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“Behind every beautiful thing, there's been some kind of pain”
Bob Dylan



RESUMO

O sulfeto de hidrogénio (H2S) é um gés de baixa massa molecular e modula diversos
processos fisioldgicos e patolégicos, incluindo a inflamacéo e a dor. Ensaios preé-
clinicos tém demonstrado que substancias que doam H2S inibem a liberacdo de
mediadores inflamatorios, o recrutamento de leucdcitos, a hiperalgesia e a alodinia
mecanica e o edema inflamatorio. As tiobenzamidas sao substancias que doam H2S
e que apresentam atividades em alguns modelos experimentais. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo avaliar as atividades da 4-metil-
benzenocarbotiamida em modelos experimentais de inflamacéo e dores nociceptiva,
inflamat6ria e neuropatica em camundongos Swiss, bem como o0s possiveis
mecanismos que medeiam essas atividades. A administragdo da 4-metil-
benzenocarbotiamida (100 ou 150 mg/kg, i.p, -30 min) reduziu a resposta nociceptiva
induzida por formaldeido (0,92%, 20 uL, i.p.). A segunda fase da resposta nociceptiva
foi inibida por ambas as doses, enquanta a primeira fase foi inibida apenas pela maior
dose da 4-metil-benzenocarbotiamida. A 4-metil-benzenocarbotiamida néo inibiu a
resposta nociceptiva induzida por calor (modelo de placa quente, 50 °C). A 4-metil-
benzenocarbotiamida (150 mg/kg) atenuou a alodinia mecéanica induzida por
carragenina (600 pg, 30 uL, i.pl.). A atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida nesse
modelo experimental foi inibida pela administracao prévia de ciproheptadina (5 ou 10
mg/kg, p.o.), mas ndo de naltrexona (5 ou 10 mg/kg, i.p) ou glibenclamida (20 ou 40
mg/kg, p.0). No modelo de alodinia mecéanica induzida por constricdo nervo isquiatico,
a 4-metil-benzenocarbotiamida ndo apresentou atividade. A atividade motora dos
animais, avaliada pelo tempo de permanéncia na haste girante, ndo foi prejudicada
pela administragdo da 4-metil-benzenocarbotiamida. A 4-metil-benzenocarbotiamida
(50, 100 ou 150 mg/kg) reduziu o edema de pata, a producdo de fator de necrose
tumoral-a e CXCL1 e a atividade da mieloperoxidase induzidos por carragenina. Foi
observado, ainda, que a 4-metil-benzenocarbotiamida libera Hz2S in vitro. Concluindo,
os resultados do presente estudo demonstram a atividade da 4-metil-
benzenocarbotiamida em modelos de inflamacao e dores nociceptiva e inflamatoria.
Os resultados indicam que a atividade da substancia esta relacionada com a ativacéo
de mecanismos serotoninérgicos e a reducdo da producdo de citocinas e do
recrutamento de leucécitos. A demonstracdo da atividade da 4-metil-
benzenocarbotiamida em modelos de dor e inflamacé&o pode estimular a realizacao de
estudos adicionais visando a avaliacdo dessa molécula como candidata a farmaco util
no tratamento de pacientes com condi¢cdes dolorosas e inflamatorias.

Palavras-chave: 4-metil-benzenocarbotiamida, sulfeto de hidrogénio, dor, nocicepgéo,
inflamacé&o, edema.



ABSTRACT

Hydrogen sulfide (Hz2S) is a low molecular weight gas that mediates several
pathophysiological processes, including inflammation and pain. Preclinical assays
have demonstrated that H2S donors reduce production of inflammatory mediators,
recruitment of leukocytes, edema, allodynia and hyperalgesia. Thiobenzamides are
H2S donors and exhibit activities in many experimental models. Thus, the present study
aimed to evaluate the activities of 4-methylbenzenecarbothioamide in experimental
models of inflammation, and nociceptive, inflammatory and neuropathic pain in mice,
as well as their mechanisms of action. 4-methylbenzenecarbothioamide (100 or 150
mg/kg, i.p., -30 min) reduced the nociceptive responde induced by formaldehyde. The
second phase of this response was inhibited by both doses, while the first phase was
inhibited only by the highest dose. 4-methylbenzenecarbothioamide did not inhibit the
nociceptive response induced by heat (hot plate test, 50 °C). Mechanical allodynia
induced by carrageenan (600 pg, 30 I, i.pl) was attenuated by 4-
methylbenzenecarbothiamide (150 mg/kg). The effect induced by 4-
methylbenzenecarbothiamide in this model was inhibited by previous administration of
cyproheptadine (5 or 10 mg/kg, p.o.), but not by naltrexone (5 or 10 mg/kg, i.p.) or
glibenclamide (20 or 40 mg/kg, p.o.). 4-methylbenzenecarbothiamide did not inhibit
mechanical allodynia induced by constriction of the sciatic nerve. The motor activity,
evaluated by the time mice spent on the rota-rod, was not changed by 4-
methylbenzenecarbothiamide. 4-methylbenzenecarbothiamide (50, 100 or 150 mg/kg)
inhibited paw edema, production of tumor necrosis factor-a and CXCL1 and
myeloperoxidase activity induced by carrageenan. It was also shown that 4-
methylbenzenecarbothiamide releases H2S in vitro. In conclusion, the results of the
present study demonstrate the activity of 4-methylbenzenecarbothamide in different
models of inflammation and nociceptive and inflammatory pain. The results indicate
that the activity of 4-methylbenzenecarbothamide involves activation of the
serotoninergic pathway and reduction of cytokines production and leukocyte
recruitment. The demonstration of the activity of 4-methylbenzenecarbothamide in
models of pain and inflammation may stimulate further studies aiming to evaluate this
molecule as a potential candidate useful in the treatment of patients with painful and
inflammatory disorders.

Keywords: 4-methylbenzenecarbothiamide, hydrogen sulfide, pain, nociception,
inflammation, edema.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

Segundo a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor é definida como
uma experiéncia desagradavel que envolve aspectos sensoriais e emocionais e que
esta associada a uma lesao real ou potencial. Assim, essa experiéncia envolve, além
da transducao de sinais pelo sistema nervoso, fatores cognitivos e afetivos (AUVRAY
et al., 2010). A dor é uma das experiéncias mais comuns na populacdo e é,
provavelmente, o sintoma que mais frequentemente leva pacientes a procurar
assisténcia médica (LOESER e MELZACK, 1999). A dor geralmente faz com que o
individuo evite estimulos que apresentem ameaca a sua integridade, sendo esse
processo essencial para o bem-estar e sobrevivéncia do organismo, além de
importante para a deteccdo e a avaliacdo de diversas doencas (BASBAUM et al.,
2009; OSSIPOV, 2012). A dor pode ser classificada de varias formas, como, por
exemplo, de acordo com sua localizacdo, duracéo ou intensidade (ORR et al., 2017).
Woolf (2004; 2010) propds uma categorizacao, baseada nos estimulos e mecanismos
neuroquimicos envolvidos, que consiste em dor nociceptiva, dor neuropatica, dor

disfuncional e dor inflamatoria.

1.1.1 Dor nociceptiva

A nocicepc¢ao consiste no processo pelo qual os estimulos nocivos sao detectados,
codificados e processados pelo sistema nervoso. Assim, a dor nociceptiva € resultante
da ativacdo de nociceptores por um estimulo, podendo este ser térmico, mecéanico ou
quimico (MILLAN, 1999; BARROT, 2012; COHEN e MAO, 2014). Nociceptores séo
ramos periféricos de neurdnios sensoriais que podem ser classificados de acordo com
sua velocidade conducéo, diametro e grau de mielinizagcdo. Os dois tipos principais,
nesse contexto, sdo: 0s nociceptores Ad, que sdo mielinizados e de diametro meédio,
gue sao ativados por estimulos agudos; e nociceptores C, de pequeno diametro e nao-

mielinizados, relacionadas a dor difusa e lenta (BASBAUM et al., 2009).

A dor nociceptiva tem um carater protetor, visto que sinaliza ao organismo estimulos

ambientais nocivos potenciais ou reais. Assim, essa resposta protetora visa evitar ou
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reduzir uma leséo tecidual, acelerar a cicatrizacao do tecido e, consequentemente, a
recuperagdo do organismo (SCHOLZ e WOOLF, 2002; WOOLF, 2010). Distarbios
envolvendo a percepcdo de estimulos nocivos ilustram claramente a importancia
fisioloégica desse tipo de dor, como a insensibilidade congénita a dor, em que o
portador constantemente apresenta queimaduras, feridas e fraturas, reduzindo
drasticamente sua expectativa de vida. Nesse distlrbio, ocorrem mutacdes génicas
gue resultam na auséncia da expressao de canais para sodio voltagem-dependentes

essenciais para o processamento nociceptivo (COX et al., 2010; WOOD, 2014).

1.1.2 Dor inflamatéria

A dor inflamatéria resulta da producéo e acdo de multiplos mediadores inflamatérios
e esta relacionada a inflamacao decorrente de lesao ou infeccéo tecidual. A liberacdo
de mediadores inflamatérios pode sensibilizar ou estimular nociceptores gerando
alodinia ou hiperalgesia (WOOLF, 2004). Segundo a IASP, a alodinia é definida como
a dor causada por um estimulo que, normalmente, ndo provoca dor, enquanto a
hiperalgesia é caracterizada pela dor de maior intensidade causada por um estimulo
originalmente doloroso. A dor inflamatéria contribui para que o dano seja minimizado
pois induz comportamentos de esquiva que favorecem a reparacdo, ou seja, O
individuo evita o movimento da regido lesionada ou seu contato com qualquer objeto
(MEDZHITOV, 2008).

A inflamacéo é uma resposta protetora, que envolve diversos processos bioquimicos
e celulares, a uma agresséo, visando a restauracao da homeostasia. Esse processo
pode ser causado por diversos estimulos exdgenos ou endégenos (SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004; KOTAS e MEDZHITOV, 2015). A inflamacdo ocorre no
tecido conjuntivo vascularizado e envolve células do sistema imunolégico, vasos
sanguineos e diversos mediadores inflamatérios. O processo inflamatério consiste em
cinco sinais e sintomas cardinais classicos: rubor, tumor, calor, dor e perda de funcao.
A inflamacao é geralmente dividida em inflamacdo aguda e inflamacéo crbnica. A
inflamacé&o aguda tem como objetivo restabelecer as fun¢gbes normais do tecido
afetado, visando destruir ou isolar o agente nocivo e contribuir para a reparagéo do

tecido lesado. Assim, a inflamacdo aguda € uma resposta adaptativa que visa a
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protecdo do hospedeiro e a restauragdo da homeostasia. Entretanto, a inflamacao
cronica pode ser prejudicial, prolongando e induzindo leséo tecidual por meio de
liberacdo exacerbada de enzimas lisossomais, mediadores inflamatorios e espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio (MEDZHITOV, 2008; COLLINS, 2009; NATHAN e
DING, 2010).

A inflamacé&o aguda € de duracao relativamente curta, podendo durar minutos, horas
ou alguns dias. Suas principais caracteristicas sdo: aumento do fluxo sanguineo,
exsudacao de liquidos e proteinas plasmaticas e migracdo de leucdcitos. Quando a
inflamacé&o nédo é resolutiva ou se torna desordenada, o processo pode progredir para
um estado croénico, estendendo-se por semanas, meses ou anos. A inflamacéo
crdnica envolve, principalmente, presenca de macréfagos e linfdcitos, proliferacéo de
vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual. Exemplos de doencas caracterizadas
por inflamacao crénica sdo asma, artrite reumatoide e lipus eritematoso sistémico. A
inflamac&o crénica também pode estar associada a diversos tipos de cancer e trauma
(MURPHY, 2011).

O aumento do fluxo sanguineo durante a inflamacao é consequéncia da vasodilatacdo
induzida por varios mediadores. O aumento da permeabilidade vascular que ocorre
durante o processo inflamatério visa facilitar a chegada de proteinas de fase aguda e
anticorpos ao sitio inflamatorio. Essa maior permeabilidade vascular permite, entdo, o
fluxo do exsudato, um liquido rico em proteinas plasmaticas, do compartimento
intravascular para o espaco intersticial e seu acumulo, caracterizando o edema (RYAN
e MAJNO, 1977; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

A migracdo de leucdcitos envolve, inicialmente, eventos de adesdo, através de
moléculas ligadas ao endotélio. Havendo a aderéncia a superficie endotelial, os
leucécitos migram da luz endotelial para o espaco extravascular, onde hd a migragéo
para o sitio inflamatério induzida por mediadores com atividade quimiotatica. O tipo
celular prevalente nessa fase inicial da inflamacdo é o neutrofilo, um leucdcito
presente no sangue (representando cerca de 60 a 65% dos leucdcitos na corrente
sanguinea) com nacleo em forma segmentada e que tem como func¢des principais a

fagocitose de materiais estranhos e microrganismos e a degradacdo de tecido
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necrosado (RYAN e MAJNO, 1977; KUBER e WARD, 2000; LEY et al., 2007,
MAYADAS et al., 2014).

Os mediadores inflamatérios sdo moléculas que desempenham papéis importantes
na inducdo dos vérios sinais e sintomas da inflamacdo. Alguns exemplos de
mediadores incluem citocinas, prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), cininas e
proteinas de fase aguda (FEGHALI e WRIGHT, 1997; KIM e DEUTSCHMAN, 2000).

As citocinas sao polipeptidios secretados, de acordo com os estimulos envolvidos, por
diversas células, como macréfagos, linfécitos e fibroblastos. Nesse grupo, incluem-se
as interleucinas (ILs), interferons (IFNs), fatores estimuladores de colonia (CSFs),
quimiocinas, o fator de crescimento transformante beta (TGFB) e os fatores de
necrose tumoral (TNFs) (ZHANG e AN, 2007). Algumas citocinas podem agravar o
processo (citocinas pro-inflamatérias), ao passo que outras reduzem a inflamacao e

promovem a resolucao e a cura (citocinas anti-inflamatérias).

O TNF-a é sintetizado, principalmente, por mondcitos, macréfagos e células da glia,
embora linfocitos T, neutréfilos, mastécitos e neurbnios também sejam capazes de
produzir essa citocina. Apds procedimentos cirurgicos, traumas ou infec¢des, TNF-a
€ uma das primeiras proteinas envolvidas no processo inflamatério. O TNF-a, além de
induzir sua proépria secrecdo, € capaz de estimular a sintese de outros mediadores
inflamatorios, como, por exemplo, PGE2 e IL-1; tem a propriedade de estimular
producdo de colagenase e PGE:2 por sinovidcitos, o que contribui para
desenvolvimento do processo inflamatério em articulacdes; além de estar relacionada
a inducao de apoptose de células tumorais ou infectadas e a estimulacdo da adeséo
de leucécitos (HICKEY et al., 1997; CHU, 2013). O TNF-q, ainda, reduz o limiar para
a ativacao dos nociceptores C e induz a expressédo de metaloproteinases de matriz,
que, por sua vez, sdo capazes de induzir liberagcdo de citocinas e degradacéo de
mielina (KOBAYASHI et al., 2008; SHUBAYEYV et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Outros mediadores importantes sao as quimiocinas, que exibem atividade quimiotatica
e, assim, induzem a ativagdo e migragdo de leucdcitos ao local de lesdo ou infecgao.
De acordo com a presencga e posi¢ado de residuos de cisteina, as quimiocinas podem

ser agrupadas em quatro grupos: quimiocinas CC, CXC, C e CX3C (ZHANG e AN,
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2007). A CXCL1, chemokine (C-X-C maotif) ligand 1, € uma quimiocina da familia CXC
que, além da quimiotaxia de neutréfilos, também tem papel fundamental no
desenvolvimento e manutencdo da dor inflamatéria, através da sensibilizacdo
periférica e central, por sua acado em receptores CXCR2 (MURPHY et al., 2000; SILVA
et al., 2017).

