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{57y Resumo: “RELAXANTES MUSCULARES SELETWOS E
COMPOSICOES FARMACEUTICAS”. A presente mvencac se refere a
substdncias capazes de promover relaxamento muscular seletivo, a
composigbes farmacéuticas contendo fais composios & seu uso no
fratamento de doencgas assocladas ao tecido muscular, sendo gue fais
compostos obedecem a formula geral (1)
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Relatorio Descritive

RELAXANTES MUSCULARES SELETIVOS E COMPOSICOES FARMACEUTICAS

Campo da Invencéo
A presente invengdo se refere a compostos capazes de atuarem como

relaxantes musculares seletivos, sendo tais compostos pertencentes a familia
das tienil-acilidrazonas. A presente invengao se refere também a composigbes
farmacéuticas contendo tais compostos e seu usc ne tratamento de doengas

associadas ao tecido muscular.

Antecedentes da Invencéo

Novas substancias bioativas pertencentes & classe das N-acilidrazonas
foram sintetizadas usando-se como material de partida o safrol, um produte
natural brasileiro obtido do oleo de sassafras {Ocotea pretiosa) (Figueiredo e
cois., 2000}, Uma provavel propriedade farmacologica desta classe seria ¢
efeito analgésico, ja que a ligagdo hidrazona presente nas moléculas, possut
importante papel na inibigdo da cicloxigenase (Todeschini e cols., 1988). A
substituicao do anel furcil pelo tiofeno da molécula N-heteroarilidrazona
originou o 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilidrazona, mostrado na estrutura
abaixo, denominado LASSBio 294 (L294) e identificado como um bicisoster de
inibidores da fosfodiesterase (PDE} do tipo 4 (Piaz e cols., 1997), uma isoforma

~ da enzima responsavel pela degradacac de nucleotideos ciclicos.

i A
< L

© LASSBIo 294

O L294 foi descrito como um agente inotrdpico positivo cardiaco (Sudo e
cols., 2001} com propriedade vasodilatadora (Silva e cols., 2002), e também
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capaz de promover aumento da contratilidade da musculatura esquelética tanto
de ra (Gonzalez-Serratos e cols., 2001) quanto de rato (Zapata-Sudo e cols.,
2003). O aumento da contratilidade cardiaca provocada pelo L2894 nao foi
relacionado com a ativacdo de receptores [B-adrenérgicos, uma vez que, o
incremento da amplitude dos abalos musculares ndo foi modificado com o
tratamento prévio de propranolol, um bloguedor ndo seletivo destes receptores.
A possibilidade de que L294 poderia estar aumentando a sensibilidade das
proteinas contrateis ao Ca?* no musculo cardiaco foi descartada devido a nao
alteragdo da curva de [Ca®'] versus tensdao em fibras cardiacas desnudas
(Sudo e cols., 2001). O provavel mecanismo de agao do L294 foi atribuido a
maior acimulo de Ca** no reticulo sarcoplasmatico (RS) em fungao da maior
captagdo de Ca®" por esta organela. Nio se pode eliminar também a
possibilidade de a inibigdo da PDE promover a elevacdo de adenosina
monofosfato ciclica (AMPc¢) o que levaria a maior captagao de Ca® pelo RS
através da fosforilagdo da fosfolamban presente na bomba Ca*'-ATPase
(SERCA, “sarcoplasmic reticulum Ca-ATPase”).

O L294 também reverteu a contratura de anéis de aorta induzida tanto
por noradrenalina quanto por KCI (Silva e cols., 2002), efeito este observado
em preparagbes com endotélio integro. O envolvimentc da liberagdo de
prostandides pelo 1294 para explicar o efeito de relaxamento vascular foi
descartado ja que, o relaxamento permaneceu inalterado mesmo na presenga
de um inibidor da cicloxigenase. A reversdo do relaxamento pela inibigdo da
guanilato ciclase sugeriu o envolvimento de GMPc no mecanismo do L294 em
promover vasodilataco.

Como a fungao fisiclégica da PDE esta relacionada tanto ao aumento da
contratilidade de musculo cardiaco quanto ao relaxamento de musculo liso
vascular, este importante alvo farmacologico é de grande interesse para a
busca de novas substancias que atuem interferindo com a fungéo da PDE em
diferentes tecidos musculares.

Musculo cardiaco
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O acoplamento excitagdo-contragdc muscular € um processo que se
inicia com a geragdo de um potencial de agao (PA) que se propaga ao longe do
sarcolema e culmina com o aumento da concentragdo infracelular de Ca®*. A
excitagdo do musculo cardiaco envolve alteragGes da permeabilidade idnica da
membrana celular, que permite inicialmente o influxo de Na' seguido de
ativacao de canais de Ca’" do tipo L ou sensiveis a diidropiridinas (DHPR). O
influxo de Ca®" através do DHPR juntamente com a liberagao de Ca®" de
estoques intraceluiares sac 0s responsaveis pelo aumento da concentragdo de
Ca? no citosol, que ao se ligarem as proteinas contrateis promovem a
contragdo muscular. Assim, os miofilamentos sac ativados pelo Ca** oriundos
da combinagao do influxo através do sarcolema e da liberagao pelo RS, através
dos canais de rianodina (RyR2) e/ou de inositol 1,4,5-trifosfato {IPsR).

O RS é uma organela que mantém um estoque de Ca?' no seu interior,
devido a captagdo do Ca®" citoplasmatico através de um transportador
dependente de ATP, a Ca**-ATPase, SERCA. A principal isoforma SERCA2a,
presente nas células cardiacas e que transporta ativamente Ca®* do citoplasma
para o limen do RS, € uma bomba que ¢ regulada por uma proteina intrinseca
conhecida como fosfolamban. Esta proteina reduz a afinidade da SERCAZ2a
pelo Ca®, porém, quando fosforilada, se desliga e deixa de inibir a captagao do
ion. O alto estoque de Ca®* no RS é o principal responsavel pela elevagao da
concentragao livre do ion no sarcoplasma. A liberagao para o citoplasma é feita
principalmente pelo canal de rianodina, estrutura tetramérica (Block e cois
1988; Saito e cols, 1988) localizada na jungdo entre o RS e tubulo T, onde
mantém relagdoc com canais de Ca?* do tipo L (Carl e cols, 1995; Sun e cols,
1995). O RyR que esta presente no RS de qualquer tecido muscular, tem esta
denominagcac em razao de sua afinidade pelo alcaléide rianodina (Stem e cols,
1992). Esta intimamente relacionado a outras proteinas tais como fosfatases,
calmodulina, calsequestrina e FKBP12 e pode ser ativado pela cafeina, Ca® e
ATP e inibido pelo Mg®*, procaina e ruténio vermetho. Outro tipo de canal que
ativa a liberagdo de Ca? é o {PsR, sensivel ao segundo mensageiro [P;
produtc da degradagao de inositol fosfato feita peia fosfolipase C (PLC).
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Receptores o4-adrenérgicos quando ativados promovem aumento do
inotropismo mediado pelo iPs.

O RS pode ser dividido em duas regides: 1) o sistema de tubulos
longitudinais gue corre paralelamente aos miofiamentos e termina em grandes
camaras denominadas cisternas terminais ou juncionais. Esta regido apresenta
predominio de canais de rianodina ¢ grande quantidade de calsequestrina; 2) a
rede sarcotubular, rica em bombas de Ca®, e que se localiza centralmente em
maior contato com o sistema contratil.

Os eventos importantes para a redugdo de Ca®' ao final da contragdo
muscular s&o essencialmente 0 bombeamento de Ca®* de volta para o RS e a
extrusdo do mesmo para ¢ meio extracelular, Ao fim da contragéo, a
concentragéo intracelular de Na® estd elevada o que favorece ao
funcionamento da Na'/K'-ATPase, que re-estabelece o gradiente de
concentragao do Na', expulsando trés ions Na' contra a entrada de dois ions
K*. A redugéo do Na’ no interior do midcito cardiaco, promove a ativagéo do
trocador Na*/Ca?* presente na membrana plasmética, de modo a expulsar o
Ca® do citoplasma. Outro meio pelo qual a concentracao de Ca* pode retornar
ao valor de repouso ¢ através do efluxo de Ca®* realizado pela bomba Ca?*-
ATPase do tipo PMCA. Esta bomba presente no sarcolema funciona com gasto
de energia derivada da hidrélise do ATP e apresenta alta afinidade ao Ca®" e
baixa velocidade de transporte. '

Portanto, o Ca® tem um papel central na regulagdo da contragéo e
relaxamento do musculo cardiaco que pode ser encontrado livre no citosol ou
ainda, estocado em estruturas intracelulares como as mitocondrias e o RS.

