UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Faculdade de Farmacia

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

Ivo Souza Ferraz de Melo

ATIVIDADES DO HIBRIDO FTALIMIDICO DOADOR DE SULFETO DE
HIDROGENIO, 2-(2-(4-TIOXO-3H-1,2-DITIOL-5-IL)FENOXI)ETIL)ISOINDOL-1,3-
TIONA, EM MODELOS DE DOR E INFLAMACAO

Belo Horizonte
2022



Ivo Souza Ferraz de Melo

ATIVIDADES DO HIBRIDO FTALIMIDICO DOADOR DE SULFETO DE
HIDROGENIO, 2-(2-(4-TIOXO-3H-1,2-DITIOL-5-IL)FENOXI)ETIL)ISOINDOL-1,3-
TIONA, EM MODELOS DE DOR E INFLAMACAO

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencdo do grau de Doutor em

Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Marcio de Matos Coelho
Coorientador: Prof. Dr. Renes de Resende
Machado.

Belo Horizonte
2022



MS22a

Melo, lvo Souza Femraz de.

Atividades do hibrido ftalimidico doador de sulfeto de hidrogénio, 2-
(2-{4-fioxo-3h-1 2-ditiol-5IL fenosdjetilliscindol-1-3-iona, em  modelos
de dor & inflamagio [recurso eletrdnico] ! lvo Souza Fermaz de Melo. —
2022

1 recurso eletrénico (157 . - il.) - pdf

Orientador: Marcio de Matos Coelho.
Coonentador: Renes de Resende Machado.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de Pos-Graduago em Ciéncias de
Farmacéuticas.

Exigéncias do sistemna: Adobe Acrobat Reader.

1. Sulfeto de hidrogénio — Teses. 2. Agentes anti-inflamatdrios —
Teses. 3. Dor — Teses. 4. Inflamagdo — Teses. 5. Edema — Teses. .
Coelho, Marcio de Matos. Il. Machado, Renes de Resende. lIL
Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farmacia. IV.
Tt

CDD: 618.0472

Elaborado por Leandro da Conceican Borges — CRE-G/2448



o
AL £,
o e,

.-?‘-l.‘" 5 i o]

s .

A R

FE ioy

Gk ————————— OF

e -

= '1' TR T VITA, RS, .':
oy
R
UMIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ATA DA DEFESA DE TESE DO ALUNO IVO 50UZA FERRAZ DE MELO

Realizou-s=, no dia 21 de depembro de 2002, &08:00 horas, em formato remoto, 2 173" defesa detese, intitulada ATIVDADES DO HIBRIDO
FTALIMIDHCD DOADOR DE SULFETO DE HIDROGENIO, 24{2-[4-TIOKO-31-1, 2-DITHOL-5-IL FENCUI JETIL NSQINDOL -1, 3-TIOMA, EM MODELSS DE DOR E
INFLAMACAD, apresentada por WO SOUZA FERRAT DE MELO, nimero de registro 20187 10030, graduado no curso de FARMACIA, como requisito parcial
paraaobtencio do grau de Doutor em CIENC1AS FARMACEUTICAS, A smguinte Comissio Eraminadora: Prof{al. Mircio de Matos Coelho - Orientador
(URMG), Proflal. Renes de Resende Machado (URMG), Proflal. 1sabela da Costa César UFMG), Proffa). Hias Borges do Mascimenbo Janior (UFDPar),
Profial. Caryre Margotto Bertolla [UFAG), Profia). Raguel Silva Aradjo (LFOP),

A Comizsio considerou atess

(¥ ) Aprovada
{ 1Reprovada

Finalimados os trabal hos, lavrs a presenteata que, lida e aprovada, vai assinada por mim e pelos membros da Comisso.
Belo Horizonte, 21 de desembro de 2022

seil
BECINARUED  —
ol i

Documento assinado eletronicamente por Isabela da Costa Cesar, Professora do Magistéro
Superior, em 21/12/2022 4= 13:07, conforme horirio ofidal de Brasiia, com fundamento no
art. 5° do Decreto n® 10,543, de 13 de novembro de 2020

Documento assinade eletronicamente por Renes de Resende Machado, Professor do Magistério
Superior, em 21/12/2022, 4s 13:07, conforme horario ofidal de Brasilia, com fundamento no
art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020,

Documento assinado eletronicamente por Elias Borges do Mascimento Junior, Usudrio Externo,
e 217122022 & 13:10, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n® 10.543. de 13 de novembro de 2020,

Documento assinado eletronicamente por Raquel Silva Aratjo, Usuario Externo, em
2171272022, as 13:18, conforme horario oficial de Brasiia, com fundamento no art. 5% do
Decreto n® 10,543, de 13 de novembro de 2020,

el=triwica

seil ;,f

BEENARUED  —

cltdrica

Documento assinado eletronicamente por Caryne Margotto Bertollo, Professora do Magistéro
Superior, em 21/12/2022, 3= 19:14, conforme horario ofidal de Brasilia, com fundamento no
art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020,

Documento assinado eletronicamente por Marclo de Matos Coelho, Chefe de departamenta,
emn 2171272022 4s 19:34, conforme horario ofical de Brasilia, com fundamento no art. 5° do

Decreto n® 10,543, de 13 de novembro de 2020,

g https:/fseiufmg be/seifcontrolador_externo.php?

ao=gdocumento_conferirfid_orgao_acesso_externo=0, informando o cbdigo verificador



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Maria Vitoria e Ivonito, aos meus irmaos, Isadora e Ivan, e a minha

familia, especialmente a Dona Laura, a V6 Deja e a Tia Lia, pelo apoio.

A Geise, por todo companheirismo e paciéncia, e por tudo temos vivido.

Aos professores e ex-professores, funcionarios e ex-funcionarios, alunos e ex-alunos
laboratério de Farmacologia e do PPGCF/UFMG, pela amizade, colaboracao e auxilio.
Em especial, aos orientadores Marcio de Matos Coelho e Renes de Resende

Machado, pelos ensinamentos, colabora¢ao, paciéncia e amizade.

Aos professores, alunos e funcionérios dos laboratérios colaboradores, Laboratorio de
Quimica Organica do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e
Laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de Farmacia, essenciais ao

desenvolvimento do projeto.

A Maria Adelaide Fernandes e ao José Batista Viturino, pelo profissionalismo,
cooperacao e grande apoio.

A CAPES, FAPEMIG, CNPq e PRPg/UFMG pelo apoio financeiro.

A minha cidade natal Jacinto-MG e os amigos de l&.



RESUMO

Os analogos ftalimidicos sdo substancias que possuem atividades em diversos
modelos experimentais e sdo derivados do anel ftalimida, também presente na
estrutura da talidomida. O sulfeto de hidrogénio (H2S) € um mediador gasoso que
modula diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a inflamacao e a dor.
Ensaios pré-clinicos tém demonstrado que os analogos ftalimidicos e doadores de
H2S inibem a liberacdo de mediadores inflamatérios, a alodinia mecanica e o edema
inflamatdrio. O desenvolvimento de moléculas hibridas ftalimidicas ou doadoras de
H2S, sintetizadas a partir do acoplamento a uma estrutura com atividades
anteriormente demonstradas, constitui uma importante ferramenta visando ao
aumento das atividades das substancias precursoras. Uma estratégia anteriormente
utilizada pelo nosso grupo de pesquisa foi a sintese e a avaliagdo das atividades de
uma substéncia ftalimidica doadora de éxido nitrico, outro mediador gasoso. Desta
forma, no presente estudo, usando uma estratégia semelhante, foi sintetizado um
hibrido ftalimidico doador de H2S, 2-(2-(4-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-il)fenoxi)etil)isoindol-
1,3-tiona (FTD-H2S), e suas atividades foram avaliadas em modelos de inflamagéo e
dores nociceptiva, neuropatica e inflamatéria, bem como o possiveis mecanismos
envolvidos nessas atividades. A administracdo per os de FTD-H2S (125 ou 250 mg/kg)
reduziu a alodinia mecéanica induzida por carragenina ou lipopolissacarideo e o edema
de pata induzido por carragenina. A administracdo de FTD-H2S por via intraperitoneal
(25 mg/kg) inibiu a alodinia mecénica e a producédo de fator de necrose tumoral-a,
interleucina (IL)-1B e IL-6 induzidas por carragenina ou por lipopolissacarideo (LPS) e
o edema de pata induzido por carragenina. Os efeitos inibitorios induzidos pelo FTD-
H2S sobre a alodinia mecéanica e a producéo de IL-1B e IL-6 induzidas por carragenina
ou LPS foram revertidos pela administracéo prévia de hidroxocobalamina (300 mg/kg).
A administracao prévia de glibenclamida (40 mg/kg), um bloqueador de canais Karp,
também reverteu a atividade do FTD-H2S no modelo de alodinia mecéanica induzida
por LPS. Foi observado, ainda, que o FTD-H2S (25 mg/kg) apresentou atividade de
maior magnitude que seus precursores, 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona e 2-
ftalimidoetanol (quando administrados em doses equimolares), e o NaHS (8 mg/kg)
no modelo de alodinia mecénica induzida por LPS. Concluindo, os resultados do
presente estudo demonstram a atividade do FTD-H2S em modelos de inflamacéo e
dor inflamatoria. Os resultados indicam como possiveis mecanismos do FTD-H2S a
liberacdo de H2S, a reducéo da producéo de citocinas e a ativacdo de canais Karp. A
demonstracao dessas atividades em modelos de dor e inflamacéo indica que hibridos
ftalimidicos doadores de H2S representam candidatos a farmacos Uteis no manejo de
condic¢des inflamatorias.

Palavras-chave: sulfeto de hidrogénio; analogos ftalimidicos; dor; nocicepcao;
inflamagéo; edema.



ABSTRACT

Phthalimide analogues are substances that exhibit activities in several experimental
models and present the phthalimide ring, which is also present in the structure of
thalidomide. Hydrogen sulfide (H2S) is a gaseous mediator that modulates several
physiological and pathological processes, including inflammation and pain. Preclinical
assays have shown that phthalimide analogues and H2S donors inhibit the release of
inflammatory mediators, mechanical allodynia and inflammatory edema. The
development of phthalimide or H2S-releasing hybrids constitutes an important strategy
aiming to obtain molecules with increased activities. Our research group previously
synthesized and evaluated the activities of a phthalimide analogue that donates nitric
oxide, another gaseous mediator. Thus, in the present study, a H2S-releasing
phthalimide hybrid, 2-(2-(4-thioxo-3H-1,2-dithiole-5-yl) phenoxy)ethyl)isoindole-1,3-
thione (PTD-H2S), was synthesized and their activities and putative mechanisms were
evaluated in models of inflammation and nociceptive, neuropathic and inflammatory
pain. Per os administration of PTD-H2S (125 or 250 mg/kg) reduced carrageenan- or
lipopolysaccharide (LPS)-induced mechanical allodynia, and carrageenan-induced
paw edema. Intraperitoneal administration of PTD-H2S (25 mg/kg) reduced mechanical
allodynia and tumor necrosis factor-a, interleukin (IL)-18 and IL-6 production induced
by carrageenan or LPS, as well as carrageenan-induced paw edema. The inhibitory
effects induced by PTD-H2S on mechanical allodynia and IL-18 and IL-6 production
induced by carrageenan or LPS were reversed by prior administration of
hydroxocobalamin (300 mg/kg). Previous administration of glibenclamide (40 mg/kg),
a Katp channel blocker, also reversed PTD-H2S activity in the model of mechanical
allodynia induced by LPS. It was also observed that PTD-H2S (25 mg/kg) showed
greater activity than its precursors, 5-(4-hydroxyphenyl)-3H-1,2-dithiole-3-thione and
B-hydroxyethylphthalimide (at equimolar doses), and NaHS (8 mg/kg), in the model of
mechanical allodynia induced by LPS. In conclusion, the results of the present study
demonstrate the activity of PTD-H2S in models of inflammation and inflammatory pain.
Putative mechanisms mediating the effects of PTD-H2S include the release of H2S,
reduction of cytokine production and the activation of Karte channels. The
demonstration of these activities in models of pain and inflammation indicates that H2S-
releasing phthalimide hybrids represent candidates to drugs useful in the management
of inflammatory conditions.

Keywords: hydrogen sulfide; phthalimide analogues; pain; nociception; inflammation;
edema.
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1 INTRODUCAO

A dor e ainflamacéo sdo processos geralmente relacionados entre si e, embora sirvam
como sistemas de alerta e protecéo ao organismo, muitas vezes, necessitam de serem
controlados, pelo fato de poderem estar envolvidos no desenvolvimento de doencas
e na reducdo da qualidade de vida. Embora existam diversos farmacos disponiveis
para alivio da dor e atenuacao dos sinais e sintomas da inflamacéao, a busca por novas
alternativas farmacoterapéuticas com melhores perfis de eficacia e seguranca é

constante.

Nesse contexto, o desenvolvimento e avaliacdo de novas substancias em modelos de
dor e inflamacdo € frequente. Mais especificamente, o desenvolvimento de
substancias hibridas, sintetizadas a partir de duas unidades quimicas com atividades
anteriormente demonstradas, € uma estratégia que vem tendo destaque, com a
possibilidade de obtencdo de moléculas que interagem com multiplos alvos e

apresentam atividades de maior interesse.

As substancias ftalimidicas ou analogos ftalimidicos sdo substancias derivadas do
anel ftalimida, presente na estrutura da talidomida. Vérios desses anélogos
apresentam atividades em modelos de dor e inflamacédo. Outra importante classe de
substancias sao os doadores de sulfeto de hidrogénio (H2S). O H2S é um mediador
que modula diversos processos bioldgicos, o que tem levado a um interesse crescente
na investigacdo de moléculas que liberam esse gas em diferentes modelos

experimentais, incluindo modelos de dor e inflamacao.

Anteriormente, o grupo de pesquisa do presente estudo demonstrou que uma
substancia ftalimidica doadora de oxido nitrico, outro mediador gasoso, apresenta
atividades em modelos de dor e inflamagao. Desta forma, no presente estudo, usando
uma estratégia semelhante, foi sintetizado um hibrido ftalimidico doador de H2S, 2-(2-
(4-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-il)fenoxi)etil)isoindol-1,3-tiona (FTD-H2S), e suas atividades
foram avaliadas em modelos de inflamacdo e dores nociceptiva, neuropatica e

inflamatoria, bem como o possiveis mecanismos envolvidos nessas atividades.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Dor e inflamagéo

A dor é definida, segundo a International Association for the Study of Pain, como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a (ou semelhante aquela
associada a) uma leséo tecidual real ou potencial (RAJA et al., 2020). A dor é uma
das experiéncias mais comuns na populacéo e é, provavelmente, o sintoma que mais
frequentemente leva pacientes a procurar assisténcia médica (LOESER e MELZACK,
1999). Woolf (2004; 2010) propds uma categorizacdo, baseada nos estimulos e
mecanismos neuroquimicos envolvidos, que consiste em dores nociceptiva,

neuropatica, disfuncional e inflamatoria.