Outros mediadores quimicos envolvidos no processo inflamatério incluem os
metabalitos inflamatorios lipidicos, tais como o fator de ativacéo plaquetaria (PAF) e
0s numerosos derivados do &cido araquidénico, como as PGs e os LTs. O &cido
araquidénico é gerado a partir de fosfolipides das membranas celulares e pode ser
posteriormente clivado pelas enzimas ciclooxigenases (COXs) e 5-lipoxigenase,
dando origem a seus metabolitos (FEGHALI e WRIGHT, 1997). Esses mediadores
estdo presentes em processos inflamatérios e, em geral, atuam como moléculas pré-
inflamatérias. Os LTs induzem contracdo do musculo liso, enquanto algumas PGs
induzem vasodilatacédo, relaxamento do muasculo liso, aumento da permeabilidade
vascular, sensibilizacdo de nociceptores, entre outras alteracbes (PITCHFORD e
LEVINE, 1991; HARIZI et al., 2008).

1.1.3 Dor neuropéatica

A dor neuropatica é definida pela IASP como uma dor causada por lesdo ou doenca
do sistema nervoso somatossensorial que, diferentemente das dores nociceptiva e
inflamatoria, ndo tem funcao adaptativa conhecida (WOOLF, 2010; FINNERUP et al.,
2016). Apesar das limitacBes dos dados epidemioldgicos disponiveis, estima-se que

a prevaléncia da dor neuropatica seja alta, chegando a 10% (van HECKE et al., 2014).

As lesBes ou doencas gue resultam em dor neuropatica podem ter diversas causas.
Na dor neuropatica central, quando a lesdo ou doenca ocorre na medula espinhal ou
no cérebro, as causas incluem disturbios cerebrovasculares, como doenca de
Parkinson, lesdo da medula espinhal, doencas desmielinizantes e esclerose multipla
(WATSON e SANDRONI, 2016). As causas da dor neuropéatica periférica, que envolve

nociceptores (tipos C ou Ad), séo, principalmente, diabetes mellitus, infec¢cbes (HIV e
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hanseniase, principalmente), neuropatias e canalopatias hereditarias, quimioterapia,

doencas inflamatérias, lesées de nervos e amputacdes (COLLOCA et al., 2017).

A dor neuropatica pode se estabelecer por meio de diversos mecanismos que levam
a diferentes manifestacdes. O paciente com dor neuropatica pode apresentar desde
sintomas sensoriais, como dorméncia e formigamento, até deficiéncias motoras, como
distonia (contragces musculares involuntarias) e espasticidade (alteracdo no tdnus
muscular). Entre os sintomas incluem-se, ainda, hipoestesia (sensacao reduzida a um
estimulo ndo doloroso) e hipoalgesia (sensacdo reduzida a um estimulo doloroso)
mecéanica ou térmica, relacionados a danos diretos aos neurbnios sensoriais, e
alodinias mecanica e térmica e hiperalgesias mecéanica e térmica, resultantes de
diminuicdo no limiar de ativacdo dos nociceptores. Também, é muito comum que o
paciente reporte dor espontanea, que, geralmente, se apresenta como uma sensacao

de pequenos choques elétricos ou de ardéncia na pele (COHEN e MAO, 2014).

Devido ao grande impacto na qualidade de vida dos pacientes, diversos estudos tém
investigado os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento da dor neuropética.
Um dos principais mecanismos propostos é a atividade ectOpica de neurdnios
aferentes da medula espinhal, induzida por lesdes ao sistema nervoso, sendo uma
das principais responsaveis pelas manifestacbes espontaneas da dor neuropatica.
Nesse contexto, ocorre alteracéo da expressao, distribuicao e fosforilacdo de diversos
canais idnicos, resultando em potenciais de agdo anormais, muitas vezes na auséncia
de qualquer estimulo. Outro mecanismo tem inicio com a atividade de nociceptores e
inclui mudancas pré- e pés-sinapticas, assim como um aumento na excitabilidade da
membrana pos-sinaptica de neurbnios secundarios. O resultado global é uma
hiperexcitabilidade da medula espinhal, que passa a perceber como nocivas
informacdes sensoriais ndo nocivas. Apos les6es em nervos periféricos, pode ocorrer,
também, uma grande liberacdo de mediadores inflamatérios que, além de diminuir o
limiar de nociceptores, ativam mais células, como células ndo-neurais imunes e
células da glia (WOOLF, 2004; HEHN et al.,, 2012; COHEN e MAO, 2014,

HAROUTOUNIAN et al., 2014; YAN et al., 2017).
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1.1.4 Dor disfuncional

A dor disfuncional ocorre em diversas condi¢cdes nas quais ndo ha presenca de
qualguer estimulo nocivo, inflamacdo ou anormalidade neuronal periférica
identificaveis (SCHECHTER, 2014). Essas condi¢fes clinicas incluem fibromialgia,
sindrome do intestino irritavel, cefaleia tensional, entre outras. Apesar de nao estar
claro, na maioria dos casos, 0 que causa e mantém esse tipo de dor, algumas doencas
podem envolver disfungbes dos canais ibnicos ou altera¢gées na neurotransmissao,
resultando em amplificagcdo de sinais nociceptivos e processamento sensorial
alterado. Assim como a dor neuropatica, a dor disfuncional ndo tem funcdo adaptativa
conhecida. Existem, ainda, outras caracteristicas em comum com a dor neuropatica,
como limiar de dor reduzido e aumento progressivo da dor em resposta a estimulos
repetidos (WOOLF, 2004; 2010; COSTIGAN et al., 2009).

1.2 Farmacoterapia da dor e inflamacao

Embora a dor e a inflamacdo sejam processos que, muitas vezes, sao beneficos ao
organismo, em muitos casos ha necessidade do controle desses processos. Assim,
foram desenvolvidos varios farmacos que visam ao alivio da dor ou inflamacdo. Um
dos principais objetivos da intervencao farmacoterapéutica é a reducao da dor, pois
esta entre os sinais e sintomas que mais causam desconforto aos pacientes e 0s
levam a procurarem por algum servico de salude. Embora diversas terapias possam
ser usadas visando ao alivio da dor, a farmacoterapia € a mais comum. Ha um grande
namero de farmacos de diferentes classes farmacoldgicas que podem ser utilizados
nesse contexto, sendo administrados por diferentes vias e com diferentes perfis de

eficacia e seguranca.

Os anti-inflamatdérios ndo esteroides (AINEs) sdo os farmacos de escolha para o
tratamento de pacientes com condigdes dolorosas leves a moderadas. O principal
mecanismo de acdo proposto para 0os AINEs, a inibicdo das COXs, foi descrito por
Vane (1971) quando investigava as atividades do &cido acetilsalicilico. A COX é a
enzima responsavel pela conversao do acido araquidonico em PGG2 e PGH2, que
servirdo de substrato para outras enzimas para a producdo de PGs, mediadores com

papel importante na inducdo de varios sinais e sintomas da resposta inflamatéria.
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Assim, a producdo reduzida de PGs contribui para as atividades antipirética,
antiedematogénica e analgésica dos AINEs (STEINMEYER, 2000). Embora ndo haja
uma diferenciacdo bem estabelecida, dois grandes grupos séo representados: 0s
AINEs tradicionais e ndo seletivos que inibem COX-1 e COX-2 e os inibidores com
maior seletividade pela COX-2, os coxibes. Além das acdes ja citadas, o acido
acetilsalicilico, AINE n&o-seletivo, induz efeito antiplaquetério, reduzindo, assim, o
risco de reinfarto do miocardio e acidente vascular cerebral. A inibicdo de COX
também esta relacionada a reacdes adversas cardiovasculares, como trombose
arterial, hipertenséo e insuficiéncia cardiaca, e lesées na mucosa gastrica, uma vez
que as prostaglandinas também estdo envolvidas no controle da agregacéo
plaquetéria, pressao arterial e mecanismos de defesa da mucosa gastrica (DAY e
GRAHAM, 2013).

Outra classe de farmacos anti-inflamatorios, os anti-inflamatorios esteroides (AIES), €
utilizada, principalmente, por pacientes com doencas inflamatdrias crénicas, tais como
asma, artrite reumatoide e lpus eritematoso sistémico (BARNES e ADCOCK, 1993).
A atividade analgésica dos AIEs, entretanto, é bastante reduzida. O principal
mecanismo de acao é decorrente da ligacdo dos AIEs aos denominados receptores
de glicocorticoides (GRs), receptores localizado no citoplasma de praticamente todas
células conhecidas. Assim, apos a interacdo do AIE com o receptor, 0 complexo
formado é translocado para o nucleo, onde se liga a regides especificas do DNA, além
de interagir com fatores de transcricdo, como o fator nuclear kB (NF- kB), de modo a
inibir suas funcdes. Como resultado, ocorre a inibicdo da transcricdo de genes para
diversas enzimas inflamatorias ou mediadores de natureza proteica, ocorrendo, entao,
producado reduzida de citocinas (IL-1, IL-6, TNF, IFN-y), eicosanoides (pela reducao
da expressao do gene para COX-2), 6xido nitrico (NO) e fatores de adesao celular.
Os AIEs também sdo capazes ativar a transcricdo de genes para proteinas anti-
inflamatorias, como IL-10, e atuar por mecanismos ndao gendmicos, explicando a sua
ampla atividade anti-inflamatoria (NEWTON, 2000; NELSON et al., 2003; BASCHANT
e TUCKERMANN, 2010; COUTINHO e CHAPMAN, 2011). Apesar disso, o0 uso dos
AlIEs também deve ser racional, devido a diversas rea¢cdes adversas que podem
ocorrer, como supressdo da resposta imune, osteoporose, insuficiéncia adrenal,

b

resisténcia a insulina e hipertensao arterial sistémica, principalmente quando o
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7

tratamento é prolongado e sdo usadas doses elevadas (BASCHANT e
TUCKERMANN, 2010; MOGHADAM-KIA e WERTH, 2010; RANG et al., 2012).

Outra abordagem farmacoterapéutica visando ao alivio da dor envolve o uso dos
analgésicos opioides, que possuem maior atividade analgésica e sdo Uteis no
tratamento de pacientes relatando dores moderadas a intensas. A atividade desses
farmacos ocorre por meio da interacdo com receptores opioides, com trés tipos
descritos, y, kK € & (PAPICH, 2000). Apesar de apresentar elevada atividade
analgésica, o uso de opioides est4 associado a reacfes adversas graves, tais como
sedacdo, nauseas, vomitos, constipacdo, confusdo mental e depressao respiratoria.
O seu uso também pode levar a tolerancia e, assim, necessidade do uso em doses
maiores, além de causar dependéncia (INTURRISI, 2002). Um dos principais usos dos
opioides é no alivio da dor em pacientes com céancer, que, quando em estagio
avangado, apresentam dores moderadas a intensas em 70 a 80 % dos casos

(CARACENI et al., 2012).

Embora a maioria dos farmacos utilizados para tratamento de pacientes com
condicdes dolorosas e inflamatérias seja eficaz, a farmacoterapia da dor e inflamacéo
ainda apresenta limitacdes. Reacdes adversas graves, heterogeneidade das
condic¢@es clinicas e multiplicidade de mecanismos relacionados aos processos de dor
e inflamacé&o sédo algumas das razdes que justificam a busca por novas alternativas
farmacoterapéuticas, com a perspectiva da descoberta de farmacos analgésicos e

anti-inflamatérios mais eficazes e seguros (YEKKIRALA et al., 2017).

1.3 Sulfeto de hidrogénio

Ha alguns anos, gases de baixa massa molecular, denominados gasotransmissores,
como NO, monoxido de carbono (CO) e sulfeto de hidrogénio (H2S), tém sido
amplamente estudados (MUSTAFA et al., 2009). Os gasotransmissores Sao
moléculas gasosas com diversos papéis como mediadores biolégicos no corpo
humano, produzidos e regulados por sistemas enzimaticos e com funcdes
independentes de um receptor especifico (WANG, 2003). Palmer et al. (1987), ao
demonstrarem que o NO era o fator derivado do endotélio importante para o
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relaxamento da aorta de coelho apos administracédo de acetilcolina (FURCHGOTT E
ZAWADZKI, 1980), permitiram, pela primeira vez, a identificagdo de um
gasotransmissor. Posteriormente, foi demonstrado que o CO, outra molécula gasosa
simples, também possui papel fisiolégico importante, promovendo, por exemplo,
relaxamento de vasos sanguineos (MARKS et al., 1991; FORESTI et al., 2004). Abe
e Kimura (1996), ao demonstrarem o papel do H2S na regulagéo da fungao neuronal,
deram inicio a busca pelo entendimento do papel regulatério desse terceiro

gasotransmissor em processos fisiolégicos e patoldgicos.

O H2S é sintetizado em células de mamiferos a partir de L-cisteina, por duas enzimas
dependentes de piridoxal 5-fosfato, a cistationa p-sintase (CBS) e a cistationa y-liase
(CSE), e por 3-mercaptopiruvato sulfotransferase (3-MST) (WANG, 2002; SZABO,
2007; SHIBUYA et al.,, 2009). Essas enzimas estdo amplamente distribuidas no
organismo humano, com presengca de CBS e 3-MST principalmente no sistema
nervoso e CSE presente em diversos 6rgaos. Isso faz com que o H2S enddgeno esteja
presente em diversos tecidos e seja capaz de alcancar alvos moleculares em diversos
sistemas, como cardiovascular, respiratorio, renal, reprodutivo, entre outros (ZHAO et
al., 2001; KIMURA, 2010). Além disso, o H2S é capaz de atravessar membranas
biolégicas facilmente, sem necessidade de receptores especificos, assim como o0s
outros gasotransmissores (SESTITO et al.,, 2017). Em diversos processos, €
demonstrado que o H2S pode induzir efeitos opostos, dependendo de alguns fatores

como concentracdo e 6rgao ou tecido avaliado (CACANYIOVA et al., 2016).

Tem sido demonstrado e acredita-se que muitos dos efeitos induzidos pelo HzS sejam
mediados pela S-sulfidratacdo de proteinas. A S-sulfidratacdo de proteinas medeia
diversas funcdes celulares e vias metabdlicas. Esse processo tem a propriedade de
modificar a conformacéo local e funcéo de proteinas-alvo, através da modificacdo do
grupo —SH em residuos de cisteina para o grupo -SSH. Entre os principais efeitos
decorrentes dessa modificagdo induzida pelo H2S estdo: ativagdo de canais para
potassio sensiveis a ATP (Katp); ativacao do fator nuclear eritroide 2 (Nrf2), que regula
a expressao de diversas enzimas citoprotetoras, que tém papel importante em
sistemas antioxidantes e resposta ao estresse oxidativo; transcricdo de genes anti-
apoptoticos; manutencdo da replicacdo de DNA mitocondrial; estimulacdo da

gliconeogénese e adipogénese; inducdo de diferenciacdo celular; inibicdo de
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proliferagcéo celular e promocéo de fosforilagéo, entre outras (PAUL e SNYDER, 2012;
JU et al., 2017; MENG et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

O papel modulador do H2S na funcgéo cardiovascular € um dos mais bem estudados,
principalmente a sua atividade vasodilatadora. Hosoki et al. (1997) demonstraram a
presenca de enzimas produtoras de H2S em vasos e que este gas induz relaxamento
de musculo liso. Posteriormente observou-se que o efeito vasodilatador induzido pelo
H2S ocorre através da ativacao de canais Kate (ZHAO et al., 2001). Atualmente, sabe-
se que o H2S tem papel duplo sobre a regulagdo do tdnus vascular, tendo sido
demonstrada vasoconstricdo apds administracéo de cisteina e consequente aumento
de Hz2S endogeno (LIM et al., 2008). O H2S induz efeito cardioprotetor em diversos
disturbios cardiacos, como infarto do miocardio, arritmia, hipertrofia cardiaca, fibrose
do miocérdio e insuficiéncia cardiaca. Essa protecdo se deve, principalmente, as
atividades antioxidante e antiapoptética, além da ativacéo canais Katp € preservacao
da funcdo mitocondrial (CALVERT et al., 2009; SHEN et al., 2015).