- Alteragbes na concentracdo de Ca®* em quaisquer destes compartimentos

podem afetar os processos de contragao efou relaxamento da musculatura
cardiaca. Algumas substancias como os agonistas de receptores p-
adrenérgicos podem aumentar a contratilidade cardiaca através do aumento da
concentragdo intracelular de Ca®". Estas aumentam a produgio de AMPc que
por sua vez, ativa uma proteina quinase dependente do AMPc responsavel
pela fosforilagdo do canal de Ca?" do tipo L e da FKBP12 presente no canal de
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rianodina, o que permite aumento do influxo de Ca®* extracelular e mobilizagio
dos estoques intracelulares (Kuschel e cols, 2000). A descrigdo do AMP¢ como
segundo mensageiro em resposta a epinefrina deu inicio a compreensao das
fungdes fisiologicas dos nucieotideos e das fosfodiesterases (PDE) na ativagao
adrenérgica em diferentes fecidos. Desde entao, despertou-se 0 interesse para
descrigdo das vias de agdo intracelular que fossem capazes de explicar o efeito
produzido por hormonios e outras moléculas que atuassem via nucleotideos
(Beavo e Brunton, 2002). A PDE é uma proteina soluvel no citeplasma com
atividade enzimatica capaz de clivar a ligagéo fosfodiéster dos nucleotideos
tornando-os inativos, mais que isso, eia interfere na duragao e intensidade dos
efeitos dos nucleotideos. Ja foram descritos 19 genes subagrupados em 11
familias distintas de PDE (Sordeling e Beavo, 2000) baseadas na sequéncia
primaria de aminoacidos e sitios catalitico e regulatério, sendo que cada familia
contém multiplos genes que codificam suas variagdes. A expressao desta
enzima esta intimamente ligada a especificidade tecidual, © que torna de
irteresse clinico a sintese de novos inibidores da PDE seletivos para
modulacdo de determinados eventos intraceiulares em diferentes tecidos. A
PDE possui além do sitio catalitico de 270 acidos aminados, com mais de 50%
de homologia entre as isoformas, um sitio regulatério de homologia moderada
capaz de ligar diferentes moduladores dentre as familias existentes.

Em mibcitos ventriculares, as isoformas mais abundantes sdo a PDE2 e
a PDE4 (Verde e cols, 1999), sendo também encontradas a PDE1 e a PDE3 e
mais recentemente descrita a PDE 9. As isoformas 1 e 2 possuem afinidades
semelhanies para o AMPc e o GMPc, sendo ativadas por complexo Ca
calmodulina ¢ GMPc¢, respectivamente. Ja as isoformas 3 e 4 tem maior
afinidade pelo GMPc, sendo a PDE4 ativada por fosforilagdo dependente de
AMPc (Tabela 1). A inibig¢do das isoformas 2, 3 e 4 (Verde e cols,1999) é capaz
de elevar a corrente basal de Ca% proporcionando maior contratilidade
cardiaca.

O AMPc, como descrito anteriormente, desempenha papel importante na
contratilidade cardiaca via proteina quinase dependente de AMPc, aumentando
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a probabilidade de abertura do canal de Ca’® tipo L. Pela mesma via, o
nuclectideo é capaz de promover a remo¢ao do ion através da ativagdo da
bomba Ca®**-ATPase.

O inotropismo cardiaco pode ser modulado através do uso de farmacos
que atuem nestes importantes alvos citados acima, que sao responsaveis pelo
aumento do Ca** intracelular e da sensibilidade das proteinas contrateis a este
ion. Os farmacos mais antigos com essa propriedade sio os glicosideos
cardiacos, também conhecidos como digitalicos em razae do principio ativo ser
proveniente de vegetais do género Digitalis (digoxina e a digitoxina). Estes
inibem diretamente a bomba de Na'/K'-ATPase (Akera e Brody, 1997)
promovendo um aumento na concentragdo intracelular de Na‘, com
consequente reducao do efluxo de Ca®* pelo trocador Na'/Ca®. A maior
retencdo de Ca®* proporciona um aumento dos estogques intracelulares, com
maior quantidade de Ca’* a ser liberado. Neste caso, durante o evento da
contracao existe uma maior disponibilidade de Ca*' para interagir com as
proteinas contrateis, 0 que caracteriza o inotropismo positivo destes farmacos.
Os agentes cardiotOnicos provocam efeitos adversos relacionados com o
excesso de Ca®* intracelular como arritmias cardiacas e injorias que podem
levar a morte celular.

Uma outra classe de agentes inotrépicos, incluem farmacos que atuam
sobre as proteinas contrateis aumentando a ligagio de Ca®" a troponina C
(TnC), nos sitios regulatérios do filamento fino efou diretamente no ciclo das
pontes cruzadas (Endoh, 1998, Lee e Allen, 1997). Estes farmacos séo
conhecidos como sensibilizadores ac Ca®", e o interesse por eles esta
relacionado ao fato de ndo apresentarem a mesma toxicidade dos
cardiotdnicos. A ligacao de dois ions Ca** a TnC enfraquece a ligacdo da Tnl a
actina, deslocando a tropomiosina de seu sitio permitindo a interagao da actina
com a miosina levando ao encurtamento das fibras musculares e conseqguente
contragao muscular (Katz, 2001). Os sensibilizadores de Ca® podem ser
divididos em trés classes: 1) aumentam a ligagao do Ca*" a troponina C; classe

. &ma
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2) facilitam a regulagdo da actina através do complexo de Ca®" com os
filamentos finos; classe 3) agem direto na interagdo da actina-miosina.

O levosimendan e © pimobendan sdc exemplos de agentes
sensibilizadores de Ca? que promovem inotropismo cardiaco positivo em
modelos animais in vitro e in vivo (Endoh, 1935} pelo aumento da sensibilidade
das proteinas contrateis aoc Ca®*. O pimobendan, agente de classe 1, além de
diminuir o limiar do deslizamento da actina dependente de Ca* (Sata e cols,
1995) também atua inibindo a PDE3 {Scholz e Meyer, 1986}. O levosimendan,
um agente de classe 2, atua principalmente estabilizando a conformagédo de
complexo Ca'*-troponina C, além de inibir a PDE3.

Musculo liso

A contragao da musculatura lisa vascutar assim comg nas outras células
musculares é dependente do aumento da concentragao intracelular de Ca%,
que se da via influxo deste pela abertura de canais idnicos presentes na
membrana plasmatica ou ainda pela liberagdo de estoques intracelulares. O
acoplamento eletroquimico e o farmacologico (Figura 3) sdo responsaveis pela
alteracao na concentracac de Ca®*. No primeirc, a geragao de um PA, onde o
potencial de membrana passa de —60mV a 10mV, promove a abertura de
canais de Ca? voltagem dependente permitindo o influxe do Ca®* a favor do
gradiente eletroquimico. Estes canais idnicos sdo complexas proteinas que
possuem regites especializadas sensiveis a mudangas no potencial de
membrana e causam alteragbes de conformacao no canal, o que permite o
influxo de Ca®*. Ja no acoplamento farmacologico, a concentragdo do Ca®'
pode ser alterada sem a mudanca no potencial de membrana, ou seja, o influxo
de Ca®" (Nelson e cols, 1988) e sua mobilizagdo de estoques intracelutares
(Hashimoto, T., 1986) podem ocorrer pela ligagdo de agentes extracelulares a
receptores de membrana. A noradrenalina, através da sua ligacao a receptores
de membrana acoplados a proteina G estimulatdria, ativa através da
fosfolipase C {PLC) a formagdo de segundos mensageiros capazes de
controfar o processo da contra¢gdo muscular. Um destes mensageiros € o 1P3
cuja molécula intracelufar ativa a liberagéo de Ca®* do RS. O préprio influxo de

LE L X
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Ca® pode mobilizar seus estoques intracelulares (Herrmann-Frank e cols,
1991; Neison e cols, 1995} e aumentar sua concentragao no citoplasma. Pela
agao da PLC também & formado o diacilglicerol (DAG), cujo pape! & aumentar a
sensibilizagdo dos miofilamentos ao Ca®".