A nocicepgdo consiste no processo pelo qual os estimulos nocivos sdo detectados,
codificados e processados pelo sistema nervoso (BARROT, 2012) e, embora ajude a
elucidacdo de diversos mecanismos envolvidos no processo da dor, ndo define,
isoladamente, o processo da dor (IASP, 2022). Nesse contexto, a dor nociceptiva é
resultante da ativacdo de nociceptores por um estimulo, podendo esse ser térmico,
mecanico ou quimico (BARROT, 2012). Nociceptores sdo neurdnios sensoriais
periféricos especializados, capazes detectar estimulos potencialmente prejudiciais e
gue podem ser classificados de acordo com sua velocidade conducédo, diametro e
grau de mielinizacdo (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010). A dor nociceptiva tem um
carater protetor, visando evitar ou reduzir uma leséo tecidual, acelerar a cicatrizacdo

do tecido e, consequentemente, a recuperacao do organismo (WOOLF, 2010).

Outra categoria de dor, a dor neuropatica, € definida como uma dor causada por leséo
ou doenca do sistema nervoso somatossensorial, resultando em alteracdo da
estrutura e funcdo do sistema e, assim, levando ao desenvolvimento da dor
espontanea ou respostas amplificadas a estimulos nocivos e nao-nocivos
(COSTIGAN et al., 2009; WOOLF, 2004). Assim, essas alteracdes podem levar a
diferentes manifestagdes. Entre os sintomas incluem-se alodinias mecanica e térmica
e hiperalgesias mecéanica e térmica, resultantes de diminuigcdo no limiar de ativacdo
dos nociceptores. 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 (COHEN e MAO,
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2014). A dor neuropética envolve, geralmente, alteracfes da expressao, distribuicdo
e fosforilagéo de diversos canais idnicos, resultando em potenciais de agao anormais,
atividade espontanea de nociceptores e mudancas pré- e pés-sinapticas (WOOLF,
2004; COHEN e MAO, 2014; YAN et al., 2017).

A dor disfuncional ocorre em diversas condicdes nas quais ndo ha presenca de
qualquer estimulo nocivo, inflamacdo ou anormalidade neuronal periférica
identificaveis. Essas condic¢des clinicas incluem fibromialgia e cefaleia tensional, entre
outras. Assim como a dor neuropatica, a dor disfuncional ndo tem funcdo adaptativa
conhecida (WOOLF, 2010; COSTIGAN et al., 2009; SCHECHTER, 2014).

A dor inflamatéria resulta da producéo e acdo de multiplos mediadores inflamatérios
e esta relacionada a inflamacéo decorrente de leséo ou infeccao tecidual. A liberagcéo
de mediadores inflamatérios pode sensibilizar ou estimular nociceptores gerando
alodinia ou hiperalgesia. A dor inflamatdria contribui para que o dano seja minimizado,
pois induz comportamentos de esquiva que favorecem o reparo, ou seja, o individuo
evita 0 movimento da regido lesionada ou seu contato com qualquer objeto (WOOLF,
2004).

A inflamacéo € uma resposta que envolve diversos processos bioquimicos e celulares,
visando a restauracdo da homeostasia. Essa resposta pode ser causada por diversos
estimulos e condi¢cdes nocivas, como infeccdes ou estresse e lesdes teciduais
(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; MEDZHITOV, 2008; KOTAS e
MEDZHITOV, 2015). A inflamag&o geralmente ocorre no tecido conjuntivo e envolve
células do sistema imunoldgico, vasos sanguineos e diversas substancias,

denominadas mediadores inflamatérios.

A inflamacao aguda é de duracgéao relativamente curta e suas principais caracteristicas
sdo aumento do fluxo sanguineo, exsudacéo de liquidos e proteinas plasmaticas e
migracdo de leucdcitos. Quando a inflamacdo ndo € resolutiva ou se torna
desordenada, o processo pode progredir para um estado crénico, estendendo-se por
periodos mais longos. A inflamacéo crbnica envolve, principalmente, presenca de
macrofagos e linfocitos, proliferacéo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual
(MEDZHITOV, 2008; MURPHY, 2013).



14

O aumento do fluxo sanguineo durante a inflamacgéo é consequéncia da vasodilatacéo
induzida por varios mediadores, ativados pelo estimulo inflamatério. Mediadores
também sao responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacéo.
Esses eventos contribuem para a chegada de proteinas de fase aguda e anticorpos
ao sitio inflamatorio, por meio do fluxo do exsudato, um liquido rico em proteinas
plasmaticas, do compartimento intravascular para o espaco intersticial, e também para
o desenvolvimento de edema (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). A migracéo
de leucdcitos envolve, inicialmente, eventos de adeséo, por meio de moléculas ligadas
ao endotélio, com a passagem dos leucdcitos da luz endotelial para o espaco
extravascular e posterior migracao para o sitio inflamatério induzida por mediadores
com atividade quimiotética (LEY et al., 2007; MAYADAS et al., 2014).

Os mediadores inflamatérios sdo moléculas que desempenham papéis importantes
no desenvolvimento do processo inflamatorio por meio de ligacdo a receptores
especificos, o que leva a recrutamento de células ao sitio inflamatoério, estimulo da
liberac@o de outros mediadores inflamatodrios e inducéo de varios sinais e sintomas
caracteristicos da inflamacéo. Alguns exemplos de mediadores incluem derivados
plasméticos, como cininas, metabdlitos lipidicos, como derivados do &cido
araquidénico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas) e citocinas (FEGHALI e
WRIGHT, 1997; MURPHY, 2013).

As prostaglandinas sdo derivadas do &cido araquidbnico, que € gerado a partir de
fosfolipides das membranas celulares e pode ser posteriormente clivado pelas
enzimas ciclooxigenases (COXs) e 5-lipoxigenase, dando origem a seus metabdlitos
(FEGHALI e WRIGHT, 1997). As prostaglandinas estdo presentes em processos
inflamatorios e, em geral, atuam como moléculas pro-inflamatorias, induzindo
vasodilatacdo, relaxamento do musculo liso, aumento da permeabilidade vascular e
sensibilizacdo de nociceptores, entre outras alteracdes (PITCHFORD e LEVINE,
1991; HARIZI et al., 2008). As citocinas sdo polipeptidios secretados, de acordo com
os estimulos envolvidos, por diversas células, como macrofagos, linfocitos e
fibroblastos. Nesse grupo, incluem-se as interleucinas (ILs), interferons (IFNSs),

guimiocinas e os fatores de necrose tumoral (TNFs) (ZHANG e AN, 2007). Algumas
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citocinas podem agravar o processo (citocinas pro-inflamatdrias), ao passo que outras

reduzem a inflamacao (citocinas anti-inflamatoérias).

Embora a dor e a inflamacdo sejam processos que, muitas vezes, sdo benéficos ao
organismo, em muitos casos ha necessidade do controle desses processos. Assim,
foram desenvolvidos varios farmacos que visam ao alivio da dor ou inflamacéao, como
os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), anti-inflamatérios esteroides e
analgésicos opioides e ndo-opioides. Um dos principais objetivos da intervencéo
farmacoterapéutica € o alivio da dor, pois essa € um dos sintomas que mais causam
desconforto aos pacientes e os levam a procurarem por algum servico de saude.
Embora diversas terapias possam ser usadas visando ao alivio da dor, a
farmacoterapia é a mais comum. Ainda que a maioria dos farmacos utilizados para
tratamento de pacientes com condi¢cbes dolorosas e inflamatoérias seja eficaz, a
farmacoterapia da dor e inflamacao ainda apresenta limitacdes. Reacfes adversas
graves, heterogeneidade das condi¢cdes clinicas e multiplicidade de mecanismos
relacionados aos processos de dor e inflamacdo sdo algumas das razfes que
justificam a busca por novas alternativas farmacoterapéuticas, com a perspectiva da
descoberta de farmacos analgésicos e anti-inflamatorios mais eficazes e seguros
(YEKKIRALA et al., 2017).

2.2 Talidomida e anélogos ftalimidicos

A talidomida foi desenvolvida e comercializada como sedativo, hipnético e antiemético
na década de 1950 e retirada do mercado em 1961 devida a associacdo do seu uso
com a ocorréncia de malformacdes em recém-nascidos (MATTHEWS e McCOY,
2003). Apesar disso, diversos estudos posteriores demonstraram que a talidomida
exerce inibe a producdo de TNF-a (SAMPAIO et al., 1991; 1992), a estimulacéo de
linfécitos T (HASLETT et al., 1998), a ativagcdo do fator nuclear kB (NF-kB) (KEIFER
et al., 2001), um fator de transcricdo responsavel pela transcricdo de genes para
diversos mediadores inflamatorios, e a angiogénese (D’AMATO et al., 1994). A
demonstracdo da eficacia da talidomida no tratamento de pacientes com eritema

nodoso hansénico, uma manifestagéo clinica da hanseniase, ou mieloma multiplo,
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permitiu, posteriormente, a aprovagao do seu uso por pacientes com essas condi¢cdes
(MATTHEWS e McCOY, 2003).

A descoberta de diversas atividades da talidomida, aliada a preocupagcdo com seu
efeito teratogénico, estimulou a sintese e avaliacdo de diversos analogos da
talidomida que apresentassem melhor perfil de eficacia e seguranc¢a. Assim, logo apés
a demonstracao do efeito inibitério induzido pela talidomida sobre a producao de TNF-
a, diversos estudos, analisando a relacéo entre as substituicdes na estrutura quimica
da talidomida e esse efeito, desenvolveram anélogos da talidomida, alguns
apresentando maior efeito inibitério sobre a producdo de TNF-a, (CORRAL et al.,
1996; MIYACHI et al., 1996; MULLER et al., 1996; NIWAYAMA et al., 1996). Esses
estudos, que avaliaram o efeito de diferentes moléculas com substituicées nos anéis
ftalimida ou glutarimida (Figura 1) sobre a produgcéo TNF-a, indicaram que o anel
ftalimida é o que possui relevancia farmacoférica para essa atividade (CORRAL et al.,
1996; SHANNON et al., 1997). Outros estudos demonstraram, ainda, que o anel
glutarimida da talidomida, mas néo o ftalimida, liga-se ao DNA em embrides de ratos
e coelhos, indicando que o anel ftalimida pode contribuir para o efeito teratogénico da
talidomida (HUANG e McBRIDE, 1997; HUANG et al., 1999). Assim, entre 0s
denominados analogos da talidomida, destacaram-se as substancias desenvolvidas a

partir do anel ftalimida, os analogos ftalimidicos.

Figura 1 — Estrutura quimica da talidomida

Anel ftalimida Anel glutarimida

0 o
NH
N 0
0

Fonte: Corral et al., 1996 (Adaptado)

Diversos estudos demonstraram que analogos ftalimidicos, desenvolvidos a partir do
acoplamento, geralmente no atomo de nitrogénio do anel ftalimida, com substituintes
simples, como grupos fenil (CORRAL et al., 1996; MIYACHI et al., 1996; 1997; CHING
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etal., 1998; CASAL etal., 2016) ou alquil (SHANNON et al., 1997; BACH et al., 2017),
induzem maior reducéo da producdo de TNF-a em varios modelos in vitro e in vivo

guando comparados a talidomida.

Também foi observado que alguns analogos ftalimidicos simples reduzem, em
modelos experimentais de inflamacdo, a producdo e/ou expressdo de outros
mediadores inflamatorios, como IL-18 (MARRIOTT et al., 1998; BACH et al., 2017),
IL-2 (SHANNON et al., 1997; OLIVER et al., 1999), IL-6 (CORRAL et al., 1999;
CHAULET et al., 2011), IL-12, IL-13 (HUANG et al., 2018) e COX-2 (ALANAZI et al.,
2015; SU et al. 2017). Além disso, foi observado que alguns analogos ftalimidicos
aumentam a producdo de fatores anti-inflamatorios, como IL-10 e arginase-1
(CORRAL etal., 1996; MARRIOTT et al., 1998; SU et al., 2017), e reduzem a ativacao
de NF-«kB (BACH et al., 2017). Outras atividades anti-inflamatérias de analogos
ftalimidicos também foram observadas, como redu¢édo do edema de pata induzido por
carragenina (COLLIN et al., 2001; ASSIS et al., 2014; CASAL et al., 2016; SU et al.,
2017) e da migracao de células inflamatorias por observacéo direta (OLIVER et al.,
1999; HUANG et al., 2018) ou por meio da demonstracédo da reducéo da atividade da
mieloperoxidase (MPO) (BHAT et al., 2015; CASAL et al., 2016; DA SILVA et al.,
2017), um importante indicador da presenca de células polimorfonucleares nos

tecidos.

O apremilast, um exemplo de analogo ftalimidico que inibe a expressao de diversos
mediadores inflamatérios e aumenta a expressdo de IL-10, foi aprovado pelas
agéncias Food and Drug Administration e European Medicines Agency para terapia
da artrite psoriatica (KAWALEC et al.,, 2018; OTTO et al.,, 2021). O farmaco foi
desenvolvido por MAN et al. (2009), com base em estudos preliminares que avaliaram
analogos ftalimidicos simples com diversas modifica¢gdes quimicas na estrutura de um
substituinte fenil ligado ao anel ftalimida, além de modificacdes no proprio anel
ftalimida (MULLER et al., 1996; 1998).

Além de suas atividades imunomoduladoras, a talidomida também apresenta
atividades em modelos de dores neuropatica (SOMMER et al., 1998; NASCIMENTO
et al., 2015), inflamatéria (RIBEIRO et al., 2000) e nociceptiva (PEREIRA et al., 2009),

além de reduzir a sensibilizacdo em outros modelos especificos, como modelo de
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cancer 6sseo (GU et al., 2010). Assim, tem sido demonstrado, também, que analogos
ftalimidicos com estruturas mais simples apresentam atividades em diferentes
modelos experimentais de dor. Diversos autores observaram que analogos
ftalimidicos reduzem o numero de contracdes abdominais induzidas por acido acético
(BANAROUEI et al., 2019; DZIUBINA et al., 2022) e a alodinia, a hiperalgesia (CASAL
et al., 2016; DA SILVA et al., 2017; BATISTA et al., 2019; SANTIN et al., 2019) e a
reposta nociceptiva induzidas por formaldeido (BATISTA et al., 2019) ou calor
(ALANAZI et al., 2015; CASAL et al., 2016).

2.2.1 Hibridos ftalimidicos

A hibridizacdo molecular € um processo que parte da racionalizacdo e do
desenvolvimento de substancias sintetizadas a partir da combinag&o (direta ou por
meio do uso de grupos espacadores) de subunidades de moléculas conhecidas ou de
grupos farmacoféricos dessas. Assim, buscam-se hibridos com melhor perfil
farmacolégico em relacdo aos seus prototipos ou a substancia originalmente
modificada, visando a ativagdo de diferentes alvos, mudancas do perfil
farmacocinético e da biodisponibilidade (BARREIRO e FRAGA, 2008; BOSQUESI et
al., 2011). Assim como o desenvolvimento de analogos ftalimidicos com substituicbes
por grupos simples, a sintese de hibridos ftalimidicos acoplados a moléculas ou
grupos farmacoféricos conhecidos também visa a obtencdo de moléculas com

melhores perfis farmacologicos.