Além de importante na regulacé@o na fungéo cardiovascular, a ativagdo de canais Katp
pelo H2S é importante para secrecao de insulina por células B, protecdo neuronal e
regulacdo da nocicepcao e inflamacéo, o que demonstra o potencial papel desse
gasotransmissor em diversas condicdes, tais como diabetes, doencas
neurodegenerativas e condicfes dolorosas e inflamatorias. O H2S ainda interage com
outros canais ibnicos, como canais para célcio voltagem-dependentes e canais para
potassio ativados por célcio; modula niveis de segundos mensageiros, como
adenosina monofosfato ciclico e guanosina monofosfato ciclico; e ainda pode diminuir
ou aumentar as concentracfes de calcio intracelular, embora o significado do papel
nesses processos ainda nao esteja bem claro (KABIL et al., 2014; WALLACE e
WANG, 2015).

Visto o amplo espectro de atividades relacionadas ao H2S, o interesse pelo uso desse
gasotransmissor como ferramenta farmacoldgica € crescente. A administracdo do
proprio H2S, porém, apresenta dificuldades, visto que a substancia, sob temperatura
e pressao ambientes, é um gas incolor, conhecido por sua toxicidade. A exposi¢cao ao
gas H2S em concentracdes até 300 ppm leva a edema pulmonar e em concentracdes

acima de 1000 ppm causa morte imediata. Nesse contexto, substéncias doadoras de
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H2S representam uma importante ferramenta para estudo das atividades in vitro e in
vivo do H2S ou para uso em situagbes nas quais as concentragdes de H2S estédo
diminuidas (por aumento de consumo ou diminui¢cdo da producéo) (ZHAO et al., 2014;
SZABO, 2017). Diversas substancias tém sido desenvolvidas nos ultimos anos, com

diferentes mecanismos de liberacéo de H2S.

Sais inorganicos, como sulfeto de sodio (Naz2S) e hidrossulfeto de sédio (NaHS) séo
compostos que liberam H2S rapidamente (FIORUCCI et al., 2005; ANDRUSKI et al.,
2008) e tém sido amplamente utilizados em diversos estudos para investigacao de
efeitos induzidos pelo HzS. Diversas atividades atribuidas ao H2S foram demonstradas
por meio do uso dessas substancias, como diminuicdo da producdo de citocinas,
regulacdo de canais idnicos, regulacéo neurogénica e efeitos cardioprotetores. Apesar
de terem contribuido para diversas descobertas, o fato de esses compostos induzirem
um aumento das concentracdes plasméaticas de H2S de muito curta duracdo faz com

gue sua aplicacao terapéutica seja limitada (SONG et al., 2014; ZHENG et al., 2015).

Outra abordagem bastante utilizada no desenvolvimento de compostos doadores de
H2S, é a avaliacdo de compostos hibridos doadores de H2S, nos quais a por¢do que
libera H2S esta ligada covalentemente a um farmaco conhecido. Diversos estudos
foram desenvolvidos de forma similar, utilizando substancias analogas liberadoras de
NO (WALLACE et al., 1994). As tiobenzamidas e a 5-(4-hidroxifenil) -3H-1,2-ditiolano-
3-tiona (ADT-OH) séo exemplos de unidades doadoras de H2S bastante utilizadas em
diversos estudos. ATB-429 (DISTRUTTI et al., 2006), ATB-337 (SIDHAPURIWALA et
al., 2007), ATB-343 (WALLACE, 2007) e ATB-346 (WALLACE et al., 2010) sdo
exemplos de moléculas em que um farmaco conhecido foi acoplado a ADT-OH ou a

uma tiobenzamida e que apresentam atividades em varios modelos.

Os AINEs sdo uma das principais classes de farmacos utilizados como prot6tipos para
hibridos doadores de H2S. Tem sido demonstrado que o uso de AINEs acoplados a
doadores de H2S esta associado a um menor risco de reacbes adversas
gastrointestinais, como ulceras e hemorragias, e atividade anti-inflamatéria de maior
magnitude (WALLACE et al., 2007a; EKUNDI-VALENTIM et al., 2013). Diversos
AINESs, como indometacina, diclofenaco e naproxeno, acoplados a doadores de H2S

foram desenvolvidos e sdo tidos como candidatos a farmacos para uso clinico. O ATB-
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346, sintetizado a partir do acoplamento do naproxeno com uma tiobenzamida, é um
AINE doador de H2S que estd sendo avaliado em ensaio clinicos de fase Il
(CALIENDO et al., 2010; WALLACE et al., 2017).

1.3.1 Atividades anti-inflamatoéria e antinociceptiva relacionadas ao H>S

Diversos efeitos induzidos por substancias que doam H2S sobre varias vias
bioquimicas importantes para o desenvolvimento da resposta inflamatéria foram
amplamente demonstrados em ensaios farmacologicos pré-clinicos in vitro e in vivo.
Na inflamagé&o, assim como em outros processos, 0 H2S apresenta atividades diversas
gue dependem da concentracéo e do tecido envolvido (FARO et al., 2014). Apesar
dos primeiros estudos relacionando HzS e inflamacéo terem demonstrado o papel pro-
inflamatorio do H2S (BHATIA et al., 2005; LI et al., 2005), diversos outros estudos
demonstraram atividades anti-inflamatérias. Diferentes modelos experimentais e
diferentes doadores de H2S ou inibidores da produgédo enddégena de H2S utilizados
sdo alguns dos fatores que podem justificar essas respostas aparentemente
contraditorias (STEIN e BAILEY, 2013).

Tem sido demonstrado, em diversos modelos de inflamacéo, que o H2S atua de
diferentes maneiras. Uma das mais bem demonstradas é reducédo da producao de
citocinas proé-inflamatérias. Fiorucci et al. (2005) demonstraram, em um modelo
inflamacéo géstrica, que a administracdo prévia de NaHS reduz em cerca 70% as
concentracbes do RNA mensageiro de TNF-a. Diversos estudos posteriores, em
diferentes modelos experimentais, conseguiram relacionar a reducdo da expressao
ou de concentracdes plasmaticas de TNF-a ao uso de compostos doadores de H2S
ou de hibridos liberadores de H2S (HU et al., 2007; LEE et al., 2010; LIU et al., 2011,
FAN et al., 2013; LI et al., 2013; DIEF et al., 2015; ZHAO et al., 2017b). De forma
semelhante, o H2S estéa relacionado a producéo reduzida de IL-13 (ESECHIE et al.,
2008; WHITEMAN et al., 2010, FAN et al., 2013; FONSECA et al.; 2015, KAYAR-
YASAR et al.,, 2017; ZIMMERMANN et al., 2017), IL-4 (XIA et al., 2017), IL-6
(BURGUERA et al., 2014; KIDA et al., 2015; RIOS et al., 2015; HUANG et al., 2016;
XIN et al., 2016), IL-8 (LI et al., 2008; PERRY et al., 2011), IL-18 (CAO et al., 2016;
LUO et al., 2017), IL-2 e IL-12 (FIORUCCI et al., 2007). Além disso, 0 H2S induz
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aumento da concentracdo de IL-10, uma citocina relacionada a atividades anti-
inflamatorias (LI et al., 2009; WHITEMAN et al., 2010; TALAEI, 2016). O NF- kB € um
fator de transcricdo que regula genes envolvidos no processo inflamatorio e no inicio
e progressdo de diversas doencas. Sua ativacdo esta relacionada ao aumento da
producdo de varias citocinas, moléculas de adesdo molecular e substancias
envolvidas no processo de apoptose. Visto que o H2S reduz a expresséo de varias
citocinas, foi investigado e demonstrado, também, que o H2S reduz a ativacdo do NF-
kB em diversos modelos de inflamacéo (OH et al., 2006; LI et al., 2009; FAN et al.,
2013; CAO et al., 2014; CHEN et al., 2014; LUO et al., 2017)

O H2S também é capaz de modular eventos celulares e vasculares no processo
inflamatorio. Estudos tém demonstrado que o uso de doadores ou hibridos doadores
de H2S reduzem a adesdo de leucdcitos no endotélio vascular (ANDRUSKI et al.,
2008; PERNA et al., 2013; DIEF et al., 2015) e da migracao de dessas células a sitios
inflamatoérios (EKUNDI-VALENTIM et al., 2010; LIN et al., 2016; FALLER et al., 2017,
ZIMMERMANN et al., 2017). Relacionado a essas atividades, foi demonstrado que o
H2S também reduz a expressédo da molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1) e do
antigeno 1 associado a funcéo linfocitica (LFA-1), importantes na adesdo de
leucdcitos as células endoteliais e na migracao extravascular destes (FIORUCCI et
al., 2005; et al.,, CHEN et al., 2010; TALAEI, 2016). Esse gasotransmissor também
atenua sinais resultantes do processo inflamatério, como o edema de pata (ZANARDO
et al., 2006; SIDHAPURIWALA et al. 2007; WALLACE et al., 2010, DUDEK et al.,
2013), edema epitelial tubular em modelo de isquemia e reperfusdo hepética (CHEN
et al., 2010), edema em articulacdes (EKUNDI-VALENTIM et al., 2013; DIEF et al.,
2015) e edema cerebral (GENG et al., 2015; CAO et al., 2016; ZHAO et al., 2017a).

Em modelos de dor, o H2S também possui papel duplo. Foi demonstrado que o H2S
endégeno estd relacionado a efeitos pré-nociceptivos, enquanto efeitos
antinociceptivos estdo mais relacionados ao H2S exégeno (CUNHA et al., 2008a;
DONATTI et al., 2014). Distrutti et al. (2006) demonstraram, em modelo de distensdo
colorretal em camundongos, que o NaHS reduz a hipersensibilidade. Posteriormente,
foram demonstradas outras atividades em modelos de dor relacionadas a
administracéo de doadores de Hz2S, como redugéo da alodinia mecénica induzida por
lipopolissacarideo (LPS), PGE2 (CUNHA et al., 2008a), carragenina (EKUNDI-
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VALENTIM et al., 2010) ou zimosano (DIEF et al., 2015), reducédo de comportamento
nociceptivo em modelo de dor orofacial induzida por formalina (DONATTI et al., 2014),
redugéo da hiperalgesia em modelo de retirada de opioides (YANG et al., 2014) e
reducdo de contor¢des induzidas por acido acético (FONSECA et al., 2015). Em
modelos de dor neuropética, também foi observada atividade relacionada ao uso de
H2S, como a reversao da alodinia mecanica e da hiperalgesia térmica induzidas por
constricdo do nervo isquiatico (KIDA et al., 2015) e reducgéo da alodinia ao frio induzida
por paclitaxel ou oxaliplatina (MANELLI et al., 2017). Em modelo de cancer nos 0ssos,
a inalacdo de H2S reduziu a alodinia mecénica e a hiperalgesia térmica, com reducao
da ativacdo da micréglia (ZHUANG et al., 2017).

Visto que ativacdo de canais Karp pelo H2S é bem demonstrada, muitos estudos
investigaram a correlacdo dessa propriedade com efeitos induzidos pelo H2S em
diversos modelos. A demonstracdo de que antagonistas de canais Katp S0 capazes
de reverter os efeitos induzidos pelo H2S em modelos de dor (DISTRUTTI et al., 2006;
CUNHA et al., 2008a; DONATTI et al., 2014; FONSECA et al., 2015) e inflamacéo
(ZANARDO et al., 2006; ANDRUSKI et al., 2008; DUDEK et al., 2013) indica que essa
via tem grande importancia nas atividades antinociceptiva e anti-inflamatoéria desse
gasotransmissor. Entretanto, sdo necessarias investigacdes adicionais que avaliem a
participacdo de outras vias importantes para o desenvolvimento da dor e da resposta

inflamatoéria.

1.3.2 Benzotiamidas

Benzotiamidas, tiobenzamidas, ariltioamidas ou benzocarbotiamidas sdo substancias
em que a estrutura basica consiste das funcdes organicas tiocetona e amina ligados
a um benzil (Figura 1). Essas substancias liberam H2S por meio de um mecanismo
de hidrélise, promovido por acido ou base (HALL e SATCHELL, 1974). O grupo de
Wallace et al. (2007b) foi um dos primeiros a utilizar uma benzotiamida, a 4-hidroxi-
benzenocarbotiamida, como doador de H2S em modelos farmacoldgicos, avaliando o
efeito induzido por doadores de H2S em modelo de Ulcera gastrica. Posteriormente, o
grupo de Wallace et al. (2010) desenvolveu um hibrido doador de H2S derivado do

naproxeno, o ATB-346, utilizando a 4-hidroxi-benzenocarbotiamida (4-HBC) como
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porcdo doadora de H2S acoplada ao AINE. Em outro estudo, no qual foram
sintetizados e avaliados compostos hibridos doadores de H2S e NO derivados do
acido acetilsalicilico, a 4-HBC também foi utilizado como porcdo doadora de H2S em
um dos hibridos avaliados (KODELA et al., 2012).
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Figura 1 — Exemplos de benzotiamidas e polimero ou hibridos que utilizem benzotiamidas
como doadoras de H;S. (A) 4-Hidréxi-benzenocarbotiamida (Wallace et al., 2007b); (B) 4-
hidroxi-benzenocarbotiamida, anédlogos 2- e 2,5-substituidos e 4-aminobenzotiamida (Martelli
et al., 2013); (C) polimero [POEGMA,]-block-[PTHA,-co-PMMA]-H (Ercole et al., 2015); (D) ATB-
346 (Wallace et al., 2010); (E) NOSH-3 (4-carbamotioilfenil 2-((4-(nitrooxi)butanoil)-oxi)benzoato)
(Kodela et al., 2012); (F) Hibrido de adenina e 4-HBC (Lougiakis et al., 2016).

Martelli et al. (2013) demonstraram que diversas ariltioamidas, com diferentes padrdes
de substituicdo no anel benzénico, eram capazes de liberar H2S in vitro. Algumas,
porém, como a 4-HBC, s6 exibiam essa propriedade na presenca de tidis organicos
(glutationa e L-cisteina). Além disso, foi demonstrado que a 4-HBC reverteu a
vasoconstricdo induzida por noradrenalina em anéis aodrticos de ratos. Polimeros
acoplados a 4-HBC foram sintetizados e também avaliados quanto a sua capacidade
de liberar H2S in vitro na auséncia e presenca de L-cisteina. Apesar de ter sido
demonstrada a liberacdo de H2S pelos polimeros na auséncia de L-cisteina, a

presenca desse aminoacido permitiu uma liberagdo de H2S significativamente maior
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(ERCOLE et al., 2016). Hibridos de adenina com 4-HBC conferiram cardioprotecao
aumentada em relacdo a adenina em modelo de isquemia do miocéardio, além de ter
sido demonstrada a capacidade de liberar H2S in vitro tanto pelo hibrido quando pela
4-HBC por mecanismo de hidrélise da ligacdo tioamida. Nesse mesmo estudo,
também foi observado que esses compostos, na presenca de glutationa, levam a
formacgéo de persulfetos. Esse ultimo achado indica que, em condiges fisiologicas,
essa classe de doadores de H2S pode atuar de modo a promover S-sulfidratacao de
proteinas, um dos principais mecanismos em que os efeitos biologicos relacionados
ao HzS se origina (LOUGIAKIS et al., 2016).

Apesar de apresentar algumas diferencas em relacdo as tiobenzamidas, como a
estrutura do anel benzénico e as cadeias laterais ligadas a este, as tioamidas
etionamida e protionamida sdo farmacos ja bem estabelecidos utilizados como
agentes orais de segunda linha no tratamento de pacientes pediatricos com
tuberculose (THEE et al., 2016). Embora possuam a funcao tioamida e alguns estudos
demonstrarem a presenca de H2S durante a decomposicdo desses farmacos
(TAGAMI e MAEDA, 1983), ndo ha estudos que relacionem atividades biolégicas
dessas substancias com capacidade de doar H2S.