Invaginagfes presentes nas fibras musculares chamadas de caveolas
(Taggart, 2001), desempenham fungao regulatdria na homeostasia do Ca®*. As
proteinas formadoras das invaginagfes, as caveolinas, quando estimuladas
recrutam para periferia da célula, enzimas envelvidas na inibigdo da miosina
fosfatase, enzima responsavel pela defosforilagdo da cadeia leve de miosina,
etapa importante no processo de relaxamento muscular.

Ao fim do estimulo de contragao, o relaxamento da musculatura lisa néo
ocorre imediatamente, sendo a redugao na concentragio de Ca’’ e a
defosforifacao de miofilamentos os meios pelos quais ocorre o relaxamento. O
mesmo RS que libera Ca®* no processo de contragdo é o principal responsavel
pela recaptacao do ion contra o gradiente de concentracdo, gragas a Ca®'-
ATPase (bombas SERCA), presente em maior parte exposta ao citoplasma. O
relaxamento da musculatura lisa pode ser induzido farmacologicamente pela
geracdo de nucleotideos ciclicos ou bloqueando a degradagao deste segundo
mensageiro. Outra via de relaxamento esta relacionada a ativagdo de canais de
potdssio dependente de voltagem, que uma vez abertos promovem a
repolarizacdo celular, evento iniciador da redugac de Ca®* intracelular.

A ativacao de receptores beta-adrenérgicos em céliulas de musculo liso
traqueal induzido pelos agonistas como salbutamol, albuterol, fenotero! leva a
formagac de AMPc, segundo mensageiro que via proteina quinase €
responsavel pelo transporte do Ca®*" de volta para o RS, promovendo o
relaxamento (Hoiting e cols, 1986).

As células endoteliais vasculares sao responsaveis pela formacgéo de
moléculas capazes de levar ao relaxamento do mudsculo liso. O aumento de
Ca?" promovido pelos agonistas muscarinicos como exemplo o ipatrpio, &
capaz de ativar a sintese de 6xido nitrico (NO) através da NO sintase. O NO

difunde-se através do musculo liso e no meio intracelular promove a formagao
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de GMPc via guanilato ciclase (ljioma e cols, 1895), que por sua vez atua no
relaxamento da musculatura lisa ativando a miosina fosfatase, enzima
responsavel peia defosforilagdo da cadeia leve de miosina. Através de uma
enzima quinase dependente de GMPc, o nucleotideo promove a redugéo de
Ca?" citoplasmatico pela ativagdo de bombas SERCA e PMCA. A fosforilagao
da fosfolamban presente na Ca’-ATPase do RS ativa esta bomba
(Raeymaekers, 1988} , assim como, 2 enzima quinase ativa a bomba presente
na membrana plasmatica (Yoshida, 1989)

A atividade contratil da musculatura lisa também é alvo dos inibidores de
PDE. Moléculas seletivas para as iscformas do musculo liso podem ser usadas
no tratamento de disfungdes vascular e eretil.

No musculo liso vascular foram identificadas as isoformas de 1 a &
(Saeki e Saito, 1993}. A milrinona, inibidor de PDE seletivo para isoforma do
tipo 3, apresenta efeito cardioinotrépico posttivo e efeito vasodilatador
periférico, o que resulta em alguns efeitos hemodinamicos, tais como, redugao
na poés-carga com aumento do débito cardiaco e redugdo da resisténcia
vascular periférica (Shipley e cols,1996).

No musculo liso de corpo cavernoso, a inibigdo da principal isoforma,
PDE5, aumenta a oferta de GMPc que por meio da proteina quinase
dependente de GMPc reduz a probabilidade de abertura de canais de Ca* de
membrana, levando ao relaxamento do tecido responsavel pela eregdo
(Archer,2002). Assim atuam farmacos como o sildenafil, vardenafil e o tadalafil.

Muisculo Esquelético

No musculo esquelético, o processo de contragdo se inicia com a
despolarizagdo da terminag¢do nervosa da jungao neuromuscular com liberagao
de acetilcolina e ativagdo de receptores nicotinicos presentes na fibra
muscular, O neurotransmissor aumenta a permeabilidade da fibra aos ions Na”
na regido quimioexcitével (placa motora) gerandc o potencial de placa motora
{PPM). A despolarizagdo focal na placa motora excita a regidc adjascente
(membrana eletroexcitavel). Nesta regido, ocorre o influxo de Na* originando o
PA tipo tudo-ou-nada que se propaga ao longo do tubulo T. Diferente do

* AF Sews
LE] -



10

15

20

25

30

10/29

musculo cardiaco, o aumento do Ca®* intracelular decorrente da liberagio de
Ca®* pelo RS nao é dependente do influxo deste jon do meio extracelular. A
despolarizagdo da membrana da fibra muscular (tubulc T) é percebida pelo
DHPR (McPherson e cols, 1993) e transmitida ao canal de RyR1 que por sua
vez promove a liberagdo de Ca’* do RS para o citosol. Uma vez ativado, o
RyR1 transmite uma informacao que libera a ligagao do Ca?* da calsequestrina,
proteina encontrada no lumen do RS (lkemoto e cols,1991). A liberagao de
Ca®* pelo RS de musculo esquelético pode ser ativada por agentes
farmacologicos como a cafeina, halotano, rianodina (concentragdo nanomolar),
nucleotideos de adenina, 4-cloro-m-cresol e outros. O ATP e o Ca*’ s&o os
principais ativadores endégenos. Pode ser bloqueada pelo Mg?', pela rianodina
(concentragae micromolar), ruténio vermelho, procaina, calmoduling,
dantrolene e outros.

A Lliteratura patentaria possui documentos bastante relevantes.
Podemos citar 0 WO 00/78754, trabalho que originou o composto LASSBio
294, que descreve compostos com capacidade inotrépica. Porém, ao contrario
do objetivo desta invengao, tais compostos do estado da técnica sio
considerados inotrépicos positivos.

Compostos capazes de promover o relaxamento seletivo dos masculos
nao sao inéditos. Podemos citar o documento WO 94/28802, que descreve
compostos capazes de atuar seletivamente no musculo liso. O decumento WO
04/050084 revela novos compostos com capacidades de inibir a ECA e serem
doadores de NO ao mesmo tempo. J&a o documento WO 04/047837 revela
novos blogueadores (-adrenérgicos multifuncionais, com capacidades
adicionais, tais como doadores de NO e agéo antioxidante.

No entanto, nenhum composto descrito antericrmente apresenta
semelhanga estrutural e farmacodinamica com os compostes desta invengao.

Descri¢ao das Figuras
A Figura 1 mostra o registro tipico de abalos musculares de musculo

papilar de rato, estimulado eletricamente a freqiéncia de 1 Hz. Os tragados
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foram obtidos no controle, 30 minutos apds o equilibrio da preparagao na
presenca de 100 uM dos derivados L789, L791 e L786 e 30 minutos apds a
lavagem dos tecidos com solugéo de Tyrode.

A Figura 2 mostra os efeitos dos derivados N-acilidrazonicos na
amplitude dos abalos de masculo papilar de ratos. Os dados representam a
média + EPM de 6 experimentos para cada derivado testado. (*P<0,05 quando
comparado ao controle).

A Figura 3 mostra os efeitos dos derivados N-acilidrazdnicos na tensao
isométrica de feixes de ventriculo esquerdo de coracao de rato. Os dados
representam a média + EPM de 6 experimentos para cada derivado testado.
(*P<0,05 quando comparado ao controle).

A Figura 4 mostra o registro representativo do protocolo experimental
utitizado para testar a atividade relaxante da musculatura lisa da aorta,
preservada de endotélio, pelos derivados N-acilidrazdnicos. No exemplo, a
substancia testada foi o L785, que provocou relaxamento completo a contratura
induzida pela fenilefrina (FNF). As setas indicam os momentos em que as
substéncias indicadas foram adicionadas na solugdo nutridora, Observe entre
os registros, a lavagem da preparagdo com solugdo de Tyrode durante 30
minutos.