Apds os primeiros estudos com analogos ftalimidicos acoplados a diversos grupos
fenil, Antunes et al. (1998) sintetizaram e avaliaram hibridos com por¢des ftalimida e
1,2,4-oxadiazol, baseado na demonstracdo, pelo préprio grupo de pesquisa, das
atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva do 3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-ilJacido
propidnico, além das recém-descobertas atividades de substancias ftalimidicas. Como
resultado, um dos hibridos sintetizados apresentou atividade antinociceptiva,
reduzindo o niumero de contor¢des induzidas por acido acético e a duracéo do tempo
de lambida de pata na segunda fase (etapa predominantemente inflamatoria) do
modelo de resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos.
Posteriormente, o grupo demonstrou, por modelagem computacional, a inibicdo da
COX-2 pelo hibrido (ANTUNES et al., 2003).
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A base racional para a sintese de outro hibrido, o LASSBIi0-468, se deu a partir da
observacdo do conhecido efeito modulador da producéo e expressédo de TNF-a por
substancias ftalimidicas, aliado a atividade de aril-sulfonamidas como inibidores da
fosfodiesterase-4 (MONTANA et al. 1998). Essa enzima converte a adenosina
monofosfato ciclica (CAMP) em sua forma inativa aciclica e, assim, a inibicdo da
fosfodiesterase promove o aumento de cAMP, um efeito associado a reducdo na
producdo de mediadores pro-inflamatorios e aumento na producdo de fatores anti-
inflamatorios em varias células imunes (RAKER et al., 2016). Lima et al. (2002), entao,
sintetizaram e avaliaram uma série de hibridos, com o hibrido posteriormente
denominado LASSBIi0-468 reduzindo, de forma mais efetiva, o influxo de neutrofilos
(atividade reduzida apdés hidrélise do anel ftalimida) e reducdo das concentracdes de
TNF-a no lavado broncoalveolar apdés a inalagdo de lipopolissacardideo (LPS).
Estudos posteriores demonstraram que o LASSBIi0-468 reduz as concentracdes
séricas de TNF-a e 6xido nitrico (NO) em modelo de choque endotdxico induzido por
LPS (ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2005). Em modelos de inflamacao pulmonar
induzida por LPS, também foram observadas atividades de outros hibridos ftalimidicos
derivados de aril-sulfonamidas (MACHADO et al., 2005; BARBOSA et al., 2012).

Outros hibridos ftalimidicos, como moléculas resultantes de hibridizacdes com
pirimidinas (FALCAO et al., 2006; CASAL et al., 2016; BANAROUEI et al., 2019),
pirazolinas (POPHALE e DEODHAR, 2010), hidrazonas (IAMN et al., 2016),
benzimidazois (KAUR e SILAKARI, 2018) e piridonas (SINGH et al., 2021),
grupamentos quimicos com atividades anteriormente demonstradas, também foram
desenvolvidos e avaliados. Alguns efeitos induzidos por esses hibridos incluem
atividades em modelos de inflamagdo, como reducdo do edema induzido por
carragenina e da resposta nociceptiva induzida por acido acético ou NaCl em
camundongos. Grupos farmacoféricos ou derivados de estruturas conhecidas, como
o acido gama-aminobutirico (GABA), donepezil, indoprofeno e celecoxibe, também
serviram de base para o desenvolvimento de hibridos ftalimidicos, que foram capazes
de reduzir as respostas em modelos de dor, como alodinia, hiperalgesia e contor¢cbes
(YOGEESWARI et al.,, 2008) e a producéo de IL-1B e NO (ORTIZ et al., 2022) e
ativacdo de NF-kB (LAMIE et al., 2015). Na figura 2, estdo alguns exemplos de

substancias ou hibridos ftalimidicos citados anteriormente.



Figura 2 — Exemplos de substancias ou hibridos ftalimidicos
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X: Anel ftalimida. A: SHANNON et al., 1997; BATISTA et al., 2019. B: GODIN et al., 2014. C:
MIYACHI et al., 1996; CHING et al., 1998; ASSIS et al., 2014. D: BANAROUEI et al., 2019. E:
CORRAL et al., 1996; MULLER et al., 1998; CORRAL et al., 1999. F: LIMA et al., 2002;
ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2005. G: ANTUNES et al., 1998; 2003. Fonte: elaborado pelo

autor.
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2.3 Sulfeto de hidrogénio

Ha alguns anos, gases de baixa massa molecular, denominados gasotransmissores
ou mediadores gasosos, como o0 NO, monéxido de carbono (CO) e sulfeto de
hidrogénio (H2S), tém sido amplamente estudados (MUSTAFA et al.,, 2009;
DANIELAK et al., 2021). Os gasotransmissores sdo moléculas gasosas com diversos
papéis como mediadores biolégicos, produzidos e regulados por sistemas enzimaticos
e com fungdes independentes de um receptor especifico (WANG, 2003). Abe e Kimura
(1996), ao demonstrarem o papel do H2S na regulacdo da funcédo neuronal, deram
inicio a busca do entendimento do papel regulatorio desse gasotransmissor em

processos fisioldgicos e patoldgicos.

O H2S é um acido fraco e, em pH e temperaturas fisiol6gicos, coexiste com sua forma
dissociada HS (MARTELLI et al., 2010). O H2S é sintetizado em células de mamiferos
a partir de L-cisteina, por enzimas dependentes de piridoxal 5-fosfato, a cistationa [3-
sintase (CBS) e a cistationa y-liase (CSE), e por 3-mercaptopiruvato sulfotransferase
(3-MST) (WANG, 2002; SZABO e PAPAPETROPOULOS, 2017). Essas enzimas
estdo amplamente distribuidas no organismo humano, fazendo com que o HzS esteja
presente em diversos tecidos e seja capaz de alcancar alvos moleculares em diversos
sistemas (GIUFFRE e VICENTE, 2018). Além disso, o H2S é capaz de atravessar
membranas bioldgicas facilmente, sem necessidade de receptores especificos, assim

como 0s outros gasotransmissores (SESTITO et al., 2017).

Tem sido demonstrado que os efeitos induzidos pelo H2S podem ser mediados pela
S-sulfidratacdo de proteinas (MUSTAFA et al.,, 2009). Esse processo tem a
propriedade de modificar a conformacéo local e funcdo de proteinas-alvo, por meio da
modificacdo do grupo —SH em residuos de cisteina para o grupo —SSH em proteinas-
alvo, podendo modificar sua estrutura e, assim, sua atividade, o que,
consequentemente, pode alterar fungbes celulares e vias metabdlicas (PAUL e
SNYDER, 2012; JU et al., 2017; ZHANG et al., 2017; KIMURA, 2019). Entre os
principais efeitos decorrentes da sulfidratacao induzida pelo H2S, que podem resultar
na alteragcéo de diversos processos no organismo, estao: redugéo da ativacao de NF-
kKB (DU et al., 2014b); ativacdo de canais para potassio sensiveis a ATP (Katp) (JIANG
et al., 2010; MUSTAFA et al., 2011; GADE et al., 2013); ativacao do fator nuclear
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eritroide 2 (Nrf2), que regula a expressao de diversas enzimas citoprotetoras e inibe a

proliferacéo celular, e promocéo de fosforilacdo (ZHAO et al., 2021), entre outras.

2.3.1 Atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva do H2S

Na inflamac&o, assim como em outros processos, o H2S apresenta atividades diversas
gue dependem da sua concentracdo e do tecido envolvido, particularidade comum
entre os gasotransmissores (FARO et al.,, 2014). Apesar dos primeiros estudos
relacionando H2S e inflamacg&o terem demonstrado o papel pro-inflamatorio do H2S
(BHATIA et al, 2005a), diversos outros estudos demonstraram atividades
antiinflamatdrias. Diferentes doses dos compostos investigados, perfis de liberacao
de H2S, desenhos e modelos experimentais utilizados sdo alguns dos fatores que
podem justificar esses resultados aparentemente contraditorios (STEIN e BAILEY,
2013; NIN et al., 2020).

Visto o amplo espectro de atividades do H2S, o interesse pelo seu uso como
ferramenta farmacoldgica é crescente. A administracdo do préprio H2S, porém,
apresenta dificuldades, pois a substancia, sob temperatura e pressdo ambientes, é
um gas incolor. Embora existam alguns estudos que tenham utilizado o H2S
borbulhado em solucéo, sua propriedade de volatilizagdo dificulta o controle da sua
concentracéo e, consequentemente, da quantidade liberada no organismo, tecido ou
células (OLSON, 2012). Nesse contexto, compostos doadores de H2S representam
uma importante ferramenta para estudo das atividades in vitro e in vivo do H2S (ZHAO
etal., 2014; SZABO, 2018). Diversas substancias com capacidade de doar H2S foram
desenvolvidas nos ultimos anos. Essas substancias apresentam diferentes estruturas
guimicas (Figura 3) e, consequentemente, diferentes mecanismos e perfis de

liberacao de H2S.
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Figura 3 — Exemplos de doadores de H2S
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NaHS: hidrossulfeto de sddio; Na,S: sulfeto de sddio; LR: reagente de Lawesson; TBZ:
benzotiamidas; ITC: isotiocianatos; DADS: dialil dissulfeto; LA: acido lipoico. Fonte: elaborado

pelo autor.

2.3.1.1 Dor e inflamacéo e producdo endogena de H.S

Os efeitos induzidos por doadores de H2S em modelos de dor e inflamagéo podem
estar relacionados ao comprometimento da producdo endégena nesses processos.
De fato, tem sido demonstrado que as concentracdes de H2S sdo reduzidas, por
exemplo, em células estimuladas por LPS (DUFTON et al., 2012; VELMURUGAN et
al., 2015; CHEN et al., 2018; ZHANG et al., 2018) ou LDL oxidada (DU et al., 2014b).
Em modelos experimentais in vivo em que ha importante participacdo do processo
inflamatorio, tem sido observado o mesmo, com reducdo das concentragcbes de H2S
em diferentes 6rgaos como pulmdes (LI et al., 2008b; CHEN et al., 2009; ZHANG et
al., 2015; DUAN et al., 2022), rins (ZHOU et al., 2014b), cérebro (KWIATKOSKI et al.,
2013; ZHAO et al., 2017), figado e coracdo (CHEN et al., 2010) e também no plasma
(TOKUDA et al., 2012; HAZZAA et al., 2021). Também tem sido observado que a
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administracdo de inibidores das enzimas produtoras de H2S leva a reducdo da
producao de citocinas anti-inflamatorias (ZAYACHKIVSKA et al., 2014) e ao aumento
da producdo de mediadores inflamatérios (ALI et al., 2018; QIU et al., 2018), ativacao
de NF-kB (DU et al., 2014b), infiltracdo celular (WALLACE et al., 2009; TANG et al.,
2017) e edema (ZANARDO et al., 2006) em modelos de inflamacéo, confirmando o
papel do H2S em processos inflamatorios.

Para aumentar ainda mais o interesse no tema, resultados de alguns estudos clinicos
demonstraram reducdo da concentracdo de H2S no sangue de pacientes com
diferentes condicdes, como sepse (ZHOU et al., 2022), osteoartrite (BURGUERA et
al., 2019), doenca arterial coronariana (GAO et al., 2015), pré-eclampsia (DU et al.,
2022) e cancer 0sseo (ZHUANG et al., 2017). Nesse ultimo caso citado, deve ser
destacado, ainda, que foi observada uma correlagcéo negativa entre as concentracdes
de H2S e a dor relatada pelos pacientes.

2.3.1.2 Hidrossulfeto de sodio e sulfeto de sédio

O hidrossulfeto de sodio (NaHS) e o sulfeto de sodio (NazS) séo sais inorganicos que
liberam H2S rapidamente (FIORUCCI et al., 2005; ANDRUSKI et al., 2008) e tém sido
amplamente utilizados em diversos estudos para investigacdo de efeitos induzidos
pelo H2S. Diversas atividades atribuidas ao H2S foram demonstradas por meio do uso
dessas substancias, como diminui¢cdo da producao de citocinas, regulacdo de canais
ibnicos e efeitos cardioprotetores. Apesar de terem contribuido para diversas
descobertas, o fato de esses compostos induzirem aumento das concentracfes
plasmaticas de H2S de muito curta duragcdo faz com que sua aplicagéo terapéutica
seja limitada (LI et al., 2008a; WHITEMAN et al., 2010; SONG et al., 2014; ZHENG et
al., 2015). Em meio aquoso, o NaHS libera HS- que, como mencionado anteriormente,
é a forma dissociada do H2S presente em meio fisiol6gico, que forma H2S na presenca
de H*(HU et al., 2007; MERIGHI et al., 2012). O Naz2S também forma Hz2S na presenca
de H*, embora o consumo desse préton seja o dobro em relagdo ao NaHS
(ANDRUSKI et al., 2008; OLSON, 2012).

Em modelos de dor e inflamacdo, a atividade do NaHS tem sido avaliada

extensivamente. O NaHS apresenta atividades em modelos in vitro, em que células
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em cultura foram expostas a algum estimulo inflamatoério. O NaHS foi capaz de reduzir
a producdo ou expressdo de mediadores inflamatorios em diferentes tipos de
macréfagos estimulados por LPS (OH et al., 2006; WHITEMAN et al., 2010; ZHANG
et al., 2012; RIOS et al., 2015; YURINSKAYA et al., 2020), TNF-a (PERNA et al.,
2013), ATP (CAO et al., 2018) ou lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada (DU
et al., 2014b); células endoteliais estimuladas por LPS (BOURQUE et al., 2018), TNF-
a (WANG et al., 2009; PAN et al., 2011) ou altas concentracdes de glicose (GUAN et
al., 2013; ZHONG et al., 2022); sinovidcitos estimulados por LPS (LI et al., 2022b) ou
IL-1B8 (SIEGHART et al., 2015); condrocitos estimulados por IL-18 (BURGUERA et al.,
2014; HA et al., 2015) e queratindcitos estimulados por cloreto de cobalto (YANG et
al., 2011).

Em modelos in vivo de inflamacdo, o NaHS também apresentou a propriedade de
reduzir a producgéo ou expressao de mediadores inflamatérios em diversos tecidos ou
orgaos, como hipocampo (FAN et al., 2013; GHANBARI et al., 2018), rins (CHEN et
al., 2014; LI et al., 2022c), célon (WALLACE et al., 2009; QIN et al., 2019), figado
(FOUAD et al., 2020), pulmdes (ZHANG et al., 2015; KAYA-YASAR et al., 2017; ALI
et al., 2018) e sangue (CHEN et al., 2018; LIU et al., 2022; ZHONG et al., 2022). Outra
atividade importante do NaHS nesses modelos € a de modular eventos celulares e
vasculares do processo inflamatorio, observada por andlise histolégica (KAYA-
YASAR et al., 2017; ALI et al., 2018; QIN et al., 2019), pela reducdo da atividade da
MPO (FIORUCCI et al., 2005; CHEN et al., 2018) ou pela reducao da expressao das
moléculas de adeséo intracelular-1 (ICAM-1) e vascular (VCAM-1) (CHEN et al., 2010;
PERNA et al., 2013; ZHOU et al., 2014b), importantes para a adesao de leucécitos as

células endoteliais e sua migracao extravascular.

Além dos efeitos sobre producéo e expressao de mediadores inflamatérios, tambéem
é importante destacar que o NaHS aumenta a producédo da citocina anti-inflamatoria
IL-10 in vitro (DU et al., 2014b; TALAEI et al., 2016) e in vivo (LI et al., 2008b; CHEN
et al., 2014). Ainda relacionado a essas atividades, o NaHS inibe a ativacéo do fator
de transcricdo NF-kB em diversas células e tecidos, como em macréofagos (OH et al.,
2006; ZHANG et al., 2012) e sinoviécitos (LI et al., 2022b) estimulados por LPS, no
figado, em modelo de hepatotoxicidade (FOAUD et al., 2020), nos pulmdes, em
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modelo de inflamacao pulmonar (CAO et al., 2014), e nos rins, em modelos de sepse,
(CHEN et al., 2014) e diabetes (ZHOU et al., 2014b).