As tiobenzamidas estéo incluidas, assim como o ADT-OH, na classe de moléculas
que sao utilizadas como doadoras de H2S nos estudos que avaliam efeitos
relacionados ao H2S (PAPAPETROPOULOS et al.,, 2015). Visto que os estudos
disponiveis indicam que o H2S possui atividade em diversos modelos de dor e
inflamacéo, e que as tiobenzamidas sédo doadores de H2S, tanto como porcao para
sintese de hibridos quanto isoladamente, a continuidade das investigacfes nessa
area é plenamente justificada. Logo, € racional imaginar que a investigacao dos efeitos
induzidos por uma tiobenzamida em modelos de dor e inflamacdo pode trazer mais
conhecimento sobre esses mecanismos de acao e levar, de acordo com os resultados,
a perspectiva de uso de uma substancia dessa classe como anti-inflamatério e/ou
analgésico. Assim, foi proposta a caracterizacdo, no presente estudo, dos efeitos
induzidos pela 4-metil-benzenocarbotiamida (Figura 2), em diferentes modelos

experimentais de dor e inflamacg&o.
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Figura 2 - Estrutura quimica da 4-metil-benzenocarbotiamida.
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2 JUSTIFICATIVA

Visto que varios farmacos disponiveis para o tratamento de pacientes com condi¢cdes
inflamatorias e dolorosas ainda apresentam limitacdes como eficacia reduzida ou
seguranca inadequada, faz-se necesséario o desenvolvimento de novas alternativas
farmacoterapéuticas que sejam mais eficazes e tenham melhores perfis de seguranca.
O uso de substancias doadoras de H2S em diversos estudos tem crescido de forma
exponencial nos ultimos anos. O H2S, atualmente, aparece como uma molécula
amplamente investigada em ensaios pré-clinicos, visto o seu potencial em atuar em
diferentes processos fisiologicos e patoldgicos. Apesar do numero crescente de
estudos envolvendo o H2S, ainda existem muitas atividades e mecanismos
relacionados ao H2S a serem elucidados. O H2S possui atividades antinociceptivas e
anti-inflamatorias, principalmente quando tem origem exdgena, por meio da
administracdo de substancias que sao capazes de doar esse gas. As tiobenzamidas
sdo substancias que liberam H2S e apresentam diversas atividades biologicas
relacionadas a essa propriedade. Nesse contexto, a investigacao da atividade de uma
benzotiamida, a 4-metil-benzenocarbotiamida, em modelos de dor e inflamagéo,
assim como dos possiveis mecanismos envolvidos nessa atividade, podem levar a
melhor caracterizacéo do seu perfil farmacol6gico e a maior interesse na investigacao
dessa molécula como candidato a farmaco atil no tratamento de pacientes com

diversas condic¢des inflamatorias e dolorosas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar as atividades da 4-metil-benzenocarbotiamida em diferentes modelos

experimentais de dor e inflamacédo, bem como os possiveis mecanismos envolvidos.

3.2 Objetivos especificos

Determinar e avaliar os efeitos induzidos pela 4-metil-benzenocarbotiamida em
modelos experimentais de inflamacdo e de dores nociceptiva, inflamatéria e

neuropatica.

Determinar 0s mecanismos envolvidos nas atividades da 4-metil-
benzenocarbotiamida, principalmente os efeitos sobre a ativacao dos sistemas
opioidérgico e serotoninérgico e dos canais Kartp, a producdo de citocinas

inflamatorias e a atividade da mieloperoxidase.

Determinar a capacidade de liberagdo de H2S in vitro pela 4-metil-

benzenocarbotiamida.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss fémeas (25 a 30 g) provenientes do Biotério da
Faculdade de Farmacia da UFMG. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro
de 12 h e em sala com temperatura controlada de 27 + 1 °C, a qual corresponde a
zona de termoneutralidade para roedores (GORDON, 1990). Racdo e agua foram
fornecidas ad libitum, exceto quando o protocolo exigia administracao per os (p.o.), no
qual a racao foi retirada 12 h antes do tratamento. Os animais foram ambientados na
sala de experimentacdo por pelo menos dois dias antes da realizacdo dos
experimentos. Apds o término destes, os animais foram submetidos a eutanasia. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG
(CEUA/UFMG) sob o numero de protocolo 22/2016. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com as recomendac¢des para experimentacao relacionada a dor
em animais (ZIMMERMANN, 1986).

4.2 Farmacos, reagentes e veiculos

e 4-Metil-benzenocarbotiamida; sintetizado pelo Profa. Renata Barbosa de
Oliveira — Laboratério de Quimica Farmacéutica, Departamento de Produtos
Farmacéuticos, Faculdade de Farméacia, UFMG - Composto doador de H2S
avaliado nos modelos experimentais de dor e inflamacéao.

e Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente
para preparo da solucédo de extracao de citocinas e da solucédo padréo utilizada
na calibracdo do eletrodo rigido de H2S.

e Acido sulfarico (Merck, Alemanha) — reagente para preparo da solucdo de
parada para reacao colorimétrica no ensaio de ELISA.

e Albumina sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo
da solucéo de extragéo de citocinas e tampé&o de bloqueio no ensaio de ELISA.

e Aprotinina (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para preparo de solucdo de
extragcdo de citocinas.

e Carboximetilcelulose (CMC) (Sigma-Aldrich, EUA) — Veiculo.
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Carragenina A tipo IV (Sigma-Aldrich, EUA) - Estimulo nocivo/inflamatorio.
Cloreto de benzalconio (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente para preparo de
solucéo de extragao de citocinas.

Cloridrato de cetamina (Unido Quimica, Brasil) - Anestésico.

Cloridrato de ciproheptadina (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista
serotoninérgico.

Cloridrato de naltrexona (Sigma-Aldrich, EUA) - Antagonista opioidérgico.
Cloridrato de xilazina (Unido Quimica, Brasil) - Coadjuvante de anestesia.
Cloreto de sadio (NaCl) 0,9% p/v injetavel (Equiplex, Brasil) - Veiculo usado
para o preparo das solucbes ou suspensfes utilizadas em administracdes
intraperitoneal (i.p.) ou intraplantar (i.pl.)

Cloreto de sédio (NaCl) 0,9 % p/v ndo injetavel (Sanobiol, Brasil) - Veiculo
usado para o preparo das solugdes ou suspensdes administradas p.o.
Dexametasona 21-fosfato dissédico (Sigma-Aldrich, EUA) - Anti-inflamatorio
esteroide.

Dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, EUA) — Veiculo para preparo da
solucéo de extracdo de citocinas.

Dipirona sodica (Sanofi Aventis, Brasil) — Analgésico.

Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) - FArmaco depressor do Sistema nervoso
central (SNC).

Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF; Sigma-Aldrich, EUA) - reagente para
preparo da solucao de extracao de citocinas.

Formaldeido 0,92% (Sigma-Aldrich, EUA) - Estimulo nociceptivo/inflamatério.
Glibenclamida (Sigma-Aldrich, EUA) - Bloqueador de canais Katp.
Ortofenilenodiamina (OPD; Sigma, EUA) - reagente para preparo da solucéo
do substrato no ensaio de ELISA.

Peréxido de hidrogénio (Synth, Brasil) - reagente para preparo da solucéo do
substrato no ensaio de ELISA.

Polietilenoglicol (PEG) 400 (Synth, Brasil) — Veiculo.

Sulfeto de sodio (Sigma-Aldrich, EUA) — Doador de H2S utilizado na solucéo
padréao para calibracdo do eletrodo rigido para determinacdo de H2S.

Solucdo de PBS pH 7,2 — Reagente utilizado no ensaio de ELISA e na
quantificacao de H2S.
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e Tween 20 (Sigma, EUA) - reagente utilizado no ensaio de ELISA.

4.3 Preparo das solucdes e suspensdes, doses e vias de administracao

4.3.1 4-Metil-benzenocarbotiamida

As suspensdes de 4-metil-benzenocarbotiamida foram preparadas em solucéo de
PEG 400 e salina estéril (proporcao 4:6) e administradas imediatamente por via i.p.
em volume de 10 mL/kg. As doses utilizadas nos protocolos experimentais foram de
50, 100 e 150 mg/kg.

4.3.2 Estimulos inflamatoérios

e Formaldeido

A solucao de formaldeido 0,92% foi preparada em solucéo de cloreto de sédio a 0,9%
p/v, imediatamente antes de cada experimento. Foram injetados 20 uL dessa solugao

por via i.pl. na pata posterior direita dos camundongos.

e Carragenina

A suspensdao de carragenina 2% foi preparada em solucdo de cloreto de sédio 0,9%
p/v, no dia anterior ao experimento e armazenada sob refrigeracdo. Foram injetados
30 uL (600 ug de carragenina) dessa suspensao por via i.pl. na pata posterior direita

dos camundongos.

4.3.3 Suspensao de CMC

A suspensao de CMC 0,5% (p/v) foi preparada em solucéo salina 0,9%, no dia anterior

ao experimento.

4.3.4 Antagonistas de receptores e blogueador de canal idbnico

e Naltrexona
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A solucdo de naltrexona foi preparada imediatamente antes da administracdo em
solucdo de cloreto de sédio 0,9% p/v. As doses utilizadas foram de 5 e 10 mg/kg,

sendo administradas por via i.p. em volume de 4 mL/kg.

e Glibenclamida e ciproheptadina
As suspensfes foram preparadas imediatamente antes de cada administracdo em
suspensao de CMC 0,5% p/v em cloreto de sodio 0,9% p/v. As doses de glibenclamida
foram de 20 e 40 mg/kg e as doses de ciproheptadina foram de 5 e 10 mg/kg. As

suspensdes foram administradas p.o. em volume de 10 mL/kg.

4.3.5 Dipirona, dexametasona e fenobarbital

As solucdes foram preparadas imediatamente antes de cada administracdo em
solucdo de cloreto de sodio 0,9% p/v. As doses de dipirona, dexametasona e
fenobarbital foram 500 mg/kg, 5 mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente. As solu¢cdes de
dipirona e fenobarbital foram administradas p.o. em volume de 10 mL/kg e 8 mL/kg,
respectivamente. A dexametasona foi administrada por via i.p. em volume de 10
mL/kg.

4.3.6 Solucdes usadas nos ensaios para a determinacdo das concentracdes de
TNF-a ou CXCL1

e Solucdo tampéo fosfato-salino (PBS)

Reagentes: 12 g de NaCl; 0,302 g de KCI; 1,725 g de fosfato de s6dio monobasico
(NaHz2P0O4); 0,306 g de fosfato de potassio monobéasico (KH2POa4). Os reagentes foram
dissolvidos em 1500 mL de 4gua destilada e o pH foi ajustado para 7,4.

e Solucao para extracao de citocinas

Reagentes: 2,34 g de NaCl; 50 uL de Tween 20; 500 mg de BSA; 4,48 mg de cloreto
de benzalcbénio; 37,2 mg de EDTA; 2 pL de aprotinina; 1,7 mg de PMSF (dissolvidos
em 100 pL de DMSO). Os reagentes foram dissolvidos em 100 mL da solugao de PBS.

e Solucao tampéo de lavagem
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Reagente: Tween 20 0,1% em solucéo de PBS.

e Solucdo tampéo de bloqueio (BSA 1%)

Reagente: 200 mg de BSA dissolvidos em 20 mL de PBS.

e Solucao diluente das amostras (BSA 0,1%)

Reagente: 40 mg de BSA dissolvidos em 40 mL de PBS.

e Solucao tampao citrato

Reagentes: 0,335 g de NaH2PO4 e 0,129 g de &cido citrico. Os reagentes foram

dissolvidos em 25 mL de agua destilada e o pH foi ajustado para 5,0.

e Solucao do substrato OPD

Reagentes: 9,6 mg de OPD e 4,8 pL de H202 30%. Os reagentes foram dissolvidos

em 24 mL de solucdo tampéao citrato.

e Solucao de parada parareacdo colorimétrica

Reagente: acido sulfurico (H2SO4,1 M)

4.3.7 Solucdes usadas na quantificacdo de H2S

e Solucdo de sulfeto de sodio

Reagentes: 5 mg de EDTA e 35,25 mg de sulfeto de sddio (Na2S.9H20). Os reagentes
foram dissolvidos em 250 mL &gua desoxigenada previamente com atmosfera de

argonio e a solucao foi mantida ao abrigo da luz e sob refrigeracao.

e Solucao tampéo fosfato (PBS)

Reagentes: 20 g de NaCl; 0,5 g de KCI; 3,55 g de NaH2POg4; 0,68 g KH2PO4. Os
reagentes foram dissolvidos em 250 mL de agua ultrapura e o pH foi ajustado para
7,2.



41

4.4 Avaliac8o da resposta nociceptiva induzida por formaldeido

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro (18 cm de
diametro e 14 cm de altura) cerca de 10 min antes da administracdo de formaldeido,
para ambientacao (Figura 3). A divisdo dos grupos foi feita de forma que as massas
corporais médias dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes, sendo
utilizados sete animais para cada grupo experimental. Foram injetados 20 uL da
solucéo de formaldeido 0,92% por via i.pl. na pata posterior direita dos camundongos
A 4-metil-benzenocarbotiamida foi administrada por via i.p. nas doses de 50, 100 ou
150 mg/kg, 30 min antes da injecéo de formaldeido. A duragdo do comportamento de
lambida apos a injecéo i.pl. de formaldeido foi determinada nos periodos de 0-5 min e
de 15-30 min, que correspondem a primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva,
respectivamente (Figura 4). Nesse modelo, o controle da temperatura ambiente (27-
28 °C) é importante, pois a segunda fase da resposta nociceptiva € bastante reduzida
quando o experimento € realizado em temperatura inferior a 23 °C (TJgLSEN et al.,
1992). Os resultados foram expressos como a duracao do comportamento de lambida

da pata injetada, durante a primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva.

Figura 3 - Aparato usado para a avaliagio da resposta nociceptiva induzida por formaldeido.
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Administragdo da
4-MBC Inje¢do de formaldeido

4 ]

| | | | |
-30 0 5 15 30 minutos

13 Fase 22 Fase

Figura 4 - Escala temporal de avaliagio do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida

(4-MBC) sobre aresposta nociceptiva induzida por formaldeido.

4.5 Avaliacao da resposta nociceptiva induzida por calor

A avaliagcdo da resposta nociceptiva induzida por calor foi realizada com auxilio da
placa quente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil — Figura 5). Este modelo foi
originalmente descrito por Woolfe & MacDonald (1944). Os animais foram colocados
sob a superficie ndo aquecida da placa durante 2 min para ambientacao nos trés dias
anteriores ao experimento. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de
forma que as massas corporais médias dos diferentes grupos experimentais fossem

semelhantes.

Figura 5 - Aparato usado para a avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por calor.

Para cada grupo experimental foram utilizados sete animais. No momento do teste,

os camundongos foram colocados, individualmente, sobre a placa metalica aquecida
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na temperatura estabelecida e o tempo para que 0S animais exibissem
comportamentos indicativos de desconforto (lambida das patas ou saltos) foi
determinado e considerado como a laténcia para a resposta nociceptiva. A
temperatura utilizada foi 50 °C e o tempo de corte foi de 50 s, a fim de evitar a
ocorréncia de lesdo tecidual (Figura 6). A 4-metil-benzenocarbotiamida foi
administrada por via i.p. nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg, 30 min antes da

realizacdo do experimento.

Administracdo

2 Tempo de
a4-MBC Placa quente
n n Avaliacdo Cmﬁ
| | |
-30 0 50
Minutos Segundos

Figura 6 - Escala temporal de avaliagio do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida

(4-MBC) sobre a resposta nociceptiva induzida por calor.