A Figura 5 mostra a inibi¢ao da contratura induzida pela fenilefrina pelos
andlogos do L294 em anéis de aorta de ratos com o endotélio vascular
preservado. Os pontos representam a média + EPM de 6 experimentos para
cada derivado. (*P<0,05 em relagéo ao controle).

A Figura 6 mostra a curva dose-resposta das concentragfes cumulativas
dos derivados na contratura de anéis de aorta induzida por KCl| (40mM).
(*p<0,05 quando comparado ao controle. n = 6).

A Figura 7 mostra o registro representativo do protocolo experimental
utilizado para testar a atividade relaxante da musculatura lisa da aorta, sem
endotélio, pelos derivados N-acilidrazénicos. No exemplo, a substancia testada
foi o L790, que nao provocou efeito relaxante significativo na contratura

induzida pela fenilefrina (FNF). As setas indicam os momentos em que as
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substéncias indicadas foram adicionadas na solugdc nutridora. Observe entre
0s registros, a lavagem da preparagdo com solugdo de Tyrode durante 30
minutos.

A Figura B mostra a curva dose-resposta contratil de anéis de aorta na
presenga dos derivados N-acilidrazénicos. Os pontos representam a media +
EPM de 6 experimentos para cada derivado. (* indica P<0,05 quando
comparado ao controle).

A Figura 9 mostra o efeito inibitorio dos analogos do L294 na contratura
de anéis de aorta de rato sem endotélio induzida pelo KCI (40mM). Os pontos
representam a média + EPM (n= 6). (*P<0,05 em relagédo ao controle).

A Figura 10 mostra o efeito de concentragbes cumulativas do derivado
L786 na contratura de corpo cavernoso de cobaio induzida pela fenilefrina {30
MM}

A Figura 11 mostra o efeito das concentragbes cumulativas de derivados
do L294 na contratura induzida pela fenilefrina em corpo cavernoso de cobaio.
* indica p<0,05 quando comparado ao controle. Os numeros entre parénteses
correspondem ac ndmero de experimentos realizados.

A Figura 12 mostra o efeito de concentragdes cumulativas do derivado
L785 na contratura de anéis de traquéia de rato induzida pela acetilcolina (10
M.

A Figura 13 mostra o efeito de concentracbes cumulativas de derivados
do L294 na contratura de anéis de traguéia de rato. (* indica p<0,05 quando
comparade ao controle}). Os numeros entre parénteses correspondem ao
nimero de experimentos realizados.

A Figura 14 mostra os registros de abalos de musculos EDL e SOL de
camundongos na auséncia (Controle), presenca de L786 (50 uM) e 30 minutos
apoés a lavagem das preparagdes com solucdo de Krebs. Observe a mudanga
da velocidade de registro.

Sumario da Invencéao
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E um objeto da presente invengéo a apresentagdo de derivades tienil-
acilidrazénicos capazes de provocar relaxamento muscular seletivo. Mais
especificamente, estes derivados s3o seletivos para musculos cardiacos efou
lisos efou esqueléticos.

E um adicional objeto da presente invencdo os derivados tienil-
acitidrazdnicos diretamente relacionados com a férmula geral (I} abaixo:

< Rt

° ()

onde:

R1 pode ser H, alquil C1-C6, alquenil C1-C8 ou arilalquil, sendo que tais
radicais podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados,

ANC se refere & ligacao entre o nitrogénio e o carbono, ligagao esta que
pede ser simples ou dupla, desde que quando a ligagdo for simpies, o
nitrogénio faga mais uma ligagéo simples com um hidrogénio;

R2 pode ser H, alquil C1-C8, halogénio, NO,, sendo que tais radicais
podem ser opcionalmente substituidos, insaturados efou ramificados;

€ seus sais, derivados e/ou solvatos farmacéuticamente aceitaveis.

E um adicional objeto da presente invengas composigdes farmacéuticas
contendo tais derivados e seu uso em animais, preferencialmente humanos.
Mais especificamente, tais composicdes sdo destinadas para o relaxamento de
muscutes cardiacos efou lisos e/ou esqueléticos.

Descricdo Detathada da Invencéo

Como pode ser claramente observado, os compostos da presente
invengao séo diretamente relacionados com o composto LASSBIio-294 (L294),
apresentado no documento WO 00/78754, e derivados. De acordo com o

L] FPEsk TRl S0 ST S
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reiatorio descritivo desta referéncia, € somente objeto da invengdo compostos
que possuam atividade inotropica positiva, ou seja, que sejam capazes de
aumentar a contratilidade das células musculares. Os derivados aqui descritos,
diferem destes compostos justamente por apresentarem atividades inotropicas
negativas, além de possuirem seletividade tissular.

Os exemplos aqui descritos nao possuem a intencao de limitar a
invengao, possuindo apenas carater ilustrativo.

Para efeitos desta invengéao considera-se tecido muscular o conjunto de
tecidos formado pelos musculos cardiaco, liso e esquelético. Ainda para efeitos
desta invengao, a expressao "analegos de L294" engioba os compostos L785,
L786, L787,1.788, L790 e L791.

Os derivados tienil-acilidrazdnicos da presente invengao sao compostos

diretamente relacionados com a formula geral {1} abaixo:

< |

© "

onde:

R1 pode ser H, alquil C1-C8, alquenil C1-C8 ou arilalquil, sendo gue tais
radicais podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados;

ANC se refere a ligagao entre o nitrogénio e o carbono, ligagao esta que
pode ser simples ou dupla, desde que gquando a ligagdo for simples, ©
nitrogénio faga mais uma ligagao simples com um hidrogénio;

R2 pode ser H, alquil C1-C8, halogénio, NO,, sendo que tais radicais
podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados;

e seus sais, derivados e/ou solvatos farmacéuticamente aceitaveis.
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Os derivados da presente invengao possuem seletividade tissular,
atuando preferencialmente no tecido muscular. Mais ainda, os compostos da
presente inveng&o apresentam seletividade entre os tecidos musculares,
atuando em pelo menos um dos tecidos do grupo escolhido para avaliagéo,
que consiste de musculo cardiaco, musculo liso e musculo esquelético.

Os derivados da presente invengdo podem ser preparados de acordo
com procedimentos quimicos conhecidos e descritos no estado da técnica.

Os compostos preferenciais da invengo, andiogos de L294 seguem a

férmula geral {I} e seus substituintes correspondem a Tabela 1 abaixo.

Tabela 1: Compastos preferenciais da invengéo

Derivado R1 ANC R2
LASSBio 785 (L785) CHax Sim H
LASSBio 786 (L786) | CgHsCHa- sim H
LASSBio 787 (L787) H Sim CH;
LASSBio 788 (L788) | CH2=CHCH,- Sim H
LASSBio 790 (L790) H Sim NO;
LASSBIio 791 (L791) H Nao H

Os compostos preferenciais da invengao sao escolhidos do grupo que
compreende:

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-metil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene]-hidrazida (L785)

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-benzil-N'-[ 1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene]-hidrazida (L786}

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-metil-tiofen-2-il)-met-(E)-
iidene]-hidrazida (L787)

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-ilidene]-N-
alil-hidrazida (L788)

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-nitro-tiofen-2-il)-met-(E)-
ilidene]-hidrazida (L790)

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N'-tiofen-2-ilmetil-hidrazida (L791)
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Para averiguar a atividade biologica dos compostos da presente
invengao, foram realizados diversos experimentos, de acordo com 0 esquema

abaixo.