A atividade do NaHS em modelos experimentais de inflamacédo também se reflete na
atenuacao de sinais caracteristicos da inflamag&o aguda, como o edema (ZANARDO
et al., 2006) e a dor inflamatéria (CUNHA et al., 2008). Atividades do NaHS em
modelos experimentais de dor também tém sido demonstradas. Em modelos de dor
neuropatica, o NaHS reduziu a alodinia mecéanica (LUCARINI et al., 2018) ou térmica
(DI CESARE MANNELLI et al., 2017) e a hiperalgesia térmica (CHEN et al., 2019). O
NaHS também foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecéanica induzida pela retirada do
uso de opioides (YANG et al.,, 2014), contor¢cbes abdominais induzidas por &cido
acético (BASKIN et al., 2022) e reflexo de retirada abdominal induzido por distensao
colorretal (DISTRUTTI et al., 2006b).

O NazS, embora néo seja tdo utilizado quanto o NaHS para avaliacéo de atividades
relacionadas ao HzS, apresenta diversas atividades em modelos de dor e inflamagéo.
O NazS reduz a adeséo de leucocitos ao endotélio vascular (ANDRUSKI et al., 2008),
a producdo de mediadores inflamatorios, como NO em sinoviécitos estimulados por
LPS (LI et al., 2013), TNF-a em micrdoglia estimulada por IL-6 (KIDA et al., 2015), IL-
1B pulmonar em modelo de lesdo por queimadura (ESECHIE et al., 2008), PGE2 no
hipotadlamo em modelo de febre por LPS (KWIATKOSKI et al., 2013) e IL-6 plasmatica
em modelo de hipertenséo por estresse agudo (HAZZAA et al., 2021). O NazS também
reduz o edema induzido por carragenina (ZANARDO et al., 2006), o reflexo de retirada
abdominal induzido por distensdo colorretal (DISTRUTTI et al., 2010) e a resposta
nociceptiva orofacial induzida por formalina (DONATTI et al., 2014).

2.3.1.3 Reagente de Lawesson e GYY4137

O reagente de Lawesson € uma substancia sintética amplamente usada em sintese
organica, com a principal aplicacéo de adicionar ion sulfeto a carbonilas (sulfurizagéo).
Por ser um doador de H2S, o reagente de Lawesson tem sido utilizado em alguns
estudos que visam avaliar atividades relacionadas ao Hz2S (ZHAO et al., 2014). O
reagente de Lawesson reduz, por exemplo, a infiltracdo celular em modelos de colite
(TOROK et al., 2021), prurido (RODRIGUES et al., 2017) e inflamac&o subcutanea
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dorsal (ZANARDO et al., 2006) ou articular (EKUNDI-VALENTIM et al., 2010). Esse
doador de H2S também reduz a expressdo de TNF-a no célon em modelo de colite
(WALLACE et al., 2009) e a alodinia mecéanica e o edema articular induzidos por
carragenina (ZANARDO et al., 2006).

O GYY4137 € um doador de H2S desenvolvido a partir da estrutura quimica do
reagente de Lawesson, com vantagem de ser hidrossoluvel, ao contrario do seu
precursor, e liberar H2S em taxas mais lentas (LI et al., 2008a). Assim como 0 seu
precursor, 0 GYY4137 libera Hz2S por meio de hidrolise (ZHAO et al., 2014). Por causa
dessas propriedades, em muitos estudos, o GYY4137 foi utilizado como substancia
doadora de H2S em diversas avaliagbes. O GYY4137 reduz a producédo de
mediadores inflamatérios e marcadores indicativos de migracdo celular em
macrofagos estimulados por LPS (LI et al., 2009; WHITEMAN et al., 2010;
VELMURUGAN et al., 2015; YURINSKAYA et al., 2020), condrécitos estimulados por
IL-18 (BURGUERA et al.,, 2014) e células endoteliais submetidas a estiramento
mecanico (SPASSOV et al., 2022) ou estimuladas por TNF-a (GRAMBOW et al.,
2020) ou LDL oxidada (ZHENG et al., 2020).

Em modelos de inflamacéo in vivo, 0 GYY4137 também reduz a producéo de citocinas
pré-inflamatérias e aumenta a producdo de citocinas anti-inflamatérias em
articulagbes (LI et al., 2013), hipocampo (YIN et al., 2020), lavado broncoalveolar
(BALF), pulmdes (ZHANG et al., 2016; KAYA-YASAR et al., 2017; TANG et al., 2017,
FALLER et al., 2018; JIANG et al., 2019), peritdbnio (CASTELBLANCO et al., 2018),
figado e plasma (LI et al., 2009; CHEN et al., 2016; UNUMA et al., 2019). Ainda nesse
contexto, a administracdo de GYY4137 em animais experimentais promove a reducéo
de edemas articular (LI et al., 2013; VAAMONDE-GARCIA et al., 2020) e pulmonar
(TANG et al., 2017; LI et al., 2022a).

Em diferentes modelos de dor, foi observado que o GYY4137 atenuou a alodinia e
hiperalgesia induzidas por estimulos mecéanicos ou térmicos. Entre esses modelos,
podem ser citados diabetes induzido por estreptozotocina (SHAYEA et al., 2020),
osteoartrite induzida por iodoacetato monossédico (BATALLE et al., 2021) e
sensibilizagdo induzida por oxaliplatina (DI CESARE MANNELLI et al.,, 2017),
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paclitaxel (QABAZARD et al., 2020; ROCH et al., 2022) ou constricdo do nervo
isquiatico (BAI et al., 2021; 2022).

O GYY4137 também serviu como base para o desenvolvimento de substancias com
estrutura similar, destacando-se o analogo denominado FW1256, que apresenta
atividade de maior magnitude do que aquela induzida por doses equimolares de
GYY4137 em relacdo a reducdo da liberacdo de mediadores inflamatérios por
macréfagos estimulados por LPS (HUANG et al., 2016).

2.3.1.4 Isotiocianatos

Os isotiocianatos, substancias presentes em plantas da familia Cruciferae, com
diversas atividades descritas, foram descobertos recentemente como liberadores de
H2S, sendo um dos possiveis mecanismos responsaveis por suas atividades
(MARTELLI et al., 2014). Partindo da observagéo de que essas substancias liberam
H2S na presenca de L-cisteina somente, foi proposto e elucidado o mecanismo de
liberagdo de H2S por isotiocianatos, envolvendo a reagéo entre a substancia e a L-
cisteina, ciclizacdo intramolecular e subsequente liberacdo de H2S (MARTELLI et al.,
2020).

O sulforafano € um isotiocianato natural com diversas atividades demonstradas em
modelos experimentais de cancer, além de induzir em modelos de dor e inflamacgéo
(HEISS et al., 2001), tendo sido demonstrado sua capacidade de reduzir producao de
mediadores inflamatérios in vitro (BRANDENBURG et al., 2010) e in vivo
(GUERRERO-BELTRAN et al., 2012), além de reduzir alodinia mecéanica e
hiperalgesia térmica em modelos de dor inflamatdéria induzida por Adjuvante Completo
de Freund (CFA) (REDONDO et al., 2017) e dor neuropatica induzida por CCl (WANG
e WANG, 2017). O isotiocianato natural alil-isotiocianato, e seus derivados sintéticos
fenil-isotiocianato e 3-carboxi-fenil-isotiocianato, tem apresentado atividades em
diversos modelos de dor, atenuando alodinia e hiperalgesia em modelos de dor
inflamatoria induzida por CFA (PORTA et al., 2021) ou iodoacetato monossodico
(LUCARINI et al., 2018; BATALLE et al., 2020) e modelos de dor neuropatica induzida
por CCl (CABARGA et al., 2020), paclitaxel ou oxaliplatina (DI CESARE MANNELLI
et al., 2017).
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2.3.1.5 Benzotiamidas

Benzotiamidas, tiobenzamidas, ariltioamidas ou benzocarbotiamidas sao substéancias
em que a estrutura basica consiste das fun¢ces organicas tiocetona e amina ligados
a um benzil. Um mecanismo de hidrélise do grupo tiocarbonila é o provavel modo pelo
qual essas substéncias liberam Hz2S (CALIENDO et al., 2010). Wallace et al. (2007b)
foram os primeiros a utilizar uma benzotiamida, a 4-hidroxi-benzenocarbotiamida (4-
HBC), como doador de H2S em modelos experimentais, avaliando o efeito induzido
por doadores de H2S em modelo de UuUlcera gastrica. Martelli et al. (2013)
demonstraram que diversas ariltioamidas, com diferentes padrdes de substituicdo no
anel benzénico, liberam H:S in vitro. Algumas, porém, como a 4-HBC, s6 exibem essa
propriedade na presenca de tidis organicos (glutationa e L-cisteina). Além disso, foi
demonstrado que a 4-HBC reverte a vasoconstricdo induzida por noradrenalina em
anéis aorticos de ratos.

Outra tiobenzamida, derivada do carbazol, reduz a expressédo de TNF-a, NO e COX-
2 e aumenta a expressao de IL-10 em microglia estimulada por LPS e no hipocampo
em modelo experimental de epilepsia (LIU et al., 2021). Recentemente, Nn0SSo grupo
de pesquisa avaliou as atividades de outra benzotiamida, a 4-metil-
benzenocarbotiamida, que, ao contrario do analogo hidroxilado 4-HBC, libera H2S in
vitro na auséncia de tidis organicos. A 4-metil-benzenocarbotiamida atenuou a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido, reduziu o edema e a
alodinia mecéanica induzidos por carragenina, a producdo de TNF-a, CXCL-1 e a
atividade de MPO no tecido intraplantar (MELO et al., 2019).

2.3.1.6 Outros doadores de H>S

Vérios estudos avaliando o papel do H2S em diversos modelos experimentais de dor
e inflamac&o foram realizados nos ultimos anos. Assim, alguns autores usaram outras
substancias ou abordagens, embora menos frequentes, que promovem a liberagcéo de

H2S em organismos, tecidos ou células.

Como mencionado anteriormente, embora o uso direto do gas H2S seja uma estratégia

limitada técnica e farmacologicamente, alguns estudos utilizaram essa abordagem,
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por meio do borbulhamento do gas em agua, principalmente em experimentos in vitro,
ou mistura em oxigénio para posterior inalacdo em camaras customizadas por animais
experimentais (OH et al., 2006; TOKUDA et al., 2012). Assim, a exposi¢éo ou inalacao
de Hz2S promoveu efeito inibitdrio sobre a producdo de mediadores inflamatorios, como
NO, IL-1B, IL-6, TNF-a, em macréfagos estimulados por LPS (OH et al., 2006), no
lavado broncoalveolar em modelos de lesdo pulmonar (FALLER et al.,, 2017,
ZIMMERMANN et al., 2017) e em pulmfes e figado em modelo de inflamacao
sistémica (TOKUDA et al., 2012). Associado a reducdo de mediadores inflamatorios
na medula espinhal, a inalagdo de H2S também reduziu a alodinia mecéanica e a
hiperalgesia térmica em modelos de cancer 6sseo (ZHUANG et al., 2017) e dor
neuropatica induzida por constricdo de nervo (KIDA et al., 2015). A reducdo desses
parametros nociceptivos pela inalagdo de H2S também foi observada em modelo de

neuropatia diabética induzida por estreptozotocina (LI et al., 2020).

Substéncias derivadas do alho, capazes de liberar H2S (BENAVIDES et al., 2007),
também tém sido avaliadas, como o dialil dissulfeto, que reduz o edema, o infiltrado
celular, a producao de TNF-q, IL-1B e IL-2, a ativagdo de NF-kB e a expressao das
enzimas NO sintase induzivel (iNOS) e COX-2 induzidos por carragenina (ZHANG et
al., 2020) e as alodinias mecanica e térmica e hiperalgesia térmica em modelo de dor

neuropatica induzida por constricao de nervo (BAl et al., 2021).

Outros doadores de H2S que podem ser citados séo o tiossulfato de sédio (Na2S203),
outro sal inorganico doador de H2S que inibiu a producéao de IL-1B8 por macréfagos
estimulados por urato monossodico (CASTELBLANCO et al., 2018), e o acido lipoico,
que reverteu o edema induzido por carragenina em camundongos (DUDEK et al.,
2013).

2.3.1.7 Hibridos doadores de H>S

Assim como no desenvolvimento de hibridos ftalimidicos, diversos estudos se
propuseram a sintese, a partir de estruturas conhecidas, de moléculas ligadas
covalentemente a unidades doadores de H:S, visto a diversidade de atividades
atribuidas a esse mediador gasoso. Varios estudos foram desenvolvidos de forma

similar, utilizando substancias liberadoras dos gasotransmissores NO (WALLACE et
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al., 1994) ou CO (ALI et al., 2020). As tiobenzamidas (anteriormente mencionadas) e
a 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona (ADT-OH — Figura 4) sao exemplos de

unidades doadoras de H2S bastante utilizadas em diversos estudos.

Figura 4 — Estrutura quimica da ADT-OH
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os AINEs sdo uma das principais classes de farmacos utilizados como prototipos para
hibridos doadores de H2S. Tem sido demonstrado que o uso de AINEs acoplados a
doadores de H2S esta associado a menor risco de rea¢des adversas gastrointestinais,
como Ulceras e hemorragias, e atividade anti-inflamatoria de maior magnitude
(WALLACE, 2007). O ATB-346, sintetizado a partir do acoplamento do naproxeno com
uma tiobenzamida, reduz, em maior magnitude que o naproxeno, a producéo de PGE:2
e o influxo de neutréfilos em modelo de inflamacéo induzida por zimosano e atenua o
edema de pata induzido pelo CFA, além de ndo induzir lesbes gastricas, ao contrario
do seu protétipo naproxeno (WALLACE et al., 2010). Assim, ensaios pré-clinicos
sucessivos com o ATB-346 se seguiram, incluindo avaliacbes da atividade anti-
inflamatoria e seguranca gastrica em modelos de artrite induzida por CFA (BLACKER
et al., 2012) ou zimosano (DIEF et al., 2015), sinovite induzida por carragenina
(EKUNDI-VALENTIM et al., 2013) e lesao gastrica induzida por estresse de contencao
ou imersao em agua (MAGIEROWSKI et al., 2017). Apés esses ensaios preé-clinicos,
0 ATB-346 foi finalmente avaliado em ensaios clinicos de fases | e Il em voluntarios
sadios e pacientes com osteoartrite (WALLACE et al., 2018; 2020). O ATB-346
também foi avaliado e apresentou eficacia em voluntarios submetidos a inflamacéo
com E. coli inativada (GLANVILLE et al., 2021). Atividade anti-inflamatoria do ATB-
346 também foi demonstrada em modelos de lesé@o cerebral traumatica induzida por
impacto cortical (CAMPOLO et al.,, 2014), melanoma (DE CICCO et al.,, 2016),

neuroinflamacdo induzida por estreptozotocina (MOSTAFA et al., 2016) e ileo pos-
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operatorio (VAN DINGENEN et al., 2019). O ATB-346, atualmente, é denominado
otenaproxesul (ANTIBE THERAPEUTICS, 2022).