4.6 Avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por carragenina

Os camundongos foram colocados em compartimentos de acrilico (22 x 18 x 14 cm)
dispostos sobre um suporte que possui como base uma tela metalica. Os animais
foram ambientados no aparato em uma sesséao diaria de 60 min cada, durante dois
dias antes da realizacdo do experimento e em uma sessao de 10 min, imediatamente
antes do experimento. A alodinia mecénica foi avaliada por meio do uso de um
analgesimetro digital (Insight Ltda., Ribeirdo Preto, Brasil), o qual permite determinar
o limiar para a retirada da pata, que é expresso em gramas (g). Uma ponteira de
polietileno, acoplada a um braco transdutor de forca (faixa: 0,1 a 1000 g, ou
aproximadamente 0,1 a 10 N), foi pressionada sobre o centro da superficie plantar da
pata posterior direita de cada animal (Figura 7) e um aumento gradual de presséo foi
feito até que o animal retirasse a pata. O valor indicando a presséo a qual fez com que
o0 animal removesse a pata foi registrado automaticamente. Para cada animal, foram
feitas cinco avaliagbes em intervalos de 20 s, descartando-se o maior e 0 menor valor

e calculando-se o limiar nociceptivo como a média das trés medidas restantes.
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Figura 7 — Aparato utilizado para a avaliacio da alodinia mecanica. PP - ponteira de

polietileno; TF - transdutor de forga. O sitio de estimulagéo é o centro delimitado pelos pontos

pretos.

O limiar basal para retirada de pata de cada animal foi determinado no dia anterior ao
teste e a divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas
corporais e os limiares basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem
semelhantes. Para cada grupo experimental, foram utilizados sete animais. A 4-metil-
benzenocarbotiamida foi administrada por via i.p., nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg,
30 min antes da administracao i.pl. de 600 ug de carragenina (20 yL da suspensao) e
0s animais foram avaliados 2, 4 e 6 h ap0s a injecéo do estimulo inflamatorio (Figura
8).

Administragio Injecdo de
Basal Shah

da 4-MBC carragenina 12 avaliagdo 22 avaliagdo 32 avaliagdo
| 1 | | |
-0,5 0 2 4 6 h

Figura 8 - Escala temporal de avaliagdo do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida

(4-MBC) sobre a alodinia mecénica induzida por carragenina.
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4.6.1 Avaliacdo da duracdo do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida

no modelo de alodinia mecanica induzida por carragenina

Com o objetivo de verificar a duragdo do efeito induzido pela 4-metil-
benzenocarbotiamida no modelo de alodinia mecénica induzida por carragenina, foi
avaliado o limiar nociceptivo até confirmacdo da auséncia do efeito da 4-metil-
benzenocarbotiamida, que foi administrada. Nesse protocolo, a 4-metil-
benzenocarbotiamida foi administrada por via i.p., na dose de 150 mg/kg, 30 min antes
da administragéo i.pl. de 600 pg de carragenina (20 yL da suspenséo) e os animais
foram avaliados 2, 4, 6, 8, 24 e 48 h apds a injecdo do estimulo inflamatorio (Figura
9).

Administragio Injecdo de
Basal a

da 4-MBC carragenina  Avaliagio  Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo
] I 1 I I I I 1 I
[ I I | I I I I

-0,5 0 2 4 6 8 24 48 h

Figura 9 - Escala temporal de avaliagdo da durac&o do efeito induzido pela 4-metil-

benzenocarbotiamida (4-MBC) sobre a alodinia mecanica induzida por carragenina.

4.7 Avaliacdo dos efeitos induzidos por naltrexona, glibenclamida ou
ciproheptadina sobre a atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida no modelo de

alodinia mecanica induzida por carragenina

A fim de avaliar possiveis mecanismos envolvidos na atividade da 4-metil-
benzenocarbotiamida no modelo de alodinia mecéanica induzida por carragenina,
foram utilizados antagonistas opioidérgico (naltrexona) ou serotoninérgico
(ciproheptadina) e um bloqueador de canais Kate (glibenclamida). Naltrexona (- 30
min) foi administrada por via i.p., enquanto glibenclamida e ciproheptadina (- 30 min)
foram administradas p.o. (Figura 10), previamente a administracdo da 4-metil-
benzenocarbotiamida. A carragenina (600 pg, 30 uL) foi injetada por via i.pl. 30 min
apos a administracdo da 4-metil-benzenocarbotiamida e a alodinia mecéanica foi

avaliada 2, 4 e 6 h ap6s a administracao do estimulo inflamatorio.
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Administracdo de
naltrexona,

ciproheptadina ou Administracdo Injecio de
glibenclamida da 4-MBC carragenina 12 avaliacdo 22 avaliacdo 32 avaliacdo
| | | | | |
-1 -0,5 0 2 4 6 h

Figura 10 - Escala temporal de avaliag&o do efeito induzido pela 4-metil-
benzenocarbotiamida (4-MBC) sobre a alodinia induzida por carragenina em animais

previamente tratados com naltrexona, ciproheptadina ou glibenclamida.

4.8 Avaliacédo da alodinia mecanicainduzida pela constricdo do nervo isquiatico

Os animais foram anestesiados com uma injecdo i.p. de uma solugcéo contendo
cetamina (90 mg/kg) e xilazina (9 mg/kg). Em seguida, por meio de uma incisdo na
regiao do biceps femoral, previamente tricotomizada e higienizada com iodopolividona
10% p/v, um segmento do nervo isquiatico foi exposto. Foram feitas quatro ligaduras,
espacadas em 1 mm uma das outras, no segmento exposto, com fio Cat-Gut 4.0
cromado (Brasuture, Sdo Sebastido do Grama, Brasil). A forca de constricdo foi
exercida de forma a ndo impedir a circulacdo sanguinea pela vasculatura superficial
epineural e todo o procedimento foi realizado de forma a evitar lesbes nos nervos ou
em regides proximas que pudessem afetar a atividade motora dos animais ou causar
lesdo muscular. Para a padronizacéo, foram utilizados dois grupos: o grupo controle
(falso-operado), composto por animais submetidos a uma falsa cirurgia, na qual o
nervo nao foi constringido, apenas visualizado, e o grupo de animais submetidos a
cirurgia (operado). A avaliacdo da alodinia mecénica nos animais submetidos a

cirurgia ou a falsa cirurgia foi realizada conforme descrito anteriormente (item 4.6).

No dia anterior a realizacdo da cirurgia, o limiar basal para retirada de pata de cada
animal foi determinado. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de
forma que as massas corporais e os limiares basais médios dos diferentes grupos
experimentais fossem semelhantes. Apds quinze dias de realizagdo da cirurgia, a 4-

metil-benzenocarbotiamida foi administrada p.o. nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg
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e a alodinia mecéanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 h ap6s a administracdo do composto
(Figura 11).

Constrigdo
do nervo
Basal isquidtico ::':_:';gaﬁo Avaliagd Avaliags Avaliags Avalined
I I I I I I J
| | | | | |
-15 0 1 3 5 7

Dias Horas

Figura 11 - Escala temporal de avaliagdo da durag&o do efeito induzido pela 4-metil-
benzenocarbotiamida (4-MBC) sobre a alodinia mecanica induzida por constricdo do nervo

isquiatico.

4.9 Avaliagéo da atividade motora

A atividade motora foi avaliada na haste girante (2,3 cm de diametro, 14 rpm; Figura
12), de acordo com o procedimento proposto por Vaz et al. (1996), que representa
uma modificacdo daquele originalmente descrito por Dunham e Miya (1957). Nos trés
dias que antecederam o0s experimentos, 0os animais foram treinados no aparato
durante 120 s. No dia do experimento, os animais foram colocados sobre a haste e o

tempo basal de permanéncia foi determinado. O tempo de corte foi de 120 s.

Figura 12 - Aparato usado para a avaliagéo da atividade motora.
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A divisao dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os tempos basais
médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. Para cada grupo
experimental foram utilizados seis animais. A 4-metil-benzenocarbotiamida (50, 100
ou 150 mg/kg; i.p.) ou o controle positivo fenobarbital (50 mg/kg, p.o.) foram
administrados 30 min antes da primeira avaliacdo na haste girante. As seguintes
avaliacbes ocorreram 0,5; 1,5, 3 e 6 h apdés administracdo da 4-metil-

benzenocarbotiamida, fenobarbital ou veiculo (Figura 13).

Administracdo
da 4-MBC ou
do
Basal fenobarbital Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo
| [ [ | |
0 0,5 1,5 3 6 h

Figura 13 — Escala temporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela 4-metil-

benzenocarbotiamida (4-MBC) ou pelo fenobarbital sobre a coordenacdo motora.

4.10 Avaliacdo do edema de pata induzido por carragenina

Para a avaliagdo do edema de pata foi usado um pletismémetro (Modelo 7140, Ugo
Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume
de pata, preenchida com uma solucéo de baixa concentragao eletrolitica, conectada
a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de vasos comunicantes
faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula onde a pata do animal é
mergulhada resulte em um deslocamento da solu¢éo na célula que contém o eletrodo
(Figura 14). Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido
em volume, que € indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é introduzida
na célula de medida até a articulacdo tibio-tarsal, um pedal é pressionado pelo

experimentador, que fixa o valor do volume observado.
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Figura 14 - Aparato utilizado para a avaliacio do edema de pata.

O volume de pata basal de cada animal foi medido no dia anterior ao experimento e a
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as massas
corporais e 0s volumes de pata basais médios dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. Para cada grupo experimental, foram utilizados sete animais. A
4-metil-benzenocarbotiamida foi administrada i.p., nas doses de 50, 100 ou 150
mg/kg, 30 min antes da administrac&o por via i.pl. de 600 ug de carragenina (20 yL da
suspensédo) e os animais foram avaliados 2, 4 e 6 h apés a injecdo do estimulo

inflamatorio (Figura 15).

B | Administragio Injecdo de . )
e e 12 avaliaglio 22 avaliagdo 32 avaliagio

! I 1 1 I 1

| 1 I | 1
-0,5 0 2 4 & K

Figura 15 - Escala temporal de avaliag&o do efeito induzido pela 4-metil-

benzenocarbotiamida (4-MBC) sobre o edema de pata induzido por carragenina.
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410.1 Avaliacdo da duracdo do efeito induzido pela 4-metil-

benzenocarbotiamida no modelo de edema de pata induzido por carragenina

Com o objetivo de verificar a duragdo do efeito induzido pela 4-metil-
benzenocarbotiamida no modelo de edema de pata induzido por carragenina, foi
avaliado o volume da pata até confirmacdo da auséncia do efeito da 4-metil-
benzenocarbotiamida, que foi administrada, por via i.p., na dose de 150 mg/kg, 30 min
antes da administracéo i.pl. de 600 pg de carragenina (20 yL da suspenséo) e os
animais foram avaliados 2, 4, 6, 8, 24 e 48 h apds a injecdo do estimulo inflamatorio
(Figura 16).

Administracio Injecdo de
Basal £

da 4-MBC carragenina  Avaliagio  Avaliac3 Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo Avaliagdo
I I 1 J I I I 1 I
I T T I I | I I

-0,5 0 2 4 6 8 24 48 h

Figura 16 - Escala temporal de avaliagdo da durag&o do efeito induzido pela 4-metil-

benzenocarbotiamida (4-MBC) sobre o edema de pata induzido por carragenina.

4.11 Determinagcdo da concentracdo de TNF-a e CXCL1 e atividade de

mieloperoxidase

e Coleta e preparo das amostras

A 4-metil-benzenocarbotiamida (150 mg/kg) foi administrada por via i.p., 30 min antes
da injecdo do estimulo inflamatério e o edema de pata foi avaliado previamente a
coleta. Posteriormente, com 0s animais anestesiados, foi realizada a coleta do tecido
da pata direita posterior, coletado 4 h ap6s administracao i.pl. de carragenina. Apos a
coleta das amostras de tecido da pata dos camundongos, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e foi feita a determinacdo das massas dos
tecidos, que, logo apds, foram armazenados no freezer a -20 °C. Posteriormente, 0s

tecidos foram descongelados e processados em homogeneizador de tecidos (Modelo
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ULTRA 80-11, Ultrastirrer) em solugdo para extracdo de citocinas, seguido de
centrifugacéo para utilizacdo do sobrenadante (3000 rpm, 10 min. a 4°C). Para cada
100 mg de tecido foi utilizado 1 mL de solugcdo de extracdo de citocinas. O
sobrenadante resultante foi recolhido para a determinacdo das concentracfes de
TNF-a e CXCL1. O sedimento do homogeneizado foi usado para a determinacéo da

atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

e Determinacdo da concentracdo de TNF-a e CXCL1

Os sobrenadantes resultantes da homogeneizagao e da centrifugagdo das amostras
foram recolhidos e armazenados a -70 °C. As concentracbes de TNF-a e CXCL1
foram determinadas de acordo com as instru¢cdes do fabricante R&D Systems. O
ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. O anticorpo de captura
foi diluido em PBS e foram adicionados 50 pL dessa solu¢cdo em cada poco. A placa
foi mantida na geladeira (4 °C) durante 12 h. Posteriormente, a placa foi lavada com
tampéo de lavagem e bloqueada com tampao de bloqueio (BSA 1%). Apos 1 h, a
placa foi lavada novamente e foram adicionados 50 pL de TNF-a ou CXCL1
(duplicata), em diluicdo seriada, correspondentes a curva-padrdo, nas duas primeiras
colunas da placa. Nos outros pocos, foram adicionados 50 puL dos sobrenadantes
(diluidos na proporcéo 1:3, no caso na quantificacdo de CXCL1 ou sem diluicdo, no
caso da quantificacdo de TNF-a) em BSA 0,1% e nos ultimos dois pocos, foram
adicionados 50 pL de PBS (branco). A placa foi devidamente vedada e armazenada

na geladeira (4 °C) durante 12 h.

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 50 pL do anticorpo de detecc¢éo
em cada poco e, durante 2 h, a placa foi vedada e mantida em temperatura ambiente.
Apés esse periodo, a placa foi lavada e foram adicionados 50 pL do revelador
estreptavidina em cada poco e, durante 20 min, a placa foi mantida, novamente, em
temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados 50 pL da solucdo do substrato
(OPD) em cada poco. A reacao foi devidamente monitorada e, com aparecimento de
coloracdo amarelada (20 a 30 min) a reacéo foi interrompida com a adicdo de 25 pL
de H2SOa4. A leitura foi feita no leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 450
nm. Os resultados foram expressos em quantidade de TNF-a ou CXCL1 presente no

tecido (pg/100 mg de tecido).
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e Atividade da MPO

Ao sedimento resultante apds centrifugacdo do tecido homogeneizado, foram
adicionados 750 pL de solugao de NaCl 0,2% gelado para cada 50 mg de tecido. Em
seguida, foi adicionado NaCl 1,6% com glicose 5% gelado (750 yL para cada 50 mg
de tecido). Uma nova homogeneizacgao foi realizada e o homogenato foi armazenado
a -70 °C até a realizacdo do ensaio. Os homogenatos foram inicialmente
descongelados em temperatura ambiente e novamente congelados em nitrogénio
liquido, por trés vezes. Em seguida, foram descongelados em agua corrente. Os
congelamentos e descongelamentos foram repetidos por trés vezes. ApOs esses
ciclos, os homogenatos foram centrifugadas por 15 min a 10.000 rpm a 4 °C e o0s
sobrenadantes obtidos foram coletados para a realizacdo do ensaio enzimatico. O
ensaio foi realizado em placa de microtitulacdo de 96 pocos. Nos primeiros dois pogos,
foram adicionados 25 pL de tampdo PBS (branco). Nos outros pogos, foram
adicionados, em duplicata, 25 pL dos sobrenadantes diluidos (1:3). Apdés o
preenchimento da placa com todas as amostras, foram adicionados 25 L da solucdo
de 3,3,5,5',-tetrametilbenzidina (TMB; 3,8 mg/mL em DMSO) em cada poco e a placa
foi incubada a 37 °C por 5 min. Apds esse intervalo, foram adicionados 100 pL da
solucéo de H202 em cada poco e a placa foi incubada novamente a 37 °C por 5 min.
Para finalizar, foram adicionados 100 pL de H2SO4 em cada poco. A atividade da MPO
foi calculada de acordo com a alteracédo da densidade oOptica (D.O.), avaliada em leitor

de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm.