1} Musculo Cardiaco
a. Tensao isométrica em musculo papilar
b. Tens&o isométrica em feixes ventriculares
2) Muasculo Liso
a. Vascular
i, Tensdao isometrica em artéria aorta — indugao por
fenilefrina (com endotélio)
ii. Tensdo isométrica em artéria aorta — indugao por KCI
(com endotélio)
iii. Tensdo isométrica em artéria aorta — indugao por
fenilefrina (sem endotélio)
iv. Tensao isométrica em artéria aorta — indug&o por KClI
{sem endotélio)
b. Corpo Carvernoso
i. Contratura induzida pela fenilefrina
c. Traqueal
i. Contratura induzida pela acetilcolina
3} Musculo Esquelético
a. Amplitude de abalos induzidos eletricamente em fibras rapidas
b. Amplitude de abalos induzidos eletricamente em fibras lentas

Realizados os experimentos, os resultados sofreram analise estatistica,
sendo expressos em média + EPM como porcentual do valor de controle e
construidos graficos utilizando-se o programa Sigma Plot 5.0 para representar
os dados obtidos. Para a analise estatistica dos efeitos nos diferentes tecidos
musculares avaliou-se a diferenca entre as concentragoes do mesmo derivado

utlizando-se o teste de “t’ Student. Para verificar a diferenga entre os derivados
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utilizou-se o teste one-way ANOVA. As diferengas foram consideradas
significativas para P<0,05. A Cls; foi expressa como média + EPM dos valores
obtidos para cada experimento através de regressado nao-linear baseada na
equacao, y= yo+ae ™.

- Ensaios Laboratoriais
Muscuio Cardiaco

Protocolo Exparimental

Apss anestesia com éter etilico, ratos Wistar machos pesando entre
240-280 g eram sacrificados através de deslocamento cervical. O coragdo era
rapidamente refirado e o musculo papilar e feixes ventriculares eram
dissecados em solugao Tyrode, cuja composicdo se encontra na Tabela 2
abaixo, a temperatura ambiente. Os musculos eram colocados em cubas
verticais de capacidade de 10 mL e fixados pelas extremidades: sua porgao
inferior a uma garra localizada na haste de fixacao do eletrodo de estimulagio
€ a porgdo superior conectada a um transdutor de forga (Grass FT03) para

registro dos abalos musculares.

Tabeia 2. Composi¢io em mM da solugdo Tyrode. pH ajustado para 7.4 com KOH 5M

Compostos | Concentragio (mM)

NaCl 130,0
KCI 5,0
MgCl, 1,0
CaCly 2,5
NaHCO, 24,0
NazHPO4 0,9
Dexirose 5,6

Os musculos eram estimulados eletricamente com  voltagem
supramaximal (50-60 V), por meio de um estimulador (Grass S88) a freqiéncia
de 1,0 Hz. Os sinais captados pelo transdutor eram amplificados (Cyberamp
380, Axon Instruments) e a tensdo isometrica digitalizada (Digidata 1322A,
Axon Instruments) sendo armazenada em computador. A visualizagdo e a
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analise do experimento era feita utilizande-se o programa axoscope 8.0 (Axon
Instruments} (Sudo e cols, 2001). A solugdo da cuba era continuamente
borbulhada com mistura carbogénica {95% O; / 5% CO;) e mantida a
temperatura de 37 °C.

Apos a estabilizago dos abalos musculares (aproximadamente 30 min),
0s registros eram realizados na auséncia (controle) e presenca de
concentragdes crescentes (10 a 100 uM) dos diferentes analogos do 1294,
diluidoes em DMSO. Os registros eram realizados aos pares {dois papilares e
dois ventriculos), permitindo assim, que em um dos pares fosse efetuado o
experimento controle, ou seja, com quantidades crescentes do DMSO
equivalente a aquelas utilizadas para diluir as substancias. A reversibilidade do
efeito das substancias era investigada ao final de cada experimento
observando-se a recuperagdc dos abalos musculares apos lavagem da
preparagao com solugao de Tyrode.

Resultados

A Figura 1 mostra registros tipicos de abalos de musculo papilar na
auséncia e na presenca de 100 uM de L789, L791, |.786.

Este efeito foi inteiramente revertido apds a lavagem da preparacdo com
solucdo de Tyrode. A diversidade de resposta dos analogos do L294 no
coragdo pode ser vista nos dois registros seguintes. Assim, a mesma
concentragdo (100 pM) de L791 nao alterou significativamente a resposta
contratii do musculo papilar. Por outro lado, o L7868 reduziu intensamente a
amplitude dos abalos musculares, sendo este efeito, parciaimente revertido
com a lavagem da preparagao.

A curva dose-resposta relacionandeo tensdc isométrica de musculo
papilar e concentracdo crescente dos analogos do L294 estad apresentada na
Figura 2. L789 aumentou significativamente a amplitude dos abalos musculares
em relacdo ao controle. Efeito maximo com este analogo foi alcancado na
concentragdo de 100 pM (1205 + 3,7% do controle, n= 6, P<0.05). Ac
contrario, L786 e L788 reduziram de forma concentragdo-dependente a
amplitude dos abalos do musculo papilar, com diminuicao para 64,1 £ 59% e
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81,2 + 2,6% do controle, respectivamente, na concentragdo de 100 uM. Ainda
no musculo papilar, as alteragfes maximas dos abalos provocadas pelo L785
(86,5 + 4,0% do controle, n= 6), L787 (115,0 + 5,0% do controle, n= 6), L790
(87,8 + 5,6% do controle, n=6) e L791 (92,4 + 2,5% do controle, n= 6) nao
foram significativas. O DMSO adicionado a solugdo no mesmo volume em gue
as substancias foram diluidas ndo modificou significativamente a amplitude dos
abalos musculares.

Como mostrado na Figura 3, resultados semelhantes foram obtidos em
feixes ventriculares onde o L7899 (100 puM} também aumentou
significativamente os abalos musculares para 118,8 + 4,0% do controle
{(P<0,05). O L786 e L788 (100 yM) reduziram a contratilidade muscular para
79,9 + 10,6% (P<0,01) e 74,9 + 5,1% (P<0,05) do controle, respectivamente.
Os outros derivados testados nesta preparagao nao provocaram alteragdes
maiores que 10%, isto &, L785, L787, L790 e L791 modificaram a resposta
muscular para 96,5 £ 3,8%, 105 £ 6,9%, 92,3 £ 1,6% e 89,4 £ 4, 5% do controle,
respectivamente.,

A reversao da depressao ou do aumento da contratiidade da
musculatura cardiaca foi avaliada apds a perfusdo de solugao nutridora
desprovida do derivado em teste durante 30 minutos. A recuperagao dos
abalos musculares foi total para a maioria dos derivados, exceto para o L786,
que ainda se encontrava 79,7 = 4,6% do controle (P<0,05) apés a lavagem.

Musculo Liso Vascular — Artéria Aorta

Protocolo Experimental

Ratos Wistar machos pesando entre 240-280 g eram sacrificados por
deslocamento da coluna cervical sob anestesia pelo éter etilico. A artéria aorta
era retirada e transferida para placa de Petri contendo solugao de Tyrode
modificada, cuja composicao encontra-se descrita na Tabela 3 abaixo, onde
era realizada a limpeza do vaso e a retirada de tecido conectivo. De acordo
com 0 protocolo experimental programado, o endotélio vascular era removido

mecanicamente com o auxilio de uma haste de polietileno. A artéria era
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dividida em anéis de largura entre 2-3 mm. Duas garras eram posicionadas na

parede do vaso com objetivo de registrar a tensao gerada pelo musculo no

sentido transversal. Para isto, uma das garras era amarrada a um ponto fixo no
interior da cuba e a outra a um transdutor de forca (FT 03) para registro de
tensac isometrica. A tensao gerada pelo mudsculo era transformada em um
sinal eletrico, digitalizada (Digidata 1322A) e armazenada em computador para
posterior analise usando o programa axoscope 8.0 {Axon Instruments, Inc). A
cuba era preenchida com solugdo de Krebs e esfa oxigenada e mantida a
37°C.

Tabela 3. Composicdo da solugdo de Tyrode {em mM). A solugdo era continuamente
bortulhada com a mistura 95% O, / 5% COC, e o pH ajustado para 7,4. A temperatura do meio
experimental era mantida em 37°C.