Outros AINEs foram acoplados a liberadores de H2S. Nesse contexto, o hibrido
diclofenaco-H2S (ATB-337) foi um dos primeiros a ser desenvolvido, apresentando
atividade anti-inflamatoria, caracterizada pela reducéo da producao de citocinas, da
atividade de NF-kB, da atividade de MPO e do edema de pata induzido por
carragenina (BHATIA et al., 2005b; LI et al., 2007; SIDHAPURIWALA et al., 2007,
WALLACE et al., 2007a; BHATIA et al., 2008), além de atividades em modelos de
angiogénese (ISENBERG et al., 2007) e proliferacdo celular (BASKAR et al., 2008).
O ATB-352, desenvolvido a partir do cetoprofeno, também possui, quando comparado
ao precursor, melhor seguranca gastrointestinal (GLOWACKA et al., 2022) e maior
atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva, reduzindo infiltracdo celular e producao
de mediadores inflamatérios em modelo de periodontite (GUGLIANDOLO et al., 2018)
e alodinia mecéanica em modelo de dor pos-operatéria (COSTA et al., 2020).

O acoplamento do acido acetilsalicilico a um liberador de H2S resultou no ACS14
(SPARATORE et al., 2009), que apresenta diversas atividades, incluindo anti-oxidante
(GIUSTARINI et al., 2010) e anti-inflamatoria (ZHAO et al., 2019). Outros hibridos
sintetizados a partir do acido acetilsalicilico foram desenvolvidos com o acoplamento
de duas porgdes distintas, uma doadora de H2S e outra doadora de NO (KODELA et
al., 2012) e induziram efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo em diversos modelos
in vivo (NIA et al., 2013; FONSECA et al., 2015).

Outros hibridos doadores de H2S desenvolvidos a partir de farmacos anti-inflamatorios
foram avaliados em modelos de dor e/ou inflamacao, como derivados da mesalazina
(DISTRUTTI et al.,, 2006a; FIORUCCI et al., 2007; WALLACE et al., 2007b);
indometacina (WALLACE, 2007), acido glicirrizico (SONG et al., 2016), ibuprofeno
(HASSAN et al.,, 2019; GYONGYOSI et al., 2021) e anti-inflamatdrios esteroides
(CORVINO et al., 2022). Alguns exemplos de hibridos doadores de H2S com atividade
em modelos experimentais e desenvolvidos a partir de diversas outras substancias

com atividades anteriormente determinadas estao listados no quadro 1.



Quadro 1 — Hibridos doadores de H2S e suas atividades

33

Hibrido(s) Atividades Referéncias
ADT- Sildenafila (inibidor da Inibicdo da PDES5 e da formacao de superoxido MUZAFFAR
OH PDES5 e da formacéo (revertido por proteina quinase A) et al., 2008
de superéxido no
tecido vascular)
ADT- L-DOPA (manutencdo | Atenuacdo da reducéo de glutationa, TNF-a, NO e LEE et al.,
OH dos niveis de IL-6 em células estimuladas por LPS ou IFN-y, 2010; Liu et
dopamina na doenga reducdo da neurotoxicidade, inibicdo da atividade al., 2011
de Parkinson) mono aminooxidase, atenuacao de liberacédo de
NO e producao de TNF-a em modelo de
citotoxicidade induzida por B-amiloide em
microglia
ADT- | Trifenilfosfénio (redutor Reducéo da hiperpolarizagéo de membrana de GERO et al.,
OH ou de estresse oxidativo | mitocéndrias, aumento do transporte de elétrons e 2016
4-HBC mediado por reducdo da producdo de espécies reativas de
mitocdndria) oxigénio em células hiperglicémicas
ADT- Capsaicina (agonista Atividade agonista de receptores de potencial GAO et al.,
OH ou TRPV1 - diversas transitério vaniloide tipo 1 (TRPV1). Redugé&o do 2018
4-HBC atividades tempo de lambida no teste de capsaicina, reducdo
experimentais) do ndmero contorgdes induzidas por &cido acético
e aumento da laténcia pela cauda no teste de
retirada de cauda.
Diali- Tacrina (inibidor de Melhora da cognicéo e atividade motora, inibigcéo CHENG et
dilsufeto | acetilcolinesterases) da acetilcolinesterase, aumento da plasticidade al., 2019
sinaptica e inibicdo da expressao de citocinas em
modelo de doenca de Alzheimer induzida por AICIlz
ADT- Benzenosulfonamidas | Reducéo da hiperalgesia mecéanica em modelo de | BONARDI et
OH (inibidores anidrase artrite induzida por CFA intra-articular. al., 2022
carbdnica)

Fonte: elaborado pelo autor.

2.4 Hibridos ftalimidicos liberadores de gasotransmissores

Outra abordagem utilizada em alguns estudos que desenvolveram hibridos

ftalimidicos foi o acoplamento do anel ftalimida a estruturas doadoras de NO, um

gasotransmissor que participa de diferentes maneiras em diversos processos

fisiol6gicos e patologicos importantes. O mesmo grupo gue desenvolveu o LASSBIo-

468, por exemplo, demonstrou que analogos ftalimidicos acoplados a doadores de NO

apresentaram atividade antinociceptiva no modelo de constricdo abdominal induzida

por acido acético e atividade anti-inflamatoria nos modelos de edema induzido por

capsaicina e de peritonite induzida por tioglicolato em camundongos, além de

promover a redugéo das concentragdes de TNF-a em culturas de mondcitos oriundas

de camundongos transgénicos para anemia falciforme (DOS SANTOS et al., 2011;
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2012). Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou as atividades
antiedematogénica, antialodinica e antinociceptiva do nitrato de 2-ftalimidoetila,
analogo ftalimidico acoplado a um doador de NO. Além disso, foi demostrado que
esse analogo ftalimidico reduz as concentracdes de TNF-a e da quimiocina CXCL-1,
a atividade da MPO e o acumulo de neutrofilos em diferentes modelos, utilizando
diferentes estimulos e tecidos (GODIN et al., 2014; 2015; 2017).

O acoplamento de doadores de H2S a estruturas conhecidas € uma das principais
formas de investigar os efeitos induzidos pelo H2S em diversos modelos e de
desenvolver novas substancias que apresentem melhor perfil farmacolégico. Embora
existam alguns estudos demonstrando que analogos ftalimidicos contendo grupos
sulfeto no anel ftalimida reduzem a produgédo de TNF-a in vitro, ndo houve
investigacdo da liberacao de H2S pelos analogos. Esses estudos, na verdade, tiveram
como objetivo a avaliacdo da contribuicdo dos grupos amida do anel ftalimida para o
efeito inibitério sobre a producdo de TNF-a induzido por compostos analogos da
talidomida (ZHU et al., 2003; TWEEDIE et al.,, 2011). Sendo assim, até entdo, o
desenvolvimento de substancias ftalimidicas doadoras de H2S n&o havia sido
abordado.

Assim, foi proposta a sintese (MELO et al., 2023) e a avaliacao das atividades do 2-
(2-(4-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-il)fenoxi)etil)isoindol-1,3-tiona (FTD-H2S) (Figura 5), hibrido
inédito resultante do acoplamento do anel ftalimida a estrutura doadora de H2S ADT-
OH, em modelos experimentais de inflamacdo e dor e os possiveis mecanismos

envolvidos nessas atividades.



Figura 5 — Estrutura quimica do hibrido FTD-H2S
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Fonte: elaborado pelo autor.
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3 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 com melhor perfil farmacoldgico. Nos ultimos anos, analogos
ftalimidicos e compostos doadores de H2S tém sido amplamente investigados em
ensaios pré-clinicos, visto o0 seu potencial em atuar em diferentes processos
fisiolégicos e patolégicos. Tem sido demonstrado que diversos anélogos ftalimidicos,
substancias desenvolvidas a partir do anel ftalimida presente na talidomida,
apresentam atividades em modelos de inflamacdo e dor, muito relacionadas a
capacidade dessas substancias de reduzir a producdo e/ou expressdo de TNF-a.
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 antinociceptiva e anti-inflamatoria, principalmente quando tem origem
exdgena, resultante da administracdo de substancias que sdo capazes de doar esse
gas. O ADT-OH é uma estrutura que libera H2S e bastante utilizada na sintese de
diversos hibridos doadores de H2S. Nesse contexto, a investigacdo da atividade de
um hibrido ftalimidico doador de H2S, o FTD-H2S, em modelos de dor e inflamacéo,
assim como dos possiveis mecanismos envolvidos nessa atividade, pode contribuir
para a avaliacdo do potencial de hibridos doadores de H2S como candidatos a

farmacos uteis no manejo de condi¢des inflamatérias e dolorosas.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades do FTD-H2S em diferentes modelos experimentais de dor e

inflamacéo, bem como os possiveis mecanismos envolvidos.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade de o FTD-H2S liberar Hz2S in vitro.

e Avaliar os efeitos induzidos pelo FTD-H2S em modelos experimentais de

edema inflamatério e de dores nociceptiva, inflamatoria e neuropatica.
e Comparar as atividades do FTD-H2S com as do ADT-OH e do FTD-OH, seus
precursores sintéticos, e NaHS, a substancia mais frequentemente utilizada

como doador de H2S.

e Avaliar os efeitos induzidos pelo FTD-H2S sobre a producgéo de citocinas

inflamatorias.

e Avaliar o papel do H2S na atividade do FTD-HzS.

e Auvaliar o papel dos canais Katp e receptores opioidérgicos na atividade do
FTD-H2S.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 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 a administracédo per os (p.o.).
Nesse caso, a ragcao foi retirada 12 h antes do tratamento. Os animais foram
ambientados na sala de experimentacao por pelo menos dois dias antes da realizacao
dos experimentos. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma
que as massas corporais médias e/ou valores basais dos diferentes grupos
experimentais fossem semelhantes. Apds o término dos experimentos, 0S animais
foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical apds anestesia geral. Os
protocolos do projeto foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UFMG (CEUA/UFMG) sob os numeros de protocolo 50/2017 e 17/2022. Os
experimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes para

experimentacéo relacionada a dor em animais (ZIMMERMANN, 1983).

5.2 Farmacos, reagentes e veiculos

o 2-(2-(4-tioxo-3H-1,2-ditiol-5-il)fenoxi)etil)isoindol-1,3-tiona (FTD-H2S)
(sintetizado no Laboratério de Quimica Organica do Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG, coordenado pelo professor
Angelo de Fatima) - Hibrido ftalimidico doador de H2S. Detalhes sobre a
sintese estao descritos em MELO et al. (2023).

o 2-ftalimidoetanol (FTD-OH) (sintetizado no Laboratério de Quimica Orgéanica do
Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG, coordenado
pelo professor Angelo de Fatima) — Precursor da sintese de FTD-H-S.

e 5-(4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona (ADT-OH) (sintetizado no Laboratorio
de Quimica Organica do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas, UFMG, coordenado pelo professor Angelo de Fatima) — Precursor da
sintese de FTD-H2S.
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Acetato de zinco (Merck, Alemanha) — Reagente para quantificacdo de H2S.
Acido citrico anidro (Synth, Brasil) — Reagente para ELISA.

Acido cloridrico (HCI) (Merck, Alemanha) — Reagente para quantificacdo de
H2S.

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para
extracdo de citocinas.

Acido sulfurico (H2S0a4) (Merck, Alemanha) — Reagente para ELISA.

Acido tricloroacético (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para quantificacdo de
H2S.

Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, EUA) - Reagente extracdo de
citocinas e ELISA.

Aprotinina de pulmé&o bovino (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para extracao
de citocinas

Carboximetilcelulose (CMC) (Sigma-Aldrich, EUA) — Veiculo.

Carragenina A (Sigma-Aldrich, EUA) - Estimulo inflamatério/nociceptivo.
Cloreto de benzetdnio (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para extracdo de
citocinas.

Cloreto de potéassio (KCI) (Perfyl Tech, Brasil) — Reagente para ELISA.
Cloreto de sédio (NaCl) (Synth, Brasil) — Reagente para ELISA.

Cloreto de sédio (NaCl) 0,9% pl/v estéril (Samtec, Brasil) - Veiculo para o
preparo das solugcdes ou suspensdes utilizadas em administracdes por via
intraperitoneal (i.p.) ou intraplantar (i.pl.)

Cloreto de sédio (NaCl) 0,9 % p/v ndo injetavel (Sanobiol, Brasil) - Veiculo
para o preparo das solucfes ou suspensdes administradas per os (p.o.).
Cloreto férrico (FeCls) (ACS Cientifica, Brasil) — Reagente para quantificagéo
de H2S.

Cloridrato de cetamina (Ceva, Brasil) - Anestésico.

Cloridrato de hidroxocobalamina (Sigma-Aldrich, EUA) — Sequestrador de
H2S.

Cloridrato de naltrexona (Tocris, Reino Unido) — Antagonista opioidérgico.
Cloridrato de xilazina (Ceva, Brasil) - Coadjuvante de anestesia.
Dexametasona 21-fosfato dissddico (Sigma-Aldrich, EUA) - Anti-inflamatorio

esteroide.
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e Dimetilsulféxido (DMSO) (Synth, Brasil) — Veiculo.

e Dipirona sddica (Sanofi Aventis, Brasil) — Analgésico.

e Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) - Farmaco depressor do sistema nervoso
central (SNC).

e Fosfato dissodico (NazHPO4) (Synth, Brasil) — Reagente para ELISA.

e Fosfato monopotassico (KH2POa) (Synth, Brasil) — Reagente para ELISA.

e Fosfato monossadico (NaH2POa4) (Synth, Brasil) — Reagente para ELISA.

e Fenobarbital (Sanofi Aventis, Brasil) - Farmaco depressor do SNC.

e Fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para
extracdo de citocinas.

e Glibenclamida (Sigma-Aldrich, EUA) — Bloqueador de canais Kare.

e Hidrossulfeto de sédio (NaHS) (Sigma-Aldrich, EUA) — Doador de H2S.

e Lipolissacarideo (LPS; Escherichia coli 0111:B4) (Sigma-Aldrich, EUA) -
Estimulo inflamatdrio/nociceptivo.

e Ortofenilenodiamina (OPD) (Sigma, EUA) — Reagente para ELISA.

e Paclitaxel (Sigma-Aldrich, EUA) — Estimulo nociceptivo.

e Perdxido de hidrogénio (H202) (Synth, Brasil) - Reagente para ELISA.

e Sulfato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina (Sigma, EUA) — Reagente para
quantificacao de H2S.

e Sulfeto de sédio (Na2S) — Doador de H2S.

e Tween 20 (Sigma-Aldrich, EUA) — Reagente para extracdo de citocinas e
ELISA.

5.3 Preparo das solucdes e suspensdes, doses e vias de administracao
5.3.1 Veiculos

e CMC

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

anterior ao experimento.

e DMSO

A solucéo de DMSO 4% (p/v) foi preparada em solucéo de cloreto de sodio 0,9% p/v

imediatamente antes de cada administragao.
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5.3.2 FTD-H2S

As suspensbes do FTD-H2S foram preparadas em suspensdo de CMC 0,5% plv,
quando administradas p.o., ou diluidas em DMSO 4% v/v, quando administradas por
via i.p., em volume de 10 mL/kg. As doses administradas em diferentes protocolos
variaram de 5 a 250 mg/kg (0,5 a 25 mg/mL).