4.12 Quantificacdo de H2S

Com o objetivo de avaliar a liberacdo de H2S na suspensdo de 4-metil-
benzenocarbotiamida, foi utilizado o analisador de radicais livres TBR4100 (WPI,
USA) equipado com o sensor amperométrico ISO-H2S-2 (eletrodo rigido de sulfeto de
hidrogénio). No dia anterior ao experimento, foi preparada a solucdo de NazS 2 mM
em EDTA, utilizada para calibracdo do eletrodo. O eletrodo foi imerso, ainda no
mesmo dia, na solucdo tampéo PBS 100 mM para polarizagcao por aproximadamente



53

12 h, de modo que linha de base se apresentasse estavel e com valor menor que
75.000 pA a 25 °C.

Foi construida uma curva de calibragéo, no dia do experimento, com a adi¢do de cinco
aliguotas conhecidas da solucéo padrédo de NazS (5, 10, 20 e 40 pL) a solucdo tampao
em contato com o eletrodo. A curva de calibragao foi criada por meio da plotagem das
alteracdes na corrente (pA) em funcéo das diferentes concentracdes (UM) da solucéo
padréao, utilizando-se, de acordo com instru¢cdes do fabricante, a equacdo H2S =
[Na2S]/3.04173977.

Para a determinacédo da liberagcdo de H2S pela 4-metil-benzenocarbotiamida, uma
aliquota de 100 uL do composto, na concentracao de 15 mg/mL (equivalente a dose
de 150 mg/kg, volume 10 mL/kg) foi adicionada, a solu¢cado tampdo PBS 100 mM em
contato com o eletrodo. Foram obtidos os valores correspondentes as alteracdes na
corrente (pA) nos intervalos de 42 s; 1,5; 3; 6; 9; 15; 30; 45; 60; 65 e 70 min apos a
preparacao da suspensdo da 4-metil-benzenocarbotiamida em PEG 400/salina estéril.
Os valores correspondentes as concentracfes de H2S foram, entdo, calculados de

acordo com a curva de calibrag&o obtida.

4.13 Anélise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA)
e os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os resultados
referentes aos modelos de avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido
ou placa quente, atividade motora e quantificacdo de TNF-a ou CXCL1 foram
analisados por meio da analise de variancia simples de uma via (ANOVA), seguido
pelo teste de Newman-Keuls. Os resultados referentes aos modelos de alodinia
mecanica e edema de pata induzidos por carragenina e alodinia mecanica induzida
por constricdo do nervo isquiatico foram analisados por meio de analise de variancia
de duas vias, seguida de teste de Bonferroni, exceto os resultados referentes a area
sob a curva dos respectivos testes, as quais foram analisados por meio da analise de
variancia simples de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Newman-Keuls ou teste

t de Student. Adotou-se um nivel de significancia de 5% em relag&o ao grupo controle.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a resposta

nociceptiva induzida por formaldeido

A administracéo i.pl. de formaldeido na pata posterior direita dos camundongos
induziu um comportamento nociceptivo caracterizado por lambida, flexdo da pata e
manutencdo desta fora de contato com a superficie. As duracbes médias do
comportamento de lambida, parametro avaliado como resposta nociceptiva, do grupo
controle (veiculo), tratado com PEG 400 e salina estéril por via i.p., foram de,
aproximadamente, 63 s na primeira fase e 128 s na segunda fase. A 4-metil-
benzenocarbotiamida, nas doses de 100 e 150 mg/kg, inibiu a segunda fase da
resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido. A primeira fase dessa resposta foi

inibida apenas pela maior dose (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 50, 100 ou 150 mg/kg;
i.p.; -30 min) sobre o comportamento de lambida induzido por formaldeido (0,92%; 20 uL; i.pl.).
V = veiculo. * e ** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo

controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=7.
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5.2 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a resposta

nociceptiva induzida por calor

A resposta nociceptiva induzida por calor foi avaliada por meio da determinacéo da
laténcia para os animais apresentarem o comportamento nociceptivo. As respostas
comportamentais utilizadas para indicar a percepc¢ao do estimulo nocivo pelo animal
foram lambida das patas anteriores ou posteriores ou saltos. O grupo controle teve
uma laténcia média de aproximadamente 10 s. A 4-metil-benzenocarbotiamida, nas
doses de 50, 100 e 150 mg/Kg, néo inibiu a resposta nociceptiva induzida por calor,
uma vez que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as laténcias
meédias dos grupos que receberam o composto e a laténcia média do grupo controle.
O grupo tratado com dipirona, controle positivo do experimento, teve uma laténcia
média de 30 s (Figura 18).

40-
z *kk
O
Q 304
«@©
C
£
g 20
m ——
©
8 10 —x=
IS
(0]
e I 1)
\' 50

4MBC

Figura 18 - Efeitos induzidos pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 50, 100 e 150 mg/kg;
i.p.; -30 min) ou dipirona (Dip; 500 mg/kg, p.o., -30 min) sobre o tempo de permanéncia dos
camundongos na placa quente (50 °C). V = veiculo. *** indica diferenca estatisticamente

significativa em relagéo ao grupo controle (V) (p<0,001). n=7.
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5.3 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a alodinia mecéanica

induzida por carragenina

Para a avaliacdo da atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida no modelo de alodinia
mecanica, foi feita a administracdo da substancia 30 min antes da inje¢éo i.pl. de
carragenina. O grupo controle, apos receber carragenina, apresentou uma diminui¢cao
acentuada do limiar nociceptivo, que se manteve reduzido durante todo o periodo de
avaliacao (2, 4 e 6 h). A 4-metil-benzenocarbotiamida, na dose de 150 mg/kg, inibiu a
alodinia mecénica nas avaliacdes realizadas na 2%, na 42 e na 62 h apoés injecéo de
carragenina. A dexametasona, utilizada como controle positivo do experimento,

reduziu a alodinia mecanica induzida pela carragenina nos periodos avaliados (Figura

19).
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Figura 19: Efeitos induzidos pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 50, 100 ou 150 mg/kg;
i.p.; - 30 min) ou pela dexametasona (Dexa; 5 mg/kg, i.p., -30 min) sobre a alodinia mecénica
induzida por carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.). V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo
controle (V) (p<0,05; p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=7.
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5.3.1 Duracdo do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a

alodinia mecéanica induzida por carragenina

Conforme demonstrado na figura 19, a 4-metil-benzenocarbotiamida, na dose de 150
mg/kg, induziu efeito antialodinico duradouro, que se manteve até o Ultimo momento
avaliado (6 h). Desta forma, foi avaliada, em um novo protocolo, a duragcédo do efeito
induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida no modelo de alodinia mecanica induzida
por carragenina. A administragdo da 4-metil-benzenocarbotiamida, na dose de 150
mg/kg, atenuou a alodinia mecéanica induzida pela carragenina até a 8% h apds
administracdo do estimulo inflamatorio. Na 242 h e na 482 h, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os limiares dos dois grupos (Figura 20).
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Figura 20: Durag&o do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg,
i.p., - 30 min) sobre a alodinia mecénica induzida por carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.). V =
veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. V = veiculo. *, ** e *** indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (V) (p<0,05; p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=7.
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5.4 Efeitos induzidos por naltrexona, glibenclamida ou ciproheptadina sobre a
atividade antialodinica da 4-metil-benzenocarbotiamida

Tendo sido demonstrado o efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida, na dose
de 150 mg/kg, sobre a alodinia mecéanica induzida por carragenina, foram investigados
0S mecanismos possivelmente envolvidos na atividade antialodinica da substancia.
Para isso, foram avaliados os efeitos induzidos por naltrexona, ciproheptadina ou

glibenclamida sobre essa atividade.

A naltrexona, administrada isoladamente na dose de 10 mg/kg, ndo alterou a alodinia
mecanica induzida por carragenina. Essa resposta foi inibida pelo tratamento com 4-
metil-benzenocarbotiamida. A atividade antialodinica da 4-metil-benzenocarbotiamida
nao foi atenuada pela administracéo prévia de naltrexona, nas doses de 5 e 10 mg/kg
(Figura 21).

A ciproheptadina, administrada isoladamente, na dose de 20 mg/kg, ndo alterou a
alodinia mecéanica induzida por carragenina. Essa resposta foi inibida pelo tratamento
com 4-metil-benzenocarbotiamida. Entretanto, quando houve a administracdo prévia
de ciproheptadina, nas doses de 5 e 10 mg/kg, a atividade antialodinica da 4-metil-
benzenocarbotiamida foi atenuada na 22 e na 42 h ap6s a administracdo de
carragenina (Figura 22A). Uma avaliacao global indicou reducéo significativa do limiar
nociceptivo no grupo pré-tratado com a ciproheptadina, nas doses de 5 ou 10 mg/kg,

e que receberam a 4-metil-benzenocarbotiamida (Figura 22B).
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Figura 21 - Efeito induzido pela naltrexona (N; 5 ou 10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antialodinica da 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg, i.p.). A naltrexona foi
administrada 30 min antes da 4-metil-benzenocarbotiamida e essa foi administrada 30 min
antes da carragenina. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) &rea sob a curva. *, ** e *** indicam
diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (p<0,05; p<0,01 e

p<0,001, respectivamente). n=7.
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Figura 22 - Efeito induzido pela ciproheptadina (C; 5 ou 10 mg/kg, p.0.) sobre a atividade
antialodinica da 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg, i.p.). A ciproheptadina foi
administrada 30 min antes da 4-metil-benzenocarbotiamida e essa foi administrada 30 min
antes da carragenina. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. ** e *** indicam
diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente). #, # e ## indicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao
grupo tratado com 4-metil-benzenocarbotiamida (p<0,05; p< 0,01 e p<0,001, respectivamente).

n=7.

A glibenclamida, administrada isoladamente na dose de 40 mg/kg, ndo alterou a
alodinia mecéanica. Essa resposta foi inibida pelo tratamento com 4-metil-
benzenocarbotiamida. A atividade antialodinica da 4-metil-benzenocarbotiamida néao

foi atenuada pela administragédo prévia de glibenclamida, nas doses de 20 e 40 mg/kg

(Figura 23).
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Figura 23 - Efeito induzido pela glibenclamida (G; 20 ou 40 mg/kg, p.0.) sobre a atividade
antialodinica da 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg, i.p.). A glibenclamida foi
administrada 30 min antes da 4-metil-benzenocarbotiamida e essa foi administrada 30 min
antes da carragenina. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam
diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (p<0,05; p<0,01 e

p<0,001, respectivamente). n=7.

5.5 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a alodinia mecénica

induzida pela constricdo do nervo isquiatico

Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do modelo de dor neuropatica induzida pela
constricao do nervo isquiatico. A alodinia mecéanica, avaliada por meio da estimulagao
da pata ipsilateral a constricdo do nervo, foi avaliada diariamente durante 15 dias apos

a cirurgia. Observou-se que a alodinia mecéanica se estabeleceu no 1° dia ap6s a
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cirurgia e se manteve durante todo o periodo avaliado (Figura 24). Nesse grupo, ndo
houve diferencas estatisticas entre os valores do limiar nociceptivo dos diferentes dias
avaliados ap6s a intervencédo. No grupo dos animais submetidos a falsa cirurgia (falso-
operados), ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os valores

basais e os valores obtidos apds a intervencao.
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Figura 24 - Alodinia mecanica induzida pela constricdo do nervo isquiatico. Falso operados:
grupo de animais nos quais o nervo foi apenas visualizado. Operados: grupo de animais
submetidos a cirurgia. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. *** indica diferenca

estatistica em comparagao com o grupo falso-operado (p<0,001). n=6.
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A 4-metil-benzenocarbotiamida, nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg, administrada no
15° dia ap0s o procedimento cirdrgico, ndo alterou a alodinia mecénica causada pela

constricdo do nervo isquiatico (Figura 25)
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Figura 25 - Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 50, 100 ou 150 mg/kg;
i.p.; 15° dia apds cirurgia) sobre a alodinia mecénica induzida pela constri¢cao do nervo

isquidtico. V = veiculo. n=6.

5.6 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a atividade motora

A atividade motora dos camundongos foi avaliada na haste girante com o objetivo de
validar os resultados obtidos nos modelos de dor. A 4-metil-benzenocarbotiamida, nas
doses de 50, 100 ou 150 mg/kg, néo alterou o tempo de permanéncia dos animais na

haste girante nos momentos avaliados (0,5; 1,5; 3 e 6 h apds administragdo da
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substancia). Entretanto, o fenobarbital reduziu significativamente esse tempo de
permanéncia 0,5; 1,5 e 3 h apds sua administragédo (Figura 26).
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Figura 26 - Efeitos induzidos pela 4-metil-benzenocarbotiamida (50, 100 ou 150 mg/kg; i.p.)
ou pelo fenobarbital (Feno; 50 mg/kg, p.0.) sobre o tempo de permanéncia dos animais na
haste girante. V = veiculo. *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao

grupo controle (V) (p<0,001). n=7.

5.7 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre o edema de pata

induzido por carragenina

A atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida no modelo de edema de pata induzido
por carragenina foi avaliada logo ap6s a avaliacdo do efeito induzido por essa
substancia sobre a alodinia mecanica. A 4-metil-benzenocarbotimiada, nas doses
avaliadas (50, 100 ou 150 mg/kg), inibiu o edema de pata nos intervalos avaliados
nesse protocolo (2, 4 e 6 h apds injecédo i.pl. de carragenina). A dexametasona,
utilizada como controle positivo do experimento, inibiu a formacéo do edema de pata

nesse modelo (Figura 27).
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Figura 27: Efeitos induzidos pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 50, 100 ou 150 mg/kg;
i.p.; - 30 min) ou pela dexametasona (Dexa; 5 mg/kg, i.p., -30 min) sobre o edema de pata
induzido por carragenina (600 pug, 30 uL, i.pl.). V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva. ** e ** indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle
(V) (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=7.

5.7.1 Duracdo do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre o

edema de pata induzido por carragenina

Conforme demonstrado na figura 27, o tratamento com a 4-metil-
benzenocarbotiamida reduziu o edema de pata de forma dose-dependente e
duradoura, permanecendo até o ultimo intervalo avaliado (6 h). Desta forma, foi
avaliada, em um novo protocolo, a duracdo do efeito induzido pela 4-metil-
benzenocarbotiamida no modelo de edema de pata induzido por carragenina. A

administragcdo da 4-metil-benzenocarbotiamida, na dose de 150 mg/kg, atenuou a
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alodinia mecanica induzida pela carragenina até a 242 h ap0s injecao do estimulo

inflamatorio, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa no momento

posteriormente avaliado (482 h) (Figura 28).
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Figura 28: Durag&o do efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg,

i.p., - 30 min) sobre o edema de pata induzido por carragenina (600 ug, 30 pL, i.pl.). V = veiculo.

(A) Curso temporal e (B) &rea sob a curva. V = veiculo. *, ** e *** jndicam diferencas

estatisticamente significativas em relagédo ao grupo controle (p<0,05; p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=7.
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5.8 Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a producao de TNF-
a e CXCL1 e a atividade da MPO induzidas por carragenina

Quatro horas apoés a injecédo i.pl. de carragenina (600 pg), houve um aumento das
concentracbes de TNF-a e CXCL1 na pata dos animais. Foi observado que o
tratamento prévio (30 min) com a 4-metil-benzenocarbotiamida (150 mg/kg) reduziu
as concentracdes de TNF-a e CXCL1 na pata dos animais na 42 h apds a injecao do
estimulo inflamatério (Figura 29). A 4-metil-benzenocarbotiamida também reduziu a
atividade da MPO, confirmando o menor recrutamento neutrofilico para o local da

inflamacéo (Figura 30).
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Figura 29 - Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg, i. p., -30
min) sobre a concentracéo de (A) TNF-a e (B) CXCL1 na pata dos animais coletada 4 h ap6s a
injecdo de carragenina (600 pg, 30 pL, i.pl.). V = veiculo. ** e *** indicam diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (p>0,01 e p<0,001;
respectivamente). e # indicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo
V/carragenina (p<0,05 e p<0,01; respectivamente). n=6.
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Figura 30 - Efeito induzido pela 4-metil-benzenocarbotiamida (4MBC; 150 mg/kg, i. p., -30
min) sobre a atividade da MPO na pata dos animais coletada 4 h apds a injecdo de carragenina
(600 pg, 30 uL, i.pl.). V = veiculo. *** indica diferenc¢a estatisticamente significativa em relagao

ao grupo controle (p<0,001). #indica diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao

grupo V/carragenina (p<0,01). n=6.