Compostos { Concentragdo (mM)

NaCl 120,0
KCi 2,8
MgCl; 1,2
CaCl, 2,5
NaHCO; 24,0
NazHPO4 0,9
Dexirose 5,6

ApOs a estabilizacdo da preparagao, aproximadamente 120 minutos,
dava-se inicio ao protocolo experimental. Iniclaimente, com objetivo de
identificar a presenga ou auséncia do endotélio vascular, a preparagao era
exposta a fenilefrina (10 uM) e, no momento em que a contratura em resposta
a esta substancia era estabilizada, a acetilcolina {10 uM) era adicionada a
solugdo nutridora. Relaxamento superior a 80% em resposta a acetilcolina
indicava integridade total do endotélio e relaxamento inferior a 10% indicava
auséncia de endotélic. Os tecidos em que a intensidade de relaxamento se
situava entre >10% e <80% eram desprezados. Para investigar o efeito
vasodilatador dos diferentes andlogos do L294, estes eram adicionados as
cubas experimentais, em concentragdes crescentes, apds a estabilizagac da

contratura do vaso induzida pela fenilefrina. A tensdo registrada apos o
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tratamento com cada concentragio dos analogos do L294 foi normalizada em
funcdo da amplitude da contratura gerada pela fenilefrina. Para efeito
comparativo de poténcia entre alguns andlogos do L294, a Cisp era
determinada para cada experimento usando a equacao y= y,+ae™ e a média
delas utilizada para a analise estatistica.

Resultados

Efeitos na contratura induzida pela fenilefrina ern preparagdo com
endotélio

A Figura 4 mostra registro tipico de um experimento realizado em anéis
de aorta de rato com endotélio integro. Apés a estabilizagao da contratura em
resposta a fenilefrina (10 uM), foram adicionados 10 pM de acetilcolina (Ach) a
cuba experimentail. O relaxamento provocado pela Ach foi superior a 80% do
controle demonstrando com isto, a preservacao do endotélio vascular. O efeito
da Ach foi totalmente reversivel uma vez que a fenilefrina provocou contratura
de intensidade igual ao do inicio do experimento 30 minutos ap6s a lavagem da
preparagdo. O analogo L785 diminuiu de forma dose-dependente a contratura
da fenilefrina atingindo o seu maximo de efeito na concentragao de 100 uM.

Protocolo semelhante ao da Figura 4 foi repetido para as demais
substancias estudadas. Como apresentado na Figura 5, ficou evidenciado que
todos os analogos do L294 tem efeito semelhante aoc L785, porem, com
diferengas significativas de poténcia e eficacia entre eles. O L785 e L788 foram
0s derivados mais eficazes, onde reduziram a amplitude da contratura de anéis
com endotélio integro para 4,4 £ 2,8% {(n=6) e 10,4 = 3,2% (n= 6) do controle,
respectivamente.

No entanto, o efeito inibitdrio maximo induzido pelo L785 foi alcangado
com 50 pM, concentracdo esta quatro vezes menor do que a do L788 para
promover inibicdo de intensidade equivalente. A inibigao maxima observada
com 0s outros derivados foram de 34,5 £ 7 6% (n=6), 37,1  7,0% (n= 6}, 32,7
+4,2% (n=6), 47,0+ 59% (n=6)e 59,2 + 7,8% para L786, L787, L789, L790 e
L791, respectivamente.
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Poténcia comparativa entre os analogos do L294 nesta preparagao esta
mostrada na Tabela 5 abaixo. Observe que a Clgy do L785 € gquase 7 vezes
menor do que a do L788 e quase 30 vezes menor do que a do L787 mostrando
a grande poténcia daquela substancia. O analogo L789 é de baixa poténcia
n&o provocando relaxamento vascular significativo e assim, néo possibilitando

a determinagao da Clse.

Tabela 5. Clg; dos andlogos do £294 na contratura induzida pela fenilefrina (10 M} em
angis de aorta com a preservagao do endotélio. A Clsg foi determinada para cada experimento
e os dados da tabela representam a media + EPM de 6 experimentos. ND indica situagao em
que a Clsy ndo pode ser determinada em fung3o da reduzida poténcia do analogo em inibir a

contratura induzida pela fenilefrina.

Inibigdo da Coniratura Induzida pela
Fenilefrina — Com Endotélio
Analogos do L294 | CI50 (uM) Média + EPM

|.785 10,2105

L788 679+65

L786 1341 £ 31,0

L791 1728+ 26,7

L7390 216,0 + 39,3

L787 293,0+ 76,0

L789 ND

Efeitos na contratura induzida pelo KCI em prepara¢do com endotélio

Efeitos dos analogos do L294 foram investigados em anéis de aorta de
rato com preservagao de endotélio cuja contratura foi induzida pelo aumento da
concentragao extracelular de KCI para 40 mM. Dos sete andiogos do L294, o
teste foi realizado apenas com o L785, L786, L7893 e L790, neste grupo de
experimentos.

O critério de escolha dos analogos do L294 para serem testados na
contratura induzida pelo KCI foi baseado nos resultados obtidos nos musculos
cardiacos e no relaxamento provocado em vasos a contratura induzida pela
fenilefrina. Assim, 0 L785 e L786 por terem sido os mais potentes em provocar
relaxamento vascular, o L789 pelo efeito inotropico positivo cardiaco e o L7980
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pelo fato de ser o analogo inerte tanto no cora¢ao quanto no vaso. A inibicao
da contratura provocada pelo L790 foi insignificante até 100 pM, porém, esta foi
reduzida para 74,9 = 8,8% (P<0,05 em relagao ao controle) na concentragéo de
200 uM. Os analogos L789 e L786 reduziram a contratura pelo KCI para 61,9
3,0% (P<0,05 em relagdo ao controle) e 51,1 + 2,8% (P<0,05 em relagéo ao
controle) do controle, respectivamente. O L785 foi novamente o analogo mais
eficaz, reduzindo a amplitude da contratura para 8,1 + 3,8% do controle
(P<0,05), conforme é mostrado na Figura 6.

Como apresentado na Tabela 6, a Clsg com L785 foi de 34,1 £+ 6,3 uM
enquanto que com o L7886 foi de 127,1 + 13,7 pM. Devido a baixa poténcia a
Clsodo L789 e L790 nao pode ser determinada.

Tabela 6. Clsy dos analogos do L294 na contratura induzida pelo KCI {40 mM) em anéis
de aorta com a preserva¢do do endotélic. A Clg foi determinada para cada experimento e os
dados da tabela representam a média + EPM de 6 experimentos. ND indica situagdes em que a
Clsp ndo pode ser determinada em fungio da reduzida poténciz do analago em inibir a
contratura induzida pelo aumento da concentragdo extracelular de K'.

Inibicdo da Contratura Induzida pelo
KCI - Com Endotélio

Analogos do L294 Clsg (UM) Média + EPM
L785 341+86,3
L786 127,1£137
L789 ND
L790 ND

Efeitos na contratura induzida pela fenilefrina em preparacdo sem

endotélio

A importancia da presenca do endotélio vascular na agdo vasodilatadora
dos andlogos do L294 foi avaliada em experimentos em que estas células
foram mecanicamente removidas. No registro da Figura 7, ficou demonstrada a
auséncia do endotélio vascular em fungdo do n&ao relaxamento do vaso na
presenga de Ach. Também ficaram evidenciadas a reprodutibilidade das
contraturas a fenilefrina mesmo apds a lavagem da preparagao e a auséncia de
efeito relaxante do L790. Quando os resultados dos experimentos sem
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endotélio foram analisados no conjunto, confirmou-se a auséncia de efeito do
L790. Da mesma forma as modificacbes estruturais do L7381 néo resultaram em
atividade vasodilatadora nesta preparagac (Figura 8). O relaxamentoc maximo
provocado pelos analogos L787 e L789 foi inferior a 50% do controle e os
5 demais analogos provocaram relaxamento na seguinte ordem decrescente de
eficacia: L785>L788>L786. Chamou mais uma vez a atengdo a grande
eficiéncia dos analogos L785 e L788. Com o L785 o relaxamento foi
praticamente total com 100 pM da substancia.
A poténcia entre 0s analogos do L294 obedeceram a mesma ordem da
10 eficacia. Como apresentado na Tabela 7 abaixo, a Clsp do L785 se destacou
por ser muito inferior das demais substancias. No grupo intermediario estdo o
L788 e o L7886 e daqueles que provocaram efeitos, os menos potentes foram o
L78% e o L787 Os analogos L791 e L790 foram desprovidos de acdo
vasodilatadora (Tabela 7).
15
Tabeia 7. Cls; dos analogos do 1254 na contratura induzida pela fenilefrina (10 pM} em anais
de aorta sem a preservagio do endotélio. A Clg, foi determinada para cada experimento e os
dados da tabela representam a média + EPM de 6 experimentos. ND indica situagbes em que a