5.3.3 NaHS, FTD-OH e ADT-OH

e NaHS

As solucbes de NaHS foram preparadas em solucdo estéril de NaCl 0,9% plv, e
administradas por via i.p. em volume de 10 mL/kg. As doses administradas foram de
0,5, 2 ou 8 mg/kg.

e FTD-OH

A solucdo de FTD-OH foi preparada em solucdo estérii de NaCl 0,9% p/v e

administrada por via i.p. na dose de 12 mg/kg em volume de 10 mL/Kkg.

e ATD-OH

A suspensao de ATD-OH foi preparada em solucdo estéril de NaCl 0,9% p/v e

administrada por via i.p. na dose de 14,2 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

5.3.4 Hidroxocobalamina, glibenclamida e naltrexona

e Hidroxocobalamina

A solucéo de hidroxocobalamina foi preparada em solucéo estéril de NaCl 0,9% p/v e

administrada por via i.p. na dose de 300 mg/kg em volume de 10 mL/kg.
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e Glibenclamida

A suspensédo de glibenclamida foi preparada em suspensdo de CMC 0,5% p/v e
administrada p.o. na dose de 40 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

e Naltrexona
A solugdo de naltrexona foi preparada em solucédo estérii de NaCl 0,9% p/v e

administrada por via i.p. na dose de 10 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

5.3.5 Estimulos inflamatérios/nociceptivos

e Carragenina

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

dos camundongos.

e LPS

As solucdes de LPS 0,167, 0,03 ou 0,067 % p/v foram preparadas em solucéo estéril
de NaCl 0,9% p/v imediatamente antes de cada administracdo. Foram injetados 30 L
(2, 10 ou 50 pg de LPS) dessa solucdo por via i.pl. na pata posterior direita dos

camundongos.

e Paclitaxel

A solucdo de paclitaxel foi preparada em solucdo estéril de NaCl 0,9% plv
imediatamente antes de cada administracéo. O paclitaxel foi administrado por via i.p.
na dose cumulativa de 8 mg/kg (quatro doses de 2 mg/kg, por quatro dias alternados),

em volume de 2 mL/Kkg.



43

5.3.6 Dexametasona, dipirona, fenobarbital e pregabalina

e Dexametasona

A solucdo de dexametasona foi preparada em solucdo de NaCl 0,9% p/v e

administrada p.o. na dose de 10 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

e Dipirona

A solucao de dipirona foi preparada em solucéo de NaCl 0,9% p/v e administrada p.o.

ou na dose de 500 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

e Fenobarbital

A solucéo de fenobarbital foi preparada em solucdo de NaCl 0,9% p/v e administrada

p.o. na dose de 50 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

e Pregabalina

A suspensdo de pregabalina foi preparada em suspensdo de CMC 0,5% p/v e

administrada p.o. na dose de 30 mg/kg em volume de 10 mL/kg.

5.3.7 Solucdes usadas para guantificacdo de H2S

e Solucdes de NazS

Foram preparadas em 4gua destilada nas concentra¢es de 100, 150, 200, 250 e 300
mM.

e Solucéo de acetato de zinco

Foi preparada em agua destilada na concentracao de 1% pl/v.

e Solucgéo de sulfato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina

Foi preparada em HCI 7.2 M na concentragcao de 20 mM.
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e Solucéo de FeCls

Foi preparada em HCI 1.2 M na concentragao de 30 mM.

e Solucéo de &cido tricloroacético

Foi preparada em agua destilada na concentracao de 10% p/v.

5.3.8 Solucdes usadas nos ensaios para a determinacdo das concentracdes de
citocinas (ELISA)

e Solucédo tampao fosfato-salino (PBS)

Para cada 1,5 L de agua destilada, foram dissolvidos 12 g de NaCl; 0,302 g de KCI;
1,725 g de NaH2PO4; 0,306 g de KH2POa4. O pH da solucao foi ajustado para 7,4.

e Solucéo para extracao de citocinas

Para cada 100 mL de solucdo de PBS, foram dissolvidos 2,34 g de NaCl; 500 mg de
BSA; 4,48 mg de cloreto de benzetonio; 37,2 mg de EDTA; 50 uL de Tween 20; 1,7
mg de PMSF (dissolvidos em 100 yL de DMSO); 2 uL de aprotinina.

e Solucdo tampéao de lavagem

Foi preparada, em PBS, uma solugéo de Tween 20 a 0,1% Vv/v.

e Solucéo tampéo de bloqueio

Foi preparada, em PBS, uma solucéo de BSA a 1% pl/v.

e Solucéo diluente das amostras

Foi preparada, em PBS, uma solucdo de BSA a 0,1% pl/v.

e Solucéo tampao citrato

Para cada 25 mL de agua destilada, foram dissolvidos 0,335 g de NaH2PO4 e 0,129 g
de acido citrico. O pH da solucéo foi ajustado para 5,0.
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e Solucédo do substrato OPD

Para cada 24 mL do tampao citrato, foram dissolvidos 9,6 mg de OPD e 4,8 uL de
H202 30%.

e Solucédo de parada para reagao colorimétrica

Foi preparada, em agua destilada, uma solucéo de H2SO4 a 1 M.

5.4 Quantificacado de Hz2S

O ensaio realizado para quantificar H2S foi adaptado do procedimento descrito por
Shen et al. (2011), com base no método do azul de metileno, formado a partir da
reagdo do H2S com N,N-dimetil-p-fenilenodiamina na presenca de cloreto férrico
(Figura 6). Resumidamente, 75 pyL de solugdo FTD-H2S (125, 250 ou 500 pM em
DMSO) foram misturados com 250 pL de acetato de zinco. Em seguida, 133 uL de
sulfato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina e 133 pL de FeCls foram adicionados. Apos
10 min de incubagdo a temperatura ambiente, 250 uL de acido tricloroacético foi
adicionado a mistura de reacdo. A absorbancia das amostras foi medida a 670 nm.
Uma curva de calibracdo de Na2S foi preparada (Apéndice A) e medida

simultaneamente para quantificar H2S nas amostras.

Figura 6 — Reacdo do método de azul de metileno para quantificacdo de H2S

/©/NH2 HyS \
\'Tl H', FeCl, U j@/

Fonte: adaptado de HARTLE e PLUTH, 2016.
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5.5 Avaliagédo da atividade motora

A atividade motora foi avaliada na haste girante (2,3 cm de diametro, 14 rpm). Nos
trés dias que antecederam 0s experimentos, os animais foram treinados no aparato
durante 120 s. No dia do experimento, o tempo basal de permanéncia dos animais na
haste foi determinado e a divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de
forma que os tempos basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem
semelhantes. Foram realizadas avaliagdes 1, 3 e 6 h apos a administragdo do FTD-
H2S ou fenobarbital, controle positivo utilizado no experimento. O tempo de corte foi
de 120 s (Figura 7).

Figura 7 — Escala temporal de avaliacdo da coordenacdao motora
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.6 Avaliacéo da resposta nociceptiva induzida por calor

A avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor foi realizada com auxilio da
placa quente (Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil). Os animais foram colocados sobre
a superficie ndo aquecida da placa durante 2 min para ambientacdo nos trés dias
anteriores ao experimento. A divisédo dos grupos para posterior tratamento foi feita de
forma que as massas corporais médias dos diferentes grupos experimentais fossem

semelhantes.

No momento do teste, os camundongos foram colocados, individualmente, sobre a
placa metdlica aquecida na temperatura de 50 °C 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, com o

tempo de corte de 50 s, a fim de evitar a ocorréncia de leséo tecidual (Figura 8). O
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FTD-H2S ou a dipirona, controle positivo utilizado no experimento, foram

administrados 1 h antes da realizagéo do experimento.

Figura 8 - Escala temporal de avaliagcdo da resposta nociceptiva induzida por

calor
Administragdo Tempo de
do FTD-H28 Placa quente
i n Avaliagdo cortFl
| | |
60 , 0 =
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.7 Avaliacédo da alodinia mecanica induzida por paclitaxel

A massa do paclitaxel foi devidamente determinada em capela de fluxo laminar com
a devida paramentacdo, em ocasido anterior ao preparo das solucdes, que foram
administradas por via i.p. por quatro dias alternados. A dose cumulativa do paclitaxel
foi 8 mg/kg (quatro doses de 2 mg/kg, por quatro dias alternados).

Os camundongos foram colocados em compartimentos de acrilico (22 x 18 x 14 cm)
dispostos sobre um suporte que possui como base uma tela metélica, onde foram
ambientados no aparato em uma sesséo diaria de 60 min durante trés dias antes da
realizacdo do experimento e em uma sessao de 10 min, imediatamente antes do
experimento. A alodinia mecanica 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 € 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 e um aumento gradual de pressao foi feito até que o animal retirasse a pata. O
valor indicando a presséao a qual fez com que o animal removesse a pata foi registrado.

Para cada animal, foram feitas cinco avaliagbes em intervalos de 20 s. O maior e 0
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menor valor foram descartados e o limiar nociceptivo foi calculado como a média das

trés medidas restantes.

No dia anterior a administracado do paclitaxel, 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 o0s limiares basais médios dos diferentes grupos
experimentais fossem semelhantes. Apos 15 dias da realizacdo da primeira
administracdo de paclitaxel, a alodinia mecanica foi avaliada 1, 3, 5 e 7 h apos a
administracdo do FTD-H2S ou da pregabalina, controle positivo utilizado no
experimento (Figura 9).

Figura 9 - Escala temporal de avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por

paclitaxel
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.8 Avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por carragenina ou LPS

A avaliacdo da alodinia mecéanica foi realizada conforme descrito anteriormente (item
5.7). O limiar basal para retirada da pata de cada animal foi determinado no dia
anterior ao teste. As substancias testadas ou a dexametasona, utilizada com controle
positivo no experimento, foram administradas 1 h antes da administracédo i.pl. de
carragenina ou LPS e os animais foram avaliados em diferentes momentos apos a

injecdo do estimulo inflamatorio (Figura 10).
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Figura 10 - Escala temporal de avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por
carragenina ou LPS
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.8.1 Avaliacao dos efeitos induzidos pela hidroxocobalamina sobre as atividades do

FTD-H2S e NaHS no modelo de alodinia mecénica induzida por LPS ou carragenina

A fim de avaliar o possivel papel da liberacdo de H2S na atividade do FTD-H2S no
modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS ou carragenina, foi utilizado um
sequestrador de H2S (hidroxocobalamina). A hidroxocobalamina foi administrada
previamente (1 h) aos tratamentos (Figura 11). A carragenina ou o LPS foram
injetados 1 h apds a administracdo do FTD-H2S e a alodinia mecéanica foi avaliada em

diferentes momentos apds a administracao do estimulo inflamatério.

Figura 11 - Escala temporal de avaliacao dos efeitos induzidos pelo FTD-H2S
ou NaHS sobre a alodinia mecéanica induzida por carragenina ou LPS em

animais previamente tratados com hidroxocobalamina
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5.8.2 Avaliacdo dos efeitos induzidos pela glibenclamida ou naltrexona sobre a

atividade do FTD-H2S no modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS

A fim de avaliar o possivel papel da ativacdo de canais Katp Ou receptores
opioidérgicos na atividade do FTD-H2S no modelo de alodinia mecéanica induzida por
LPS, foram utilizados um blogueador de canais Kartp (glibenclamida) ou um
antagonista opioidérgico (naltrexona). A glibenclamida ou naltrexona foram
administradas previamente (1 h) aos tratamentos (Figura 12). O LPS foi injetado 1 h
apos a administracdo do FTD-H2S e a alodinia mecéanica foi avaliada em diferentes

momentos apos a administracdo do estimulo inflamataorio.

Figura 12 - Escala temporal de avaliacao dos efeitos induzidos pelo FTD-H2S
sobre a alodinia mecanica induzida por LPS em animais previamente tratados

com glibenclamida ou naltrexona
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.9 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 concentragéo 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 solucéo na célula que contém o eletrodo.
Apos ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do liquido em volume,
gue é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é introduzida na célula
de medida até a articulagéo tibio-tarsal, um pedal € pressionado pelo experimentador,

que fixa o valor do volume observado.
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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 os volumes de pata basais médios dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. As substancias testadas ou a dexametasona, utilizada com
controle positivo no experimento, foram administradas 1 h antes da administracéao i.pl.
de carragenina e os animais foram avaliados em diferentes momentos apds a injecéo

do estimulo inflamatério (Figura 13).

Figura 13 - Escala temporal de avaliacdo do edema de pata induzido por

carragenina
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.10 Quantificacéo de citocinas

e Coleta e preparo das amostras

O FTD-H2S ou a dexametasona foram administrados 1 h antes da inje¢do de LPS ou
carragenina e a alodinia mecéanica foi avaliada previamente a coleta das amostras de
tecido. No protocolo correspondente, a hidroxocobalamina foi administrada 1 h antes
da administracdo do FTD-H2S. Anteriormente a coleta das amostras de tecido, a
alodinia mecéanica foi avaliada para confirmacdo dos resultados obtidos nos
experimentos anteriores. Posteriormente, com os animais anestesiados, foi realizada
a coleta das amostras de tecido da pata direita posterior, 3 h apds administracao i.pl.
de LPS ou carragenina. Apds a coleta, as amostras de tecido tiveram suas massas
determinadas e foram congeladas. No dia seguinte, as amostras de tecidos foram

descongeladas e processadas em um homogeneizador (Modelo ULTRA 80-11,
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Ultrastirrer) em solucdo de extracdo de citocinas (100 mg de amostra/mL). Em
seguida, houve a centrifugacdo (3000 rpm, 10 min a 4°C) do material e coleta do
sobrenadante, que foi congelado para a determinacao das concentracfes de TNF-a,
IL-1B e IL-6.

e Determinagéo da concentragao de TNF-a, IL-183 e IL-6

As concentracfes de TNF-a, IL-1B e IL-6 foram determinadas de acordo com as
instrucdes 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 solugdo em cada poco. A placa foi devidamente vedada e
armazenada na geladeira durante 4 h. Posteriormente, a placa foi lavada com tampéao
de lavagem e bloqueada com tampao de bloqueio. Apdés 1 h, a placa foi lavada
novamente e foram adicionados 50 yL de TNF-q, IL-1B e IL-6 (duplicata), em diluicdo
seriada, correspondentes a curva-padrao. Nos outros poc¢os, foram adicionados 50 uL
dos sobrenadantes (diluidos na propor¢éo 1:3, no caso na quantificacdo de IL-6, ou
sem diluicdo, no caso da quantificacdo de TNF-a e IL-1B) em diluente para amostras
e, nos primeiros dois pogos, foram adicionados 50 pL de diluente (branco). A placa foi

devidamente vedada e armazenada na geladeira durante 12 h.

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 50 pL do anticorpo de detecgao
em cada poco e, durante 2 h, a placa foi vedada e mantida em temperatura ambiente.
ApOGs esse periodo, a placa foi lavada e foram adicionados 50 pyL do revelador
estreptavidina (R&D Systems) em cada poco e, durante 20 min, a placa foi mantida,
novamente, em temperatura ambiente. Finalmente, foram adicionados 50 uL da
solugcéo do substrato OPD em cada poco. A reacao foi devidamente monitorada e,
com aparecimento de coloracdo amarelada (20 a 30 min) a reacao foi interrompida
com a adicdo de 25 pL de H2SOa. A leitura foi feita no leitor de ELISA, usando
comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram expressos em quantidade de

TNF-a, IL-18 e IL-6 presente no tecido (pg/100 mg de tecido).
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5.11 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA)
e os resultados foram expressos como meédia * erro padrdo da média. Os resultados
referentes aos modelos de avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por calor,
atividade motora e quantificagcao de citocinas foram analisados por meio da anélise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os resultados
referentes aos modelos de alodinia mecéanica e edema de pata foram analisados por
meio de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni, exceto os resultados
referentes a area sob a curva dos respectivos testes, os quais foram analisados por
meio da ANOVA uma via, seguida pelo teste de Newman-Keuls. Um valor de P < 0,05

foi considerado significante.
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6 RESULTADOS
6.1 Liberagcao de H2S pelo FTD-H2S in vitro

O método do azul de metileno foi empregado para determinar a quantidade de H2S
liberada pelo FTD-H2S, nas condi¢bes de teste. As quantidades de H2S liberadas pelo
FTD-H2S em trés concentracdes diferentes (125, 250 e 500 puM) sdo demonstradas
na Figura 14. Esse resultado demonstra a capacidade de o FTD-H2S liberar H2S in

vitro.