5.9 Liberagao de H2S in vitro pela 4-metil-benzenocarbotiamida

A liberacdo de H2S pela 4-metil-benzenocarbotiamida (100 uL, 15 mg/mL) foi
determinada em diferentes tempos apés a preparacdo da suspenséo da substancia.
No primeiro tempo avaliado, 42 s apés a 4-metil-benzenocarbotiamida ser preparada
em PEG 400 e salina estéril, foi detectada a presenca de H2S na suspensdo. Nesse

ensaio, a liberacdo de H2S pela substancia se manteve por até 70 min (Figura 31).
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Figura 31 - Concentracg&o de H,S apds incubag&o da suspenséo de 4-metil-

benzenocarbotiamida (4MBC; 15 mg/mL) em soluc&o tamp&o de PBS 100 mM.
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6 DISCUSSAO

As limitacGes apresentadas por muitos farmacos utilizados como analgésicos e anti-
inflamatorios, como eficacia reduzida e seguranca inadequada, instigam a busca por
novas terapias para pacientes acometidos por condi¢gdes dolorosas ou inflamatérias e
ainda representam um grande desafio. Assim, a busca por novas alternativas
farmacoterapéuticas torna-se necessaria. Diversos estudos demonstraram que o H2S
€ um mediador gasoso que atua em diversos processos, incluindo dor e inflamacéo.
Apesar de controversos, muitos resultados sugerem que o H2S atenua a dor e a

resposta inflamatoria, principalmente quando proveniente de fontes exdgenas.

Diversas atividades relacionadas a administracdo de substancias doadoras de H2S
tém sido demonstradas. Em modelos inflamatdrios, estas incluem reducdo da
expressao e/ou liberacdo de mediadores inflamatorios, reducéo da adeséo e migracao
de leucécitos e, assim, reducdo do edema inflamatdrio. Ainda, sdo relatadas
atividades antinociceptivas em varios modelos, resultando em reducdo de

hiperalgesia, alodinia e outros comportamentos nociceptivos.

As tiobenzamidas séo substancias que liberam H2S e séo utilizadas, acopladas ou
nao a outras moléculas conhecidas, para avaliacao de efeitos induzidos pelo H2S em
modelos experimentais. Em ambos 0s casos, substancias dessa classe apresentam
atividades em modelos de doencas cardiovasculares e inflamacdo gastrica, por

exemplo.

No presente estudo, foi avaliada a atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida em
diferentes modelos experimentais de dor e inflamagcdo. A  4-metil-
benzenocarbotiamida apresentou atividade em modelos de dores nociceptiva e
inflamatdria e edema inflamatério. A atividade em modelos de dor e edema
inflamatérios da 4-metil-benzenocarbotiamida parece envolver mecanismos
serotoninérgicos e reducdo da producédo de citocinas e da atividade da MPO. Foi

verificado, ainda, que a 4-metil-benzenocarbotiamida libera HzS in vitro.
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6.1 Atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida em modelos experimentais de dor

Neste estudo, foi demonstrada a atividade antinociceptiva da 4-metil-
benzenocarbotiamida em diferentes modelos experimentais de dor inflamatoria
(segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido e alodinia mecéanica
induzida por carragenina) e dor nociceptiva (primeira fase da resposta nociceptiva

induzida por formaldeido).

A resposta nociceptiva induzida por formaldeido, um dos modelos usados no presente
estudo, possui duas fases distintas que correspondem a aspectos tanto da dor
nociceptiva (primeira fase) quanto da dor inflamatdria (segunda fase). A primeira fase
ocorre de 0 a 5 min apos a injecao de formaldeido e envolve a ativacao direta de
nociceptores, principalmente nociceptores C. A segunda fase ocorre entre 15 e 30 min
apos a administracdo do formaldeido e resulta da ativacdo e sensibilizacdo de
nociceptores associadas a producdo de varios mediadores inflamatorios (TJgLSEN et
al., 1992). Geralmente, farmacos analgésicos que agem predominantemente no SNC,
como opioides, bem como alguns AINEs em doses mais elevadas, como o acido
acetilsalicilico, inibem ambas as fases, enquanto fArmacos que apresentam atividade
predominantemente anti-inflamatoria geralmente inibem a segunda fase da resposta
(HUNSKAAR e HOLE, 1987).

A 4-metil-benzenocarbotiamida, na dose de 150 mg/kg, atenuou a primeira fase da
resposta induzida por formaldeido. A segunda fase da resposta nociceptiva induzida
pelo formaldeido foi atenuada pela 4-metil-benzenocarbotiamida, nas doses de 100
mg/kg e 150 mg/kg. Embora a substancia tenha inibido ambas as fases, a inibicdo da
segunda fase ocorreu em maior extensédo. A atividade de um doador de H2S, o Na:S,
também foi descrita na segunda fase de um teste similar, apesar desse teste
apresentar via de administragdo do formaldeido (labio superior direito) e parametro
avaliado (rubor facial) diferentes (DONATTI et al., 2014). A segunda fase desse teste
também envolve resposta inflamatoria e sensibilizagdo de fibras aferentes (DALLEL
et al., 1995) e a resposta induzida pelo NaHS se assemelha aquela induzida pela 4-

metil-benzenocarbotiamida nesse modelo.
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Tendo em vista o0s resultados anteriores demonstrando que a 4-metil-
benzenocarbotiamida reduziu a primeira fase da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido, um estimulo quimico, foi investigada a atividade dessa substancia em
um modelo experimental de dor provocada por estimulo térmico. No modelo da placa
quente, a temperatura da placa representa um estimulo nocivo e causa a ativagédo
direta dos nociceptores (Le BARS et al., 2001). A temperatura utilizada no presente
estudo foi de 50 °C, visto que uma temperatura maior pode reduzir a probabilidade de
detectar o efeito antinociceptivo neste modelo experimental (GODIN et al., 2011).
Neste modelo, ocorre a ativacdo de receptores da familia TRP (Transient receptor
potential cation channel) pelo estimulo nocivo (calor) (TOMINAGA, 2007). Analgésicos
gue atuam, principalmente, por meio de mecanismos centrais, como 0s opioides e
antidepressivos triciclicos, sdo capazes de inibir a resposta nociceptiva induzida por
calor (LOH et al., 1976; ROSLAND et al., 1988).

A 4-metil-benzenocarbotiamida néo elevou a laténcia do comportamento nociceptivo
no modelo da placa quente. Embora a substancia tenha inibido a fase da resposta
nociceptiva induzida por formaldeido que corresponde, assim como o teste de placa
qguente, a um modelo de dor nociceptiva, deve ser considerado o fato de os dois
modelos apresentarem estimulos de naturezas diferentes, podendo apresentar
ativacdo de receptores diferentes, como receptores TRPA1l para formaldeido
(KERSTEIN et al., 2009) e TRPV3 (XU et al., 2002) para o estimulo térmico. Além
disso, a atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida ocorreu em menor extenséo
durante a primeira fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido. Cunha et
al. (2008a), ao estudarem o papel do H2S enddgeno e exégeno em modelos de dor,
verificaram que o NaHS nao apresenta atividade no modelo de placa quente, ao passo
que atividade em modelos de dor inflamatéria foi observada. Devido a possibilidade
da auséncia de atividade ou atividade reduzida em modelos de dor nociceptiva
resultarem de concentracdes reduzidas das moléculas no SNC, estudos adicionais
avaliando efeitos induzidos pela administragdo central da 4-metil-
benzenocarbotiamida e de outros doadores de H2S sdo necessarios para obtencéo de
conhecimento mais amplo do perfil de atividade dessas moléculas e do papel do H2S

Nno processamento nociceptivo.
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Tendo em vista os resultados anteriores indicando a atividade da 4-metil-
benzenocarbotiamida na segunda fase da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido, a atividade dessa substancia foi avaliada em outro modelo experimental
de dor inflamatéria, a alodinia mecanica induzida por carragenina. A carragenina é
uma mistura de polissacarideos extraida de algas marinhas da familia Rhodophyceae
e composta, principalmente, por D-galactose sulfatada. A injecao i.pl. de carragenina
induz um processo inflamatorio local, que envolve a producdo e acdo de varios
mediadores inflamatorios e resulta em maior sensibilidade aos estimulos térmicos e
mecéanicos no local da lesdo. A alodinia mecénica € uma resposta amplamente
reconhecida e indica a sensibilizagdo marcante dos nociceptores induzida por
multiplos mediadores inflamatérios (POSADAS et al., 2004; GREGORY et al., 2013).

No presente estudo, a alodinia mecéanica induzida pela injec&o i.pl. de carragenina foi
inibida pela 4-metil-benzenocarbotiamida. Atividades de doadores de H2S em modelos
de dor inflamatéria tém sido demonstradas em diversos estudos. Em modelo de
sinovite induzida pela injecdo de carragenina na articulacdo do joelho de ratos, foi
demonstrado que o 1,3-ditio-2,4-difosfatano-2,4-disulfeto-2,4-bis(4-metdxifenil), um
doador de H2S comumente conhecido como reagente de Lawesson, inibe a alodinia
e induz efeito sobre outros parametros indicativos da resposta dolorosa, como a
mobilidade dos animais (EKUNDI-VALENTIM et al., 2010). Cunha et al. (2008a)
demonstraram que o NaHS também apresenta essa atividade em modelo de
hipernocicepc¢éo induzida por LPS ou PGE2, estimulos também utilizados em modelos
de dor inflamatéria (FERREIRA et al., 1997; CUNHA et al, 2008b). Outro estudo,
utilizando um modelo de dor induzida por cancer nos 0ssos em ratos, demonstrou que
a inalagdo de H2S reduz a hiperalgesia térmica e a alodinia mecénica, avaliadas,
respectivamente, por meio da determinacédo da laténcia e do limiar de retirada de pata
(ZHUANG et al., 2017).

Visando a investigacdo do papel de receptores opioidérgicos e serotoninérgicos e
também de canais Katp na atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida em modelo de
dor inflamatéria induzida por carragenina, foram utilizadas as seguintes ferramentas
farmacolégicas: naltrexona, ciproheptadinia e glibenclamida. Véarios estudos indicam
que a ativacao de vias opioidérgicas (GRAY et al., 1998; HERNANDEZ-LEON et al.,
2016), serotoninérgicas (DUMAN et al., 2004; KOSTADINOV et al., 2012) e de canais
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Katp (LEON-REYES et al., 2009; HAJHASHEMI e AMIN; 2011) contribuem para a

atividade de vérios farmacos em diferentes modelos experimentais de dor.

A administracdo prévia de naltrexona, um antagonista ndo seletivo de receptores
opioidérgicos (YAKSH & WALLACE, 2012), ndo alterou a atividade antialodinica da 4-
metil-benzenocarbotiamida, o que sugere que mecanismos opioidérgicos ndo sejam
relevantes para a expressao dessa atividade. Ainda existem poucas informacfes
sobre efeitos induzidos por doadores de H2S sobre vias opioidérgicas. Distrutti et al.
(2010) demonstraram que a atividade antinociceptiva de Na2S em modelo de
distensdo colorretal é revertida pela administracdo central de um antagonista de
receptores opioides do tipo y e que o H2S causa mudangas conformacionais nesses
receptores. Embora a importancia da via opiodérgica para efeitos induzidos por
doadores de H2S ainda néo esteja bem elucidada, as interacdes entre estes podem
depender dos doadores de H2S avaliados, modelos e estimulos utilizados e receptores

opioides envolvidos.

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma amina biogénica que induz seus
efeitos por meio da interagdo com receptores serotoninérgicos que estdo amplamente
distribuidos no SNC e no sistema nervoso periférico. O papel da 5-HT no
processamento da dor € bastante complexo e varia de acordo com sua concentracao
e local de atuacdo, com o subtipo de receptor envolvido e com o estimulo nociceptivo
utilizado (MILLAN, 2002; SOMMER, 2004; OSSIPQV et al., 2014). A administracao
prévia de ciproheptadina inibiu o efeito antialodinico induzido pela 4-metil-
benzenocarbotiamida no modelo de dor inflamatéria. A inibicdo da atividade da 4-
metil-benzenocarbotiamida em animais previamente tratados com ciproheptadina
indica que essa substancia poderia ativar a via descendente inibitoria serotoninérgica,
interagindo com receptores serotoninérgicos ou facilitando a neurotransmisséo
serotoninérgica, o que poderia contribuir para a atividade antinociceptiva em alguns
modelos experimentais. Embora nao exista demonstracéo direta de efeitos induzidos
pelo H2S sobre a via serotoninérgica descendente, foi observado que o NaHS é capaz
de induzir a liberacdo de 5-HT por diferentes tipos de células (UJIKE et al., 2015;
DELGERMURUN et al., 2016). Assim, mais investigacoes, visando avaliar interacdes
entre H2S e as vias serotoninérgicas, sdo necessarias para a compreensao do

significado desse resultado.
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A glibenclamida, uma sulfonilureia amplamente utilizada no tratamento de pacientes
diabéticos, tem como seu principal mecanismo de acao a inibicdo de canais Katp
(SCHMID-ANTOMARCHI et al., 1987). Assim, esse farmaco € amplamente utilizado
como ferramenta na investigacdo de mecanismos de acéo de diversas substancias,
incluindo aquelas que apresentam atividade antinociceptiva, como opioides (OCANA
et al.,, 1990; RODRIGUES e DUARTE, 2000), diclofenaco (ALVES et al., 2004) e
dipirona (ALVES e DUARTE, 2002). No presente estudo, no entanto, a glibenclamida
ndo atenuou a atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida no modelo de alodinia

mecanica induzida por carragenina.

Tem sido demonstrado que diversos efeitos induzidos pelo H2S, tanto enddégeno
quanto exdgeno, como o efeito vasodilatador, ocorrem pela abertura de canais Katp
(ZHAO et al.,, 2001; TANG et al.,, 2005; YANG et al., 2005). Diversos estudos
demonstraram que atividades de doadores de H2S em modelos de dor também séo
revertidas por bloqueadores desses canais. Foi observado por Distrutti et al. (2006)
que a atividade antinociceptiva do NaHS em um modelo de distensao colorretal é
revertida pela administracéo prévia de glibenclamida. Em modelo similar ao utilizado
no presente estudo, porém utilizando PGE2 como estimulo nociceptivo, Cunha et al.
(2008a) demonstraram que a atividade de NaHS nesse modelo ocorre pela modulacéo
de canais Karp. A atividade do NazS observada em modelo de dor orofacial induzida
por formaldeido também parece ser mediada por canais Katp (DONATTI et al., 2014).
Apesar disso, alguns estudos demonstraram que esse mecanismo ndo deve ser
relevante para a atividade do H2S em outros modelos, como de Ulcera gastrica
induzida por &cido acético (WALLACE et al., 2007b) ou de prurido e inflamacéo
cutanea induzidas por histamina (RODRIGUES et al., 2017). Assim, a interacéo entre
H2S e canais Katp, apesar de bem demonstrada em alguns sistemas, parece depender

dos modelos e dos estimulos utilizados.