Clss ndo pode ser determinada em funcado da reduzida poténcia do anaiogo em inibir a
20 contratura induzida peia fenilefrina.

inibicdo da Contratura induzida pela
Fenilefrina — Sem Endotélio
Analogos do L294 Clso (uM) Média + EPM

L785 18.5+3.8

L788 657+ 80

L786 86.2 +7.1

L789 196.1 £ 38.7
L787 2734+£220

L791 ND

L7380 ND

Efeilos na conlratura induzida pelo KCi em preparacdo sem endotélio

25 Os analogos do L294 também reverteram a confratura pelo K' em

preparacao sem endotelio. Ndo houve diferenga na eficicia entre 0 L786 e
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L790 que constituiram um grupo intermediario (Figura 9). O analogo de menor
eficacia foi o L7828 e o L785 o de maior. Diferente do que foi demonstrado para
a contratura pela fenilefrina, o L785 nao foi capaz de reverter completamente a
contratura pelo K° mesmo na concentragdo mais elevada (200 pM), nesta
preparagao.

A Tabela 8 apresenta a Clsy comparativa entre 0os analogos do L294 na
contratura induzida pelo K' na preparagdo de aorta sem endotélio. Pode-se
observar que L.785 foi 0 analogo mais potente (Clso= 40,5 + 9,5 uM) sequido de
L790 (123,0 £ 17,3 uM) e L786 (151,4 + 7,6 uM}. O L789 foi aquele de menor
poténcia (Clsp= 394,0 £ 25,4 uM).

Tabela 8. Clsg dos analogos do L294 na contratura induzida pelo KCI (40 mM) em anéis de
aorta sem a preservagdo do endotélio. A Clsp foi determinada para cada experimento e os
dados da tabela representam a média + EPM de 6 experimentos. ND indica situagdo em que a
Cls; ndc pode ser determinada em fungio da reduzida poténcia do analogo em inibir a

contratura induzida pelo aumento de KCI extracelular.

Inibicdo da Contratura Induzida pelo
KCI - Sem Endotélio

Analogos do L294 | CI50 (uM) Média + EPM
L785 40.5+95
L786 1514176
L789 394.0 + 25.4
L790 ND

Corpo Cavernoso

Os derivados do L294 que se mostraram mais potentes em provocar
relaxamento da musculatura lisa vascular tais como o L785, L786 e L788, e um
outro derivado incapaz de relaxar a musculatura lisa vascular, L790 foram
inicialmente avaliados na resposta contratil da musculatura lisa do corpo
cavernoso do cobaio. A Figura 10 mostra registro tipico da contratura induzida

pela fenilefrina (30 pM} no corpo cavernoso de cobaio seguida de exposicao de
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concentragdes crescentes e cumulativas do L788 até 200 pM. Note que
ocorreu inibigdo concentracdo dependente da resposta contratil do corpo
cavernoso pelo L788.

O mesmo protocolo experimental foi repetido para os demais derivados
em teste e para o solvente isoladamente (Figura 11). Verificou-se que somente
o L788 promoveu um relaxamento significativo, onde a amplitude da contratura
na concentracao de 200 uM foi de 46,5 + 8,8 % do controle. Enquanto que os
outros derivados nao provocaram efeitos significativos na amplitude da
resposta contratil do corpo cavernoso. O efeito do solvente (DMSQO) foi testado
nos volumes correspondentes aos usados para os derivados e nao foi capaz de
alterar significativamente a contratilidade deste tecido.

Traguéia

A preparagao de anéis de traquéia & utilizada para a observagao de
provavel agac destes potentes vasodilatadores em outros tecidos de
musculatura lisa. Na Figura 12 esta representado o registro tipico da contratura
de anéis de traquéia induzida pela acetilcolina (Ach, 10 uM) seguida da
exposicdo de concentracbes crescentes cumulativas do derivado L785 até
atingir 200 pM. Pode-se observar uma redugdo dose-dependente da amphtude
da contratura induzida pela Ach.

O mesmo protocolo foi utilizado para o derivado L786 e o solvente
{Figura 13). Observa-se que 0 L785 promoveu efeito de relaxamento muscular
significativo de forma dose-dependente. Na concentragdo de 200 puM, L786
reduziu a amplitude da contratura para 25,3 + 12,1% do controle. © mesmo nao
foi observado com L786. Vale ressaltar que o solvente usade (DMSO) nao
apresentou efeito de relaxamento, pelo contrario provocou um leve aumento da
amplitude da contratura (127,5 + 0,9% do controle) no volume correspondente

a concentragdo de 200 uM dos derivados.

Muscuio Esquelético

Protocolo Experimental
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Camundongos machos pesando entre 22-28g eram sacrificados por
deslocamento cervical, e os musculos extensor digitorium fongus (EDL) e
soleus (SOL) eram dissecados em solucao Ringer-Krebs, cuja composi¢ao se
encontra na Tabela 9, a temperatura ambiente. Os musculos eram colocados
em cubas verticais com capacidade de 10 ml e fixados peias extremidades a
haste de fixacédo do eletrodo de estimulagdo € a um transdutor de forga (Grass
FTO3) para registro de abalos musculares. A solucdo da cuba foi
continuamente borbulhada com mistura carbogénica (95% O, / 5% CO,) e
mantida a temperatura de 37 °C. Os musculos eram estimulados eletricamente
por meio de um estimulador (Grass S88) a uma frequéncia de 0,2 Hz, a 37°C.
Apds a estabilizacao dos abalos musculares (£ 30min) foi feito registro controle
na auséncia da droga, e posteriormente concentragdes crescentes (de 10uM a
200uM) dos derivados do L294, diluidos em DMSO, eram adicionadas a cada
dez minutos. A reversibilidade da prepara¢ao foi verificada ao término do
experimento por meio da lavagem com solugao nutridora. Os sinais captados
pelo transdutor eram amplificados (Cyberamp) e a tensdo isométrica
digitalizada (Digicfata 1322A) sendo armazenada em computador. A
visualizagdo e a andlise do experimento eram feitas utilizando-se o programa
axoscope 8.0. (Zapata-Sudo, 2003).

Tabela 9. Composigdo da solugdo Ringer-Krebs em mM. pH ajustado para 7,4 com KOH 5M.

Compostos Concentragao (mM)
NaCl 135,0
KCI 50
MgClz 1,0
CaCl, 20
NaHCOs; 15,0
Na,HPO, 1.0
Dextrose 11,0

Resultados
Medida da amplitude de abalos induzidos eletricamente foi escolhida
para avaliar os efeitos dos analogos do L294 no inotropisme de musculos

L]
-
L]
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esqueléticos. Musculo constituido de fibras rapidas (extensor digitorium longus-
EDL) e outro de fibras lentas (soleus-SOL) de camundongos foram escolhidos
para este proposito. Experimentos tipicos, em duas velocidades de registro,
realizados nos musculos SOL e EDL estado apresentados na Figura 14,
Diferencas no curso temporal dos abalos entre os musculos rapido e fento &
mostrada na velocidade de registro mais rapida. A administracao de 50 UM de
L7886 provocou nitidamente reducdo da amplitude e aumento da duracao dos
abalos musculares tanto no musculo EDL quanto no SOL. A lavagem da
preparacdo com solugdc de Krebs, provocou reversao parcial dos efeitos
induzidos pelo L786.