Figura 14 — Liberacé&o de H2S pelo FTD-H2S pelo método de azul de metileno
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.2 Efeito induzido pela administracdo p.o. de FTD-H2S em modelos de dor e

inflamacéao

Inicialmente, foi feita a avaliacdo da atividade do FTD-H2S, por meio de sua
administracdo p.o., em modelos de resposta nociceptiva induzida por calor (modelo
de dor nociceptiva), alodinia mecéanica induzida por paclitaxel (modelo de dor
neuropatica), carragenina ou LPS (modelos de dor inflamatéria) e edema de pata

induzido por carragenina (modelo de edema inflamatorio).
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6.2.1 Efeito induzido pelo FTD-H2S em modelo de dor nociceptiva

A resposta nociceptiva induzida por calor foi avaliada por meio da determinacéo da
laténcia para 0s animais apresentarem 0 comportamento nociceptivo. O grupo
controle teve uma laténcia média de aproximadamente 13 s. O FTD-H2S, administrado
p.o. nas doses de 62,5, 125 e 250 mg/kg, nao inibiu a resposta nociceptiva induzida
por calor, uma vez que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as
laténcias médias dos grupos que receberam o composto e a laténcia média do grupo
controle. A laténcia média do grupo tratado com dipirona, controle positivo do
experimento, foi aumentada para aproximadamente 21 s (Figura 15).

Figura 15 - Efeitos induzidos por FTD-H2S p.o. e dipirona sobre o tempo de

permanéncia dos camundongos na placa quente

201

154

104

Tempo de permanéncia (s)

FTD-H,S: 62,5, 125 ou 250 mg/kg; p.o.; - 1 h. Dipirona: 500 mg/kg, p.o., - 1 h. V = veiculo. ***
indica diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo controle (V) (p<0,001). n=6.

Fonte: elaborado pelo autor.

6.2.2 Efeito induzido pelo FTD-H2S em modelo de dor neuropéatica

A alodinia mecanica foi avaliada em dias alternados durante 15 dias ap06s a primeira
administracdo de paclitaxel, administrado em quatro dias alternados sucessivos.

Observou-se que a alodinia mecanica se estabeleceu de forma gradual apos as
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administracbes de paclitaxel e se manteve até a Uultima avaliacdo antes dos
tratamentos. O FTD-H2S, administrado p.o. nas doses de 62,5, 125 ou 250 mg/kg no
15° dia apds a primeira administracdo de paclitaxel, ndo alterou a alodinia mecanica
induzida por esse estimulo. A pregabalina, utilizada como controle positivo do
experimento, reduziu a alodinia mecénica induzida por paclitaxel 3 e 5 h ap6s sua

administracao (Figura 16).

Figura 16 — Efeitos induzidos por FTD-H2S p.o. e pregabalina sobre a alodinia

mecanica induzida por paclitaxel

8-
C -V
§ FTD-H,S 62
= -o- FTD-H,S 125
o -~ FTD-H,S 250
o - PG
8
£
3 2-

0 — T 711 T T

T T 1 T
0 2 4 6 8 1012 14 1 3 5 7

Dias ap0s cirurgia Horas apés
administracdo de

FTD-H,S ou PG

FTD-H,S: 62,5, 125 ou 250 mg/kg; p.o.; 15° dia apds a primeira administragédo de paclitaxel.
Pregabalina (PG): 30 mg/kg; p.o.; 15° dia apds a primeira administracdo de paclitaxel.
Paclitaxel: 8 mg/kg, i.p. V = veiculo. ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao grupo controle (V) (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6. Fonte: elaborado

pelo autor.
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6.2.3 Efeitos induzidos pelo FTD-H2>S em modelos de dor inflamatéria

Em experimentos preliminares, para avaliar a atividade do FTD-H2S nos modelos de
alodinia mecénica induzidos por carragenina, foi feita a administracdo p.o. da
substancia, nas doses de 5, 25 ou 125 mg/kg, 1 h antes da injecao i.pl. de carragenina.
O FTD-H2S, na dose de 125 mg/kg, inibiu a alodinia mecénica nas avaliagfes
realizadas na 22 na 42 e na 62 h apos injecdo de carragenina. A dexametasona,
utilizada como controle positivo do experimento, reduziu a alodinia mecéanica induzida
pela carragenina até a 62 h (Apéndice B). A fim de determinar uma possivel relacdo
dose-atividade, doses maiores de FTD-H2S foram utilizadas nos protocolos seguintes,
62,5, 125 ou 250 mg/kg, sendo a faixa de doses utilizada nos experimentos seguintes

nos quais o FTD-H2S foi administrado p.o.

Os animais do grupo controle, apdés a injecdo i.pl. de carragenina, apresentaram
diminuicdo acentuada do limiar nociceptivo, que se manteve reduzido durante todo o
periodo de avaliacéo (2, 4, 6 e 8 h). A administracdo do FTD-H2S, nas doses de 125
ou 250 mg/kg, atenuou a alodinia mecéanica induzida por carragenina até a 62 h apés
administracdo do estimulo inflamatério (Figura 17).
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Figura 17 - Efeitos induzidos pelo FTD-H2S p.o. sobre a alodinia mecéanica

induzida por carragenina
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FTD-H.S: 62,5, 125 ou 250 mg/kg; p.o.; - 1 h. 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=6. Fonte: elaborado pelo autor.

A fim de determinar os efeitos induzidos pelo FTD-H2S sobre respostas induzidas por
outro estimulo inflamatorio, foi feita uma caracterizagdo prévia da alodinia mecanica
e do edema de pata induzidos por LPS. Nesse protocolo, o LPS foi administrado por
via i.pl. nas doses de 2, 10 ou 50 ug. O LPS, na dose de 10 ug, induziu alodinia
mecanica até 5 h apds sua administracdo. Administracdo de dose mais elevada (50
Mg), que foi usada nos experimentos seguintes, induziu alodinia mecénica até 27 h
(Apéndice Ca). Por outro lado, somente a maior dose do LPS induziu edema de pata,

que foi de curta duracdo (Apéndice Cs). Assim, optou-se por avaliar, nos
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experimentos seguintes nos quais foi utilizado o LPS como estimulo inflamatorio,

apenas a alodinia mecénica.

Para a avaliacdo da atividade do FTD-H2S no modelo de alodinia mecanica induzida
por LPS, foi feita a administragéo da substancia 1 h antes da injegao i.pl. de LPS. O
grupo controle, apds receber LPS, apresentou uma diminuicdo acentuada do limiar
nociceptivo, que se manteve reduzido durante todo o periodo de avaliacdo (1, 3,5 e
7 h). O FTD-H2S, na dose de 250 mg/kg, inibiu a alodinia mecéanica nas avaliagdes
realizadas na 1%, na 32 e na 5% h apdés injecdo de LPS. A avaliacao integrada dos
resultados, por meio da area sob a curva, revelou uma reduc¢éo da alodinia mecéanica
induzida pelo FTD-H2S nas doses de 125 e 250 mg/kg. A dexametasona, utilizada
como controle positivo do experimento, também reduziu a alodinia mecéanica induzida
por LPS até a 52 h (Figura 18).



60

Figura 18 - Efeitos induzidos pelo FTD-H2S p.o. sobre a alodinia mecéanica

induzida por LPS
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FTD-H,S: 62,5, 125 ou 250 mg/kg; p.o.; - 1 h. Dexametasona (Dexa): 10 mg/kg, p.o.; -1 h. LPS:
50 pg, 30 uL, i.pl. V =veiculo. (A) Curso temporal e (B) &rea 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=6. Fonte: elaborado pelo autor.

6.2.4 Efeito induzido pelo FTD-H2S em modelo de edema inflamatério

A atividade do FTD-H2S no modelo de edema induzido por carragenina foi avaliada
logo ap6s a avaliacdo dos efeitos induzidos por essa substancia sobre a alodinia
mecanica. Assim, o edema também foi avaliado em ensaio prévio, com doses
menores (5, 25 ou 125 g/kg) de FTD-H2S. O FTD-H2S, na dose de 125 mg/kg, inibiu
o0 edema na 22, na 42 e na 62 h apds injecao de carragenina. A dexametasona, utilizada
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como controle positivo do experimento, inibiu a formacdo do edema até a 82 h
(Apéndice D).

Assim como na avaliacdo da alodinia mecanica induzida pela carragenina, o efeito
induzido pelo FTD-H2S p.o., nas doses de 25, 125 e 250 mg/kg, sobre o edema
induzido por carragenina também foi avaliado. O edema de pata foi atenuado pelo
FTD-H2S, nas doses de 125 ou 250 mg/kg, até a 62 h (Figura 19). O grupo controle,
apos receber carragenina, apresentou aumento significativo do volume da pata, com

pico na 42 hora avaliada.

Figura 19 - Efeitos induzidos pelo FTD-H2S p.o. sobre o edema de pata

induzido por carragenina

A 1001
2y
< 804
§_ I -V
2 e , I ) -o- FTD-H,S 62,5
2 e . - FTD-H,S125
2 / — * -e- FTD-H,S 250
> 40- / ek
2 /e 1 I 53
E / —
8 204 //
& /4
> /
c T L) T L}
0 2 4 6 8
Tempo apds administragao de carragenina (h)
250-
200
©
o
3 150-
[}
Qo
2
& 1004
o
<
50
0-

FTD-H,S: 62,5, 125 ou 250 mg/kg; p.o.; - 1 h. Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. ** e *** indicam diferencas estatisticamente
significativas em relagéo ao grupo controle (V) (p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6.

Fonte: elaborado pelo autor.
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6.3 Efeito induzido pela administracéo por via i.p. de FTD-H2S em modelos de
dor e inflamacéao

A fim de reduzir o consumo de FTD-H2S, que néo é disponivel comercialmente e é
produzido por sintese organica com rendimento limitado, foi avaliado o efeito induzido
por dose menores (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) administradas pela via i.p. nos diferentes

modelos de dor e inflamacéo.

6.3.1 Efeito induzido pelo FTD-H2S em modelo de dor nociceptiva

O FTD-H2S, administrado por via i.p., hdo inibiu a resposta nociceptiva induzida por
calor, uma vez que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as
laténcias médias dos grupos que receberam as diferentes doses da substéancia e a

laténcia média do grupo controle (Figura 20).

Figura 20 - Efeitos induzidos pelo FTD-H2S por viai.p. sobre o tempo de

permanéncia dos camundongos na placa quente

Tempo de permanéncia (s)

FTD-H,S: 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg; i.p.; - 1 h. V = veiculo. n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.3.2 Efeito induzido pelo FTD-H>S em modelo de dor neuropéatica

A alodinia mecanica foi avaliada em dias alternados durante 15 dias ap0s a primeira
administracdo de paclitaxel, administrado em quatro dias alternados sucessivos.
Observou-se, novamente, que a alodinia mecénica se estabeleceu de forma gradual
apos as administracfes de paclitaxel e se manteve até a ultima avaliagdo antes dos
tratamentos. O FTD-H2S, administrado por via i.p. nas doses de 6,25, 12,5 ou 25
mg/kg no 15° dia apds a primeira administracao de paclitaxel, ndo alterou a alodinia

mecanica induzida por esse estimulo (Figura 21).

Figura 21 — Efeito induzido pelo FTD-H2S por via i.p. sobre a alodinia mecéanica

induzida por paclitaxel
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FTD-H,S: 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg; i.p.; 15° dia apOs a primeira administracao de paclitaxel.
Paclitaxel: 8 mg/kg, i.p. V = veiculo. n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.3.3 Efeitos induzidos pelo FTD-H2S em modelos de dor inflamatéria

A alodinia mecanica induzida por carragenina se estabeleceu, novamente, por todo o
periodo avaliado no grupo controle. O FTD-H2S foi administrado por via i.p. nas doses
de 6,25, 12, 5 e 25 mg/kg e reverteu a alodinia mecanica, na dose de 25 mg/kg, até a

52 h apds a administracdo da carragenina (Figura 22).

Figura 22 - Efeitos induzidos pelo FTD-H2S por viai.p. sobre a alodinia

mecanica induzida por carragenina
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FTD-H.S: 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg; i.p.; - 1 h. Carragenina: 600 ug, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. * e ** indicam diferencas estatisticamente significativas
em relacdo ao grupo controle (V) (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). n=6. Fonte: elaborado

pelo autor.
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Na avaliacédo da atividade do FTD-H2S no modelo de alodinia mecénica induzida por
LPS, observou-se que o FTD-H2S, administrado por via i.p. na dose de 25 mg/kg,
inibiu a alodinia mecanica nas avaliacOes realizadas na 12 e 32 h apos injecao de LPS
(Figura 23A). A avaliacdo integrada dos resultados, por meio da &rea sob a curva,
revelou que a alodinia mecéanica induzida pelo LPS foi reduzida pelas duas maiores
doses (12,5 e 25 mg/kg) de FTD-H2S (Figura 23B).

Figura 23: Efeitos induzidos pelo FTD-HzS por via i.p. sobre a alodinia

mecanica induzida por LPS
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FTD-H,S: 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg; i.p.; - 1 h. LPS: 50 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A) Curso
temporal e (B) area sob a curva. *, ** e *** indicam diferencas estatisticamente significativas em
relac@o ao grupo controle (V) (p<0,05; p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6. Fonte:

elaborado pelo autor.
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6.3.4 Efeitos induzidos pelo FTD-H2S em modelo de edema inflamatério

Na avaliacdo da atividade do FTD-H2S no modelo de edema induzido por carragenina,
observou-se que o FTD-H2S, administrado por via i.p. ha dose de 25 mg/kg, inibiu o
edema de pata até pelo menos a 52 h apos injecdo de carragenina. Embora o FTD-
H2S na dose de 12,5 mg/kg tenha reduzido, pontualmente, o edema de pata na
segunda avaliacdo (~3,5 h ap6s o estimulo inflamatorio), a avaliacdo integrada dos
resultados, por meio da area sob a curva, ndo revelou diferenca significativa, em

relacdo ao grupo controle (Figura 24).