No presente estudo, também foi avaliada a atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida
em um modelo de dor neuropatica. A 4-metil-benzenocarbotiamida, nas doses
avaliadas, ndo reverteu a alodinia mecéanica induzida pela constricdo crénica do nervo
isquiatico. Alguns estudos, entretanto, conseguiram demonstrar efeitos induzidos por

doadores de H2S em modelos de dor neuropatica. Kida et al. (2015) observaram que
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a alodinia mecanica e a hiperalgesia térmica induzidas por constricdo do nervo
isquidtico foram reduzidas pelo H2S. O tratamento, porém, consistia na inalacdo de
uma mistura de ar e Hz2S, diferentemente da abordagem utilizada no presente estudo,
no qual houve a administracéo i.p. de um doador de H2S. Uma abordagem similar, no
entanto, foi utilizada por Manelli et al. (2017) em um modelo de dor neuropatica, no
qual doadores de H2S (NaHS, alil-isotiocianato, fenil- e carboxilfenil-isotiocianato),
administrados por via subcutanea, apresentaram atividades em testes de
sensibilidade ao frio. Nesse caso, todavia, os estimulos utilizados para inducéo da dor
neuropatica foram os farmacos antineoplasicos paclitaxel e oxaliplatina. Assim, apesar
de atividade relacionada ao H2S em modelos de dor neuropética ser demonstrada,
alguns fatores devem ser considerados, como vias de administracdo e estimulos

utilizados, além de parametros avaliados no modelo.

Com o objetivo de investigar se as atividades antinociceptiva e antialodinica
apresentadas pela 4-metil-benzenocarbotiamida poderiam resultar de incoordenacao
motora e/ou relaxamento muscular, avaliou-se o efeito induzido por essa molécula
sobre o tempo de permanéncia dos animais na haste girante. Uma vez que a 4-metil-
benzenocarbotiamida ndo alterou o tempo de permanéncia dos animais na haste
girante, é pouco provavel que a atenuacao do comportamento nociceptivo induzida
por essa substancia nos modelos indicados seja resultado de comprometimento da
atividade motora ou de relaxamento muscular. Essa observacéo, além de validar os
resultados encontrados, coincide com outros estudos que demonstraram auséncia de
relacdo entre administracdo de doadores de H2S e incoordenag¢ao motora (CAMPOLO
et al., 2014; WANG et al, 2015).

6.2 Atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida em modelo experimental de
inflamacao aguda

A administracdo local de carragenina induz resposta inflamatoria local, que resulta da
acdo de varios mediadores, incluindo bradicinina, histamina, 5-HT, eicosanoides,
citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Além disso, essa
administracdo induz a migracéo de neutréfilos para o sitio inflamatorio e sua ativacao

leva & producao de varios dos mediadores mencionados. Um dos sinais resultantes,



77

o0 edema, é bastante Util para avaliar a atividade anti-inflamatoéria de substancias e
estudar a contribuicdo de mediadores envolvidos nos eventos vasculares associados
ao processo inflamatério (SALVEMINI et al., 1996).

Em concordancia com sua atividade no modelo de dor inflamatoria induzida também
pela carragenina, a 4-metil-benzenocarbotiamida inibiu de forma marcante o edema
de pata. Varios resultados semelhantes utilizando outros doadores de H2S foram
obtidos por outros pesquisadores. Outros grupos de pesquisa demonstraram a
reducdo de edema induzido por carragenina em animais tratados com doador de Hz2S
(DUDEK et al, 2013) ou diclofenaco acoplado a um doador de H2S
(SIDHAPURIWALA et al.,, 2007). Esse ultimo apresentou atividade de maior
magnitude quando comparado ao prototipo. Assim, também foi observado por Wallace
et al. (2010) em modelo de artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA),
em que o hibrido ATB-346 reduziu o edema de pata por mais tempo que o haproxeno,
a molécula da qual o hibrido foi derivado. Outros estudos demonstraram que doadores
de H2S também reduzem o edema em outros modelos, utilizando diferentes estimulos
e locais de avaliacdo, como: edema cerebral por hemorragia subaracnoide (CAO et
al., 2016), em modelo de ressuscitacdo apés parada cardiaca (GENG et al., 2015), ou
em modelo de neuroinflamacédo apdés hemorragia intracerebral (ZHAO et al., 2017a);
edema de orelha induzida por administragéo de xileno (SONG et al., 2016) e edema
de articulagéao de joelho induzida por zimosano (DIEF et al., 2015).

Como citado anteriormente, o desenvolvimento do edema de pata induzido por
carragenina depende da acdo de diversos mediadores. O edema ocorre por
consequéncia do aumento da permeabilidade de vasos e da pressao hidrostatica dos
capilares, e diminuicdo da pressdo oncética. Isso gera a exsudacdo de liquidos,
facilitando o acesso de proteinas e anticorpos ao sitio inflamatério. O TNF-a participa
de varias etapas do desenvolvimento do processo inflamatério e, assim, do edema. O
TNF-a é capaz de induzir degradacao da camada de glicocalix do endotélio;
desestabilizar o citoesqueleto das células endoteliais; induzir a formacéao de espacos
intercelulares; aumentar a fosforilacéo de caderinas, molécula importante para adesao
das juncdes das células endoteliais e aumentar a expressdo de outros mediadores
importantes para o desenvolvimento do edema, como bradicinina (BRADLEY, 2008;
ZELOVA e HOSEK, 2013).
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Assim, visto que o TNF-a possui uma importancia para o desenvolvimento do edema
e da alodinia mecénica induzidos por carragenina (ROCHA et al., 2006) e que a
administracdo da 4-metil-benzenocarbotiamida promoveu uma reducdo dessas
respostas, foi investigado o efeito induzido por essa molécula sobre a producdo de
TNF-a apdés a administracdo i.pl. de carragenina. Assim, a 4-metil-
benzenocarbotiamida reduziu a producéo de TNF-a induzida pela carragenina. Muitos
estudos demonstram que doadores de H2S reduzem expressédo ou producéo de TNF-
a em diversos modelos, incluindo modelos de dor e inflamacdo. O NaHS, um dos
doadores de H2S mais utilizados, reduziu as concentracdes de TNF-a em modelos de
leséo gastrica (FIORUCCI et al., 2005), microglia ativada por LPS (HU et al., 2007),
neuroinflamacao induzida por peptideo beta-amiloide (FAN et al., 2013), macrofagos
estimulados por LPS (RIOS et al., 2015), hemorragia subaracnoide (CAO et al., 2016),
inflamacéo e citotoxicidade induzidas por glicose (HUANG et al., 2016), adeséo pos-
operatoria (XIA et al., 2017) e feridas em ratos obesos (ZHAO et al., 2017b). Outro
doador de H2S, 0 GYY4137, também diminuiu a producdo de TNF-a, em modelo de
inflamacao sistémica (LI et al., 2009) e também em culturas macréfagos (WHITEMAN
et al., 2010) ou de sinoviécitos e condrécitos (LI et al., 2013) estimulados por LPS.
Hibridos doadores de H2S também apresentaram atividade inibitéria sobre a
expressdo ou producdo de TNF-a em modelos de inflamagao, sendo, inclusive,
maiores do que as apresentadas pelos farmacos utilizados como protétipos
(FIORUCCI et al., 2007; DIEF et al., 2015).

A quimiocina CXCL1 possui papel no processamento nociceptivo em diferentes
modelos experimentais de dor e inflamacdo. Assim como outras quimiocinas, a
CXCL1 é importante para a atracdo de células polimorfonucleares para o sitio
inflamatorio (SILVA et al., 2017). Foi observado que ha aumento da producéo dessa
quimiocina em modelos experimentais de dor inflamatoria (BRACK et al., 2004) e
animais deficientes para receptores dessa quimiocina apresentam atenuacédo do
edema em modelos de inflamacédo (RITZMAN et al., 2010). Assim, foi avaliada a
atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida sobre a producéo dessa quimiocina apés a
injecdo i.pl. de carragenina. A 4-metil-benzenocarbotiamida reduziu a producéo de
CXCL1 induzida pela carragenina. Ha estudos que demonstraram que a reducéo da

producdo de H2S, que ocorre na doenca arterial coronariana, pode elevar a
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concentracdo de quimiocinas como CCL2 e CX3CL1 (GAO et al., 2015). Além disso,
0 NAHS reduz a expressdo de CX3CR1 e CX3CL1, através de um mecanismo que
envolve a inibicdo da ativacdo de NF-kB (ZHANG et al., 2012). Como anteriormente
mencionado, tem sido demonstrado que substancias doadoras de H2S reduzem a
atividade do NF-kB. Visto que a expressao da CXCL1 € induzida pelo NF-kB (SILVA
etal., 2017), esses dados sugerem que, mesmo sem demonstracdo direta em estudos
anteriores, a liberagcdo de H2S pode estar relacionada a reducdo da producdo de
CXCL1.

A MPO é uma enzima produzida por leucdcitos, liberada de forma aumentada durante
eventos em que essas células estdo ativadas, como a inflamag¢do. Uma das suas
principais funcdes é a producdo de espécies reativas de oxigénio. Devido a sua
importancia durante os processos inflamatorios e ao fato de ser um indicador da
presenca de células polimorfonucleares nos tecidos, a MPO tem sido amplamente
utilizada como marcador inflamatério de condi¢cdes agudas e crénicas (QUEIROZ-
JUNIOR et al., 2009; KLINKE et al., 2011). A atividade da MPO na pata dos animais
apos injecdo de carragenina foi reduzida pela administracdo da 4-metil-
benzenocarbotiamida. Sidhapuriwala et al. (2007), em modelo em que foi utilizado a
carragenina como estimulo inflamatorio, verificaram que a administracdo do S-
diclofenaco, um hibrido doador de H2S, reduziu a atividade da MPO na pata dos
animais, sendo este efeito de maior magnitude quando comparado aquele induzido
pelo prototipo. Outros estudos também demonstraram a reducéo na atividade dessa
enzima apos administracéo de doadores de H2S (PALINKAS et al, 2015; RODRIGUES
et al., 2017).

Assim, por meio da demonstragdo das atividades da 4-metil-benzenocarbotiamida
sobre a producéo de CXCL1 e sobre a atividade da MPO, foi demonstrado, mesmo
que de forma indireta, que essa substancia inibe a ativacdo e o recrutamento de
leucdcitos. Esses resultados sdo corroborados por outros autores que avaliaram a
atividade de doadores de H2S sobre esses eventos. Kaya-Yasar et al. (2017), por
exemplo, verificaram que o NaHS é capaz de reduzir a infiltragdo de neutrdéfilos no
lavado broncoalveolar apés inflamacéo induzida por LPS. O mesmo resultado foi
observado por LIN et al. (2016), dessa vez por administracdo do GYY4137 em modelo

de obstrucdo uretral cronica. Alem da reducdo do recrutamento de neutrofilos pelo
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H2S exdgeno, foi observado que esse evento pode ser exacerbado quando a sintese
de H2S é inibida (ZANARDO et al., 2006).

6.3 Liberacdo de H2S in vitro pela 4-metil-benzenocarbotiamida

A demonstracdo de que a 4-metil-benzenocarbotiamida é capaz de doar H2S foi
necessaria, embora diversos estudos tenham demonstrado a liberacdo de H2S por
substancias dessa classe, algumas com pequenas diferencas estruturais (MARTELLI
et al., 2013). Foi verificado, durante o tempo analisado, que a suspensao da 4-metil-
benzenocarbotiamida libera H2S em solucdo de PBS. Devido as limitagGes
operacionais, nao foi possivel avaliar a liberacdo de H2S por tempos maiores. Porém,
a demonstracdo de que a 4-metil-benzenocarbotiamida libera H2S in vitro reforca a
relacdo dos resultados encontrados pela administracdo da substéancia com as
propriedades do H2S em modelos experimentais de dor e inflamacédo. Além disso, a
liberacdo de H2S in vitro apenas na presenca da solugéo tampao demonstra que a 4-
metil-benzenocarbotiamida ndo requer a presenca de tidis organicos para essa
liberacdo, ao contrario do demonstrado por Martelli et al. (2013) para a 4-hidréxi-

benzenocarbotiamida.

N&o ha muitos estudos que demonstrem como as tiobenzamidas liberam H:S.
Caliendo et al. (2010) levantaram a hipotese de que o mecanismo de hidrélise de
tioacetamidas (Figura 32) pode ocorrer de forma similar para tiobenzamidas, embora
essa reacao ocorra de forma ainda mais facilitada para as tiobenzamidas, pelo fato de
a presenca do anel aromatico tornar os intermediarios mais estaveis do que o0s
formados pela reacdo da tioacetamida. Lougiakis et al. (2016) também sugerem que
esse mecanismo deve ser o que leva a liberacdo de H2S por tiobenzamidas. Porém,
ao contrario das condicGes de valores baixos de pH sugeridas por Caliendo et al.,
essa hipotese € levantada a partir de resultados obtidos em pH 7,4, aproximando-se

mais ao que deve ocorrer in vivo.
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Figura 32 - Hidrolise de tioacetamidas.
Fonte: Caliendo et al., 2010 (Adaptado)

6.4 LimitacOes

Os resultados do presente estudo sdo promissores quando se tem em perspectiva a
investigagdo da 4-metil-benzenocarbotiamida como um candidato a farmaco
analgésico e anti-inflamatério. Porém, sabe-se que a translacdo de resultados de
ensaios pré-clinicos para ensaios clinicos € limitada, visto que ha uma grande
diferenca entre o elevado numero de moléculas que apresentam atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria em ensaios pré-clinicos e o reduzido numero de
farmacos analgésicos aprovados nas Ultimas décadas. O presente estudo, apesar de
ter avaliado a atividade da 4-metil-benzenocarbotiamida em diferentes modelos de dor
e inflamacéo, ainda indica a necessidade de outros modelos para caracterizacdo do

perfil da molécula.

A relacao entre as atividades da 4-metil-benzenocarbotiamida e as propriedades de
H2S ainda ndo esta estabelecida. Estudos avaliando molécula anéloga destituida de
enxofre podem auxiliar na construcéo dessa relacao (MANELLI et al., 2017). Diversas
ferramentas também podem ser utilizadas para inibir a producédo e ac¢do do H2S, como
inibicdo das enzimas produtoras de H2S ou uso de sequestradores de H2S, tais como
hemoglobina e hidroxocobalamina, embora estes apresentem a desvantagem de néo
serem seletivos para H2S (PAPAPETROPOULOS et al., 2015). Embora tenha sido
demonstrada a liberacdo de H2S pela substancia avaliada, ainda se fazem
necessarias abordagens que demonstrem essa propriedade durante periodos mais

prolongados e in vivo, levando, assim, a maior compreensao do perfil de liberacao.
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Estudos que avaliem outros mecanismos que estejam envolvidos e perfis

farmacocinético e toxicoldgico também se fazem necessarios.

6.5 Perspectivas

A 4-metil-benzenocarbotiida apresenta atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria
em varios modelos experimentais. Os resultados, ao demonstrarem estar
relacionados com ativacdo da via serotoninérgica, reducao da producédo de TNF-a e
CXCL1 e reducdo da atividade da MPO, sao expressivos, considerando que o0s
principais mecanismos envolvidos na acdo de farmacos analgésicos e anti-
inflamatorios incluem inibicdo da producéo, da liberacdo ou da acdo de mediadores
inflamatorios. Estudos adicionais devem ser conduzidos, reforcando a relacdo entre
atividade e liberacdo de H2S, investigando com quais alvos moleculares a 4-metil-
benzenocarbotiamida interage e, assim, contribuindo para o entendimento das

atividades da substancia e do H2S.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a 4-metil-benzenocarbotiamida
apresenta atividades em modelos de dores nociceptiva e inflamatdria e também em
modelo de edema inflamatoério, provavelmente relacionadas com a ativacdo de
mecanismos serotoninérgicos e inibicdo da producdo e/ou acdo de mediadores
inflamatorios e do recrutamento de leucécitos. Foi demonstrado, ainda, que a 4-metil-
benzenocarbotiamida libera H2S in vitro. Esse perfil indica que a 4-metil-
benzenocarbotiamida possui potencial para ser avaliada como candidato a farmaco
atil para o tratamento de pacientes com condi¢des inflamatorias e dolorosas ou como
molécula doadora de H2S na sintese de hibridos que possam apresentar melhor perfil

farmacoldgico em relacdo ao protétipo.
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