O mesmo protocolo foi repetido para os demais analogos e os resultados
estdo apresentados nas figura 19 e 20. Foi observada distingao de efeito dos
derivados entre os mdsculos. O L786 mostrou-se mais eficaz na redugao da
amplitude do abalo de musculo EDL (28,7 £ 9,9% do controle) do que de
musculo SOL (61,9 + 55% do controle). JA o L785 apresentou eficacia
equivalente, reduzindo a contragdo dos musculos EDL e SOL para 31,6 £ 4,7%
€ 28,4 + 6,6% do controle, respectivamente, ressaltando que este foi o derivado
de maior eficacia no musculo SOL. Neste dltimo, os derivados L787 e L788
destacaram-se por reduzir a amplitude para 47,6 + 42% e 451 + 51% do
controle, respectivamente, enquanto que os demais derivados, L788, L790 e
L791, promoveram redugdes menores que 50%, ou seja, 59,4 £ 3,4%, 71,3 ¢
5,2% e 69,3 * 4,8% do controle, respectivamente.

Em miuisculo EDL, estes trés ultimos derivados causaram maiores
redugdes, 38,9 + 4,8%, 52,2 + 3,4% e 458 £ 6,9%, respectivamente, e os
derivados L787 e L788 reduziram a amplitude para 37,8 + 3,5% e 47,6 + 54%
do controle, respectivamente. Porém, este efeito no EDL pode ser atribuido em
parte ao solvente, fato este ndo observado no SOL.

A inibicdo dos abalos dos musculos esqueléticos, provocada pelos
analogos do L294, ndo pdde ser totalmente revertida pela lavagem. Como
apresentada na Tabela 10, a maioria dos analogos provocou efeitos
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ireversiveis 30 minutos apés a lavagem. Alguns analogos como o L791 no
EDL e L787 no SOL tiveram seus efeitos parcialmente revertidos.

Tabela 10. Reversdo dos efeitos dos anadlogos do L294 na amplitude de abalos musculares de
muscuio esqueiético.

10

15

20

EDL SOL
Derivados 200 pM 30 min - Lavagem 200 M 30 min - Lavagem
{% do controle) {% do Controle) {% do controle} (% do Controle)
L785 316+47 384+45 284 +656 378+96
L786 287+99 ND 61,9+55 77,0+ 10,3
L787 37,8+35 38625 476142 76,0+ 46
L788 47654 288+23 451+51 37,847
L789 3880+48 42,2+64 594+34 606+55
L7580 52,2+38 49251 71,3152 70877
L791 4590+ 6,9 71.5+£19.0 693+£48 744+ 138

Os compostos da invengao podem ser administrados em uma variedade
de formas de dosagem, por exemplo, oralmente, na forma de tabletes,
capsulas, agucar ou tfabletes coberfos de filme, solugbes liquidas ou
suspensdes; via retal na forma de supositérios; parenteraimente, isto é via
intramuscular, ou por infusao ou inje¢dc intravenosa efou intratecal efou
intragspinal.

A presente invengdo também inclui composicdes farmacéuticas

compreendendo compostos da Férmula (I), ou sais farmaceuticamente

aceitaveis dos mesmos, em  associagdes com um  excipiente

farmaceuticamente aceitavel.
As composi¢bes farmacéuticas contento os compostos da invengio sao

normalmente preparadas seguindo mélodos convencionais e sao

adminisfrados em forma farmacéutica apropriada.
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Reivindicagoes
RELAXANTES MUSCULARES SELETIVOS E COMPOSICOES FARMACEUTICAS

1. Substéncia caracterizada por possuir estrutura de acordo com a

formula geral ():

O
M.
O .
< D*N/ |
Ry
¢ (1)

onde:
R1 pode ser H, alquil C1-C8, alquenil C1-C8 ou arilalquil, sendo que tais

radicais podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados;

AN“C se refere a ligagao entre o nitrogénio e o carbono, ligagéo esta que
pode ser simples ou dupla, desde que quando a ligagao for simples, ©
nitrogénio faga mais uma ligagao simples com um hidrogénio;

R2 pode ser H, alquit C1-C6, halogénio, NO,, sendo que tais radicais
podem ser opcionalmente substituidos, insaturados efou ramificados;

e seus sais, derivados e/ou solvatos farmaceuticamente aceitaveis.

2. Substancia, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada por ser
escolhida do grupo que compreende:

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-metil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-benzil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-metil-tiofen-2-il)-met-(E)-
ilidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-ilidene]-N-

alil-hidrazida
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Acido 1,3-Benzadioxola-5-carboxilico, [1-(5-nitro-tiofen-2-il)-met-(E)-
ilidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N'-tiofen-2-ilmetil-hidrazida

3. Substancia, de acordo com a reivindicagéo 1 e 2, caracterizada por
ser capaz de provocar relaxamento muscular seletivo.

4. Substancia, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizada pelo
musculo ser escolhido do grupo que compreende musculo liso, musculo
cardiaco, musculo esquelético e mistura dos mesmos.

5. Composi¢ao farmacéutica caracterizada por compreender:

a) uma substancia cuja estrutura corresponde a Formula geral (1)
0

onde:

R1 pode ser H, alquil C1-C6, alquenil C1-C6 ou arilalquil, sendo que tais
radicais podem ser opcionalmente substituidos, insaturados efou ramificados;

ANC se refere a ligagao entre o nitrogénio e o carbono, ligagao esta que
pode ser simples ou dupla, desde que quando a ligagdo for simples, o
nitrogénio faga mais uma ligagao simples com um hidrogénio;

R2 pode ser H, alquil C1-C8, halogénio, NO,, sendo que tais radicais
podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados;

e seus sais, derivados ef/ou solvatos farmacéuticamente aceitaveis,

b) um veiculo farmacéuticamente aceitavel.

6. Composi¢do farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 5,
caracterizado pela substancia ser escolhida do grupo que compreende:

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-metil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene)-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-benzil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene)-hidrazida
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Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-metil-tiofen-2-il}-met-(E)-
ilidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N*-[1-tiofen-2-il-met-(E)-ilidene}-N-
alil-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-nitro-tiofen-2-il)-met-(E)-
ilidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N'-tiofen-2-ilmetil-hidrazida

7. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagéo 5,
caracterizada por provocar relaxamento muscular seletivo.

8. Composicado farmacéutica, de acordec com a reivindicagado 7,
caracterizada pelo musculo ser escolhido do grupo que compreende musculo
liso, masculo cardiaco, musculo esquelético e mistura dos mesmos.

9. Uso de uma substancia caracterizada por possuir estrutura de acordo

com a formula geral (1):

o)

< m

© 0)

onde:

R1 pode ser H, alquil C1-C8, alquenil C1-C6 ou arilalquil, sendo que tais
radicais podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados;

AN se refere a ligacio entre o nitrogénio e o carbono, ligagdo esta que
pode ser simples ou dupla, desde que quando a ligagdo for simples, ©
nitrogénio faga mais uma ligagao simples com um hidrogénio;

R2 pode ser H, alquil C1-C86, halogénio, NO,, sendo que tais radicais
podem ser opcionalmente substituidos, insaturados e/ou ramificados;

€ seus sais, derivados efou solvatos farmacéuticamente aceitaveis;

na preparac¢ao de um medicamento destinado ao tratamento de doengas
associadas ao tecido muscular.
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10. Uso de uma substdncia, de acordo com a reivindicagio 9,
caracterizada por ser escolhida do grupo que compreende:

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-metil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidene}-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N-benzil-N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-
ilidenel-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-metii-tiofen-2-if)-met-(E)-
ilidene}-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, N'-[1-tiofen-2-il-met-(E)-ilidene]-N-
alil-hidrazida

Acido 1,3-Benzodioxola-5-carboxilico, [1-(5-nitro-tiofen-2-if)-met-(E)-
flidene]-hidrazida

Acido 1,3-Benzcodioxola-5-carboxilico, N'-tiofen-2-ilmetil-hidrazida

11. Uso, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pela doenca
associada ao tecido muscular ser escolhida do grupe que compreende
insuficiéncia coronariana, espasmos do mauasculo liso vascular sistémico,
dificuldades de eregao, espasmos de musculos esqueléticos e espasmos da
muscutatura lisa respiratéria.
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Resumo
RELAXANTES MUSCULARES SELETIVOS E COMPOSICOES FARMACEUTICAS

A presente invengdo se refere a substincias capazes de promover
relaxamento muscular seletivo, a composi¢gfes farmacéuticas contendo tais
compostos e seu uso no tratamento de doencas associadas ao tecido

muscular, sendo gue tais compostos obedecem a formula geral (1):

-
»
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