Figura 24 - Efeitos induzidos pelo FTD-H2S por viai.p. sobre o edema de pata

induzido por carragenina
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FTD-H.S: 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg; i.p.; - 1 h. Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A)
Curso temporal e (B) area sob a curva. * e *** indicam diferencas estatisticamente significativas
em relac&o ao grupo controle (V) (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). n=6. Fonte: elaborado

pelo autor.
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6.4 Efeitos induzidos pelo FTD-H2S p.o. e por via i.p. sobre atividade motora

A atividade motora dos camundongos foi avaliada na haste girante com o objetivo de

validar os resultados obtidos nos modelos de dor. O FTD-H2S, administrado p.o. nas

doses 62,5, 125 ou 250 mg/kg ou por via i.p., nas doses 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg n&o

alterou o tempo de permanéncia dos animais na haste girante nos momentos

avaliados (1, 3 e 6 h ap6s administracdo da substancia). Entretanto, o fenobarbital

reduziu significativamente o tempo de permanéncia nos diferentes momentos de

avaliacao (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeitos induzidos por FTD-H2S e fenobarbital sobre o tempo de

permanéncia dos animais na haste girante

Tratamento Tempo de permanéncia (s)
0 1 3 6

Veiculo 118,3+2 118,8+2 118,7+1 120+ 0

FTD-H2S 62,5 mg/kg, p.o. 118,3+2 120 + 108,7 £ 11 120+ 0

FTD-H2S 125 mg/kg, p.o. 120+ 0 120+0 120+ 0 120+ 0

FTD-H2S 250 mg/kg, p.o. 120+ 0 120+0 120+ 0 120+ 0

FTD-H2S 6,25 mg/kg, i.p. 120+0 120+ 0 120+0 120+0

FTD-H2S 12,5 mg/kg, i.p. 120+0 120+ 0 120+0 120+0

FTD-H2S 25 mg/kg, i.p. 120+ 0 120+0 120+ 0 120+ 0
Fenobarbital 50 mg/kg 1200 22,17+20™ 43+24™ 50,33+22™

FTD-H,S: 62,5, 125 ou 250 mg/kg; p.o. ou 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg; i.p. Fenobarbital: 50 mg/kg,

p.o. Haste girante: 14 rpm. V =veiculo. ** indica diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao grupo controle (Veiculo) (p<0,001). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.5 Atividade do FTD-H2S em modelos de dor inflamatéria e possiveis

mecanismos envolvidos

Baseando-se na observacao dos resultados obtidos nas avaliacdes anteriores, para
0s proximos experimentos, o FTD-H2S foi administrado por via i.p. na dose de 25
mg/kg e suas atividades em modelos de dor inflamatéria foram comparadas com seus
precursores sintéticos e com o NaHS. Também, foram investigados os possiveis

mecanismos envolvidos na atividade do FTD-H2S nesses modelos.

6.5.1 Efeito induzido pelo FTD-H2S e precursores sobre alodinia mecéanica induzida

por carragenina

De modo a comparar as atividades do FTD-H2S com as dos seus precursores, ADT-
OH e FTD-OH, foi realizada, inicialmente, uma avaliacdo da atividade dessas
substancias no modelo de alodinia mecanica induzida por carragenina. Foi observado
que o FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.) reduziu a alodinia mecéanica na 12 e 32 h apos
administracdo de carragenina, enquanto os precursores ADT-OH e FTD-OH (doses
equimolares de 14,2 e 12 mg/kg, respectivamente, i.p.) ndo alteraram essa resposta
(Figura 25).
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Figura 25: Efeitos induzidos por FTD-H2S, ADT-OH ou FTD-OH sobre a alodinia

mecanica induzida por carragenina
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FTD-H,S: 25 mg/kg; i.p.; - 1 h. ADT-OH: 14,2 mg/kg; i.p.; - 1 h. FTD-OH: 12 mg/kg; i.p.; - 1 h.
Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) &rea 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=6. Fonte: elaborado pelo autor.

6.5.2 Efeito induzido pelo FTD-H2S e precursores sobre alodinia mecénica induzida

por LPS

A comparagéo das atividades do FTD-H2S com as do ADT-OH e do FTD-OH também
foi realizada no modelo de alodinia mecénica induzida por LPS. Assim, verificou-se
que o FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.) reduziu a alodinia mecanica 1, 3 e 5 h apos
administracdo de LPS. Mais uma vez, foi observado que os precursores ADT-OH e
FTD-OH, em doses equimolares (14,2 e 12 mg/kg, respectivamente, i.p.), nao

apresentam atividade no modelo (Figura 26).
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Figura 26: Efeitos induzidos por FTD-H2S, ADT-OH ou FTD-OH sobre a alodinia
mecéanicainduzida por LPS
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FTD-H,S: 25 mg/kg; i.p.; - 1 h. ADT-OH: 14,2 mg/kg; i.p.; - 1 h. FTD-OH: 12 mg/kg; i.p.; - 1 h.
LPS: 50 ug, 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=6. Fonte: elaborado pelo autor.

6.5.3 Efeito induzido pelo hidroxocobalamina sobre as atividades do FTD-H2S e NaHS

no modelo de alodinia mecanica induzida por carragenina

Nos experimentos utilizando a hidroxocobalamina como tratamento prévio ao FTD-
H2S, foram comparados os efeitos induzidos por FTD-H2S com os efeitos induzidos

por um conhecido doador de H2S (NaHS). A dose de 8 mg/kg de NaHs foi estabelecida
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de acordo com avaliacao prévia do efeito induzido por diferentes doses de NaHS (0,5,
2 ou 8 mg/kg, i.p.) sobre a alodinia mecanica induzida por LPS (Apéndice E).

Para verificar o possivel papel da liberacdo de H2S na atividade do FTD-H2S e do
NaHS no modelo de alodinia mecanica induzida por carragenina, foi utilizada a
hidroxocobalamina. A hidroxicobalamina foi administrada por via i.p. na dose de 300
mg/kg, 1 h antes da administragéo de FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.) ou NaHS (8 mg/kg,
i.p.). A hidroxocobalamina, administrada isoladamente, n&do alterou a alodinia
mecanica induzida por carragenina. Essa resposta foi inibida pelo tratamento com
FTD-H2S, 1 e 3 h apos injecdo de carragenina. Entretanto, quando houve a
administracdo prévia de hidroxocobalamina, a atividade antialodinica do FTD-H2S, 1
e 3 h apds a administracdo de carragenina, foi revertida (Figura 27A). Uma avaliacao
integrada dos resultados, por meio da andlise da &rea sob a curva, indicou reverséo
pelo pré-tratamento com a hidroxocobalamina das atividades antialodinicas do FTD-
H2S e do NaHS (Figura 27B).



Figura 27 — Efeitos induzidos pela hidroxocobalamina sobre a atividade do
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FTD-H2S e NaHS em modelo de alodinia mecéanica induzida por carragenina
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Hidroxocobalamina (Hcbl): 300 mg/kg, i.p.; - 2 h. FTD-H.S: 25 mg/kg, i.p.; - 1 h. NaHS :8 mg/kg,

i.p.; -1 h. Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a

curva. ** indica diferenca estatisticamente significativa em relag@o ao grupo controle (V)

(p<0,001) . ¥ indica diferenca estatisticamente significativa do grupo Hcbl/FTD-H,S em relacdo

ao grupo tratado com FTD-H,S (p<0,001) + indica diferenca estatisticamente significativa em

do grupo Hcbl/NaHS relagéo ao grupo tratado com NaHS (p<0,05). n=6. Fonte: elaborado pelo

autor.
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6.5.4 Efeito induzido pelo hidroxocobalamina sobre as atividades do FTD-H2S e NaHS

no modelo de alodinia mecénica induzida por LPS

A hidroxocobalamina também foi utilizada para verificar o possivel papel da liberacéo
de H2S na atividade do FTD-H2S e do NaHS no modelo de alodinia mecéanica induzida
por LPS. Assim como no protocolo anterior, a hidroxocobalamina foi administrada por
via i.p. na dose de 300 mg/kg, 1 h antes da administracao de FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.)
ou NaHS (8 mg/kg, i.p.). Quando administrada isoladamente, a hidroxocobalamina
ndo alterou a alodinia mecanica induzida por LPS. Essa resposta foi inibida pelo
tratamento com FTD-HzS, 1, 3 e 5 h ap0s injecdo de LPS, ou NaHS, 1 h apos injecdo
de LPS. Entretanto, quando houve a administracdo prévia de hidroxocobalamina as
atividades antialodinicas do FTD-H2S ou NaHS foram revertidas apos a administracdo
de LPS (Figura 28A). Uma avaliacdo integrada dos resultados, por meio da analise
da area sob a curva, indicou reversao pelo pré-tratamento com a hidroxocobalamina
apenas da atividade antialodinica do FTD-H2S, devido a sua atividade de maior

duracdo em relacdo ao NaHS (Figura 28B).
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Figura 28 — Efeitos induzidos pela hidroxocobalamina sobre a atividade do
FTD-H2S e NaHS em modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS
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Hidroxocobalamina (Hcbl): 300 mg/kg, i.p.; - 2 h. FTD-H.S: 25 mg/kg, i.p.; - 1 h. NaHS :8 mg/kg,
i.p.; -1 h.LPS: 50 pg, 30 uL, i.pl. V =veiculo. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva. ***
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (V) (p<0,001) . ##
indica diferenca estatisticamente significativa do grupo Hcbl/FTD-H.S em relagédo ao grupo
tratado com FTD-H;S (p<0,001). + indica diferenca estatisticamente significativa do grupo

Hcbl/NaHS em relagdo ao grupo tratado com NaHS (p<0,05). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.5.5 Efeito induzido pelo FTD-H2S sobre a producao de TNF-a, IL-183 e IL-6 induzida

por carragenina

Imediatamente antes da coleta, a atividade do FTD-H2S 25 mg/kg por via i.p. no
modelo de alodinia mecénica induzida por carragenina foi confirmada. Trés horas
apos a injegao i.pl. de carragenina (600 pg), houve um aumento das concentracdes
de TNF-q, IL-1B e IL-6 na pata dos animais. Foi observado que o tratamento prévio (1
h) com o FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.) reduziu as concentracdes de TNF-a, IL-13 e IL-6
na 32 h apos a injecdo do estimulo inflamatorio, assim também observado para o

controle positivo dexametasona (10 mg/kg, p.o.) (Figura 29).
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Figura 29 - Efeito induzido pelo FTD-H2S sobre producgéo de citocinas induzida

por carragenina
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FTD-H.S: 6,25, 12,5 ou 25 mg/kg, i.p., -1 h. Concentracdes de (A) TNF-a (B) IL-1B e IL-6 (C) 3 h
apos injecao de carragenina. Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = grupo veiculo com estimulo.
S = grupo veiculo sem estimulo. *, ** e ** indicam diferencas estatisticamente significativas
em relagdo ao grupo V (p>0,05, p>0,01 e p<0,001; respectivamente). ## e ## indicam diferencas
estatisticamente significativas do grupo V em relagdo ao grupo S (p<0,01 e p<0,001;

respectivamente). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.5.5.1 Efeito induzido pela hidroxocobalamina sobre a atividade inibitoria do FTD-H2S

na producédo de TNF-a, IL-18 e IL-6 induzida por carragenina

A verificagdo do possivel papel da liberagdo de H2S na atividade do FTD-H2S na
producéo de citocinas induzida por carragenina foi avaliada utilizando-se novamente
a hidroxocobalamina. Como nos protocolos anteriores, a hidroxocobalamina foi
administrada por via i.p. na dose de 300 mg/kg, 1 h antes da administracdo de FTD-
H2S (25 mg/kg, i.p.). Imediatamente antes da coleta, o efeito induzido pela
hidroxocobalamina sobre a atividade do FTD-H2S 25 mg/kg por via i.p. no modelo de
alodinia mecanica induzida por carragenina foi confirmado. Mais uma vez, houve um
aumento das concentracdes de TNF-a, IL-1B8 e IL-6 na 32 h apds a injecdo i.pl. de
carragenina (600 ug), revertido pelo tratamento prévio (1 h) com o FTD-H2S (25 mg/kg,
I.p.). A hidroxocobalamina, administrada isoladamente, néo alterou a produgéo das
citocinas. Entretanto, a administracdo prévia da hidroxocobalamina reverteu o efeito
inibitério do FTD-H2S sobre a producdo de IL-1B e IL-6 induzida por carragenina
(Figura 30).



78

Figura 30 - Efeito induzido pela hidroxocobalamina sobre a atividade inibitéria

do FTD-H2S sobre a producgé&o de citocinas induzida por carragenina
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Hidroxocobalamina (Hcbl): 300 mg/kg, i.p., -2 h. FTD-H,S: 25 mg/kg, i.p., -1 h. Concentrac¢des de
(A) TNF-a (B) IL-1B e IL-6 (C) 3 h apés injegao de carragenina. Carragenina: 600 pg, 30 uL, i.pl.
V = grupo veiculo com estimulo. S = grupo veiculo sem estimulo. * e ** indicam diferengas
estatisticamente significativas em relacdo ao grupo V (p>0,05 e p>0,01; respectivamente). # e
### indicam diferencas estatisticamente significativas do grupo V em relac&o ao grupo S
(p<0,05 e p<0,001; respectivamente). + e +++ indicam diferencas estatisticamente significativas
do grupo Hcbl/FTD-H2S em relagdo ao grupo FTD-H,S (p<0,05 e p<0,001; respectivamente).
n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.5.6 Efeito induzido pelo FTD-H2S sobre a producdo de TNF-a, IL-1B3 e IL-6 induzidas
por LPS

Imediatamente antes da coleta, a atividade do FTD-H2S 25 mg/kg por via i.p. no
modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS foi confirmada. A injecéo i.pl. de LPS
(50 pg) promoveu um aumento das concentracdes de TNF-a, IL-1B e IL-6, avaliadas
3 h apdés o estimulo. O tratamento prévio (1 h) com o FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.) ou
dexametasona (10 mg/kg, p.o.) reduziu as concentracdes de TNF-qa, IL-13 e IL-6 na
32 h apos a injecdo do estimulo inflamatério (Figura 31). A reducédo de TNF-a 3 h pds-
LPS também foi promovida pela administracdo de FTD-H2S na dose de 12,5 mg/kg.
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Figura 31 - Efeito induzido pelo FTD-H2S sobre producgéo de citocinas induzida
por LPS
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sem estimulo. * e *** indicam diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo V
(p>0,05 e p<0,001; respectivamente). ## e ## indicam diferencas estatisticamente significativas

do grupo V em relagdo ao grupo S (p<0,05 e p<0,01; respectivamente). n=6. Fonte: elaborado

pelo autor
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6.5.6.1 Efeito induzido pela hidroxocobalamina sobre a atividade inibitoria do FTD-H2S
na producdo de TNF-a, IL-18 e IL-6 induzida por LPS

A hidroxocobalamina também foi utilizada para avaliar o papel da liberacdo de H2S na
atividade do FTD-H2S na producgéo de citocinas induzida por LPS. Novamente, a
hidroxocobalamina foi administrada por via i.p. na dose de 300 mg/kg, 1 h antes da
administracdo de FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.). Imediatamente antes da coleta, o efeito
induzido pela hidroxocobalamina sobre a atividade do FTD-H2S 25 mg/kg por via i.p.
no modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS foi confirmado. As concentracdes
de TNF-qa, IL-1B e IL-6 na 32 h apds a injecdo i.pl. de LPS (50 ug) foram, como
esperado, aumentadas, e o tratamento prévio (1 h) com o FTD-H2S (25 mg/kg, i.p.)
reverteu esses aumentos. A hidroxocobalamina, administrada isoladamente, néo
alterou a producao das citocinas induzida por LPS. Entretanto, o efeito inibitério do
FTD-H2S sobre a producdo de IL-1B8 e IL-6 induzidos por LPS foi revertido pela

administracao prévia de hidroxocobalamina. (Figura 32).
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Figura 32 - Efeito induzido pela hidroxocobalamina sobre a atividade inibitéria
do FTD-H2S sobre a producgéo de citocinas induzida por LPS