncogénicas.'® Ha relatos na literatura de
inibidores de PDE4 com a capacidade de
inibir o crescimento de células em tumores
cerebrais, de reduzir a proliferacdo e a
angiogénese de células de linhagens de
cancer de pulmao e de levar células malignas
a apoptose de forma seletiva, sem afetar as
células normais.'®

Mareddy e colaboradores desenvolveram
compostos  triazdlicos derivados da
nimesulida com atividade inibitéria sobre a

~Z
& NH
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Clgq HCT-15 in vivo = 22,4 pg/mL
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PDE4B e células de cancer de célon da
linhagem HCT-15. Um exemplo desta classe é
o triazol 41 (Figura 17) que apresentou
inibicdo de 64% da PDE4B na concentragdo
de 30 uM.'® Praveena e colaboradores
também sintetizaram derivados inspirados na
nimesulida que apresentaram atividade sobre
a PDE4B e células de cancer de pulmdo da
linhagem A549. Um exemplo desta classe é o
triazol 42 que apresentou 58% de inibicdo da
PDE4B a 30 uMm.*™

42

Clgy A549 = 8,7 UM

Figura 17. Inibidores da PDE4B avaliados para o tratamento do cancer

A PDE4 é amplamente expressa no
sistema nervoso central,'®'% mas ainda n3o
se sabe seu papel exato na maior parte das
fungBes neurais. Estudos com o rolipram (11)
demonstram que a PDE4 esta associada com
o0 processo de depressdo e também possui
papel importante em processos cognitivos.107
Desta forma, o desenvolvimento de
inibidores da PDE4 passou a ser considerado
importante para obtencdo de novos agentes
terapéuticos para doengas que causam danos
cognitivos como a Doenca de Alzheimer e
para outras doengas que afetam o sistema
nervoso central, como a depressdo e a
esquizofrenia, por exemplo.'%*%

Zhang e colaboradores desenvolveram um
composto denominado clorbipram (43) que
apresentou atividade sobre as isoformas

PDE4B e PDE4D, sendo mais potente para
esta ultima (Figura 18). Utilizando testes
comportamentais sensiveis a antidepressivos,
verificou-se que apds administragdo Unica de
clorbipram (0.075 — 0.6 mg/kg) um efeito
antidepressivo foi observado em cobaia.’”’

Uma abordagem terapéutica nova tem
sido proposta nos Ultimos anos através da
inibicdo da PDE4 para o tratamento da
esquizofrenia.”™® Os farmacos antipsicdticos,
utilizados para o tratamento desta doenca,
atuam no antagonismo de receptores de
dopamina D2, que por sua vez aumentam o
nivel de AMPc. Este fato é comum entre os
antipsicéticos e os inibidores de PDE4, o que
tornam estes Ultimos interessantes do ponto
de vista terapéutico para a doenga em
questdo.'”
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Figura 18. Inibidores da PDE4B avaliados para o tratamento de doengas do sistema nervoso
central

Babu e colaboradores desenvolveram uma
série de compostos derivados do
antipsicdético olanzapina com atividade sobre
a PDE4, planejados para o tratamento da
esquizofrenia. Um exemplo da série estd
ilustrado na Figura 18 (estrutura 44), com
63,11% de inibicdo sobre a PDE4B a 30 puM.
Cabe ressaltar que as avaliacGes com relacdo
a atividade antipsicética ainda ndao foram
realizadas pelo grupo.'®

Devido as propriedades anti-inflamatdrias
dos inibidores de PDE4, ja discutidas
anteriormente, estes podem ser Uteis para o
tratamento de doencas que envolvem
respostas do sistema imunoldgico como
dermatite atdpica, atrite reumatoide e
psoriase.””™™2 Um representante desta
classe é o farmaco apremilaste (20) que,
recentemente, foi aprovado pelo FDA para o
tratamento da atrite psoriésica.113

Ishii e colaboradores relatam a avaliagdo
do composto E6005 (Figura 19, estrutura 45)
para o tratamento da dermatite atdpica. Este
apresenta potente e seletiva inibicdo da
atividade da PDE4 com Cls; = 2,8 nM e
suprime a producdo de citocinas em
linfécitos e mondcitos com Clsy de 0,49 a 3,1
nM. Em modelo de dermatite atdpica
realizado em camundongos, a aplicacdo
tépica de E6005 produz um imediato efeito
antipruriginoso, bem como um efeito anti-
inflamatério.™™

6. Conclusao

A classe dos inibidores da PDE4 surgiu de
forma promissora no tratamento de doencas
de cunho inflamatério. Entretanto, seus
efeitos  colaterais, principalmente os
disturbios gastrointestinais, quase levaram
esta classe ao fracasso. A despeito destes
efeitos colaterais ainda ndo serem
totalmente compreendidos, a aprovacdo de
dois medicamentos para uso em humanos,
ie. roflumilaste (12) e apremilaste (20),
mostrou o quanto as atividades
farmacoldgicas desta classe de
medicamentos sdo Uteis no tratamento de
desordens inflamatdrias e auto-imunes. Com
esta aprovagdo para uso em humanos, esta
classe de inibidores ganhou novo félego e seu
uso em diversas outras patologias como
doengas do sistema nervoso central e cancer
vém sendo investigado com bons resultados.
Este ressurgimento como agente anti-
inflamatdrio, somado a suas novas aplica¢coes
terapéutica, indica que esta classe
terapéutica ainda é um bom campo para
pesquisas e desenvolvimento de novos
farmacos.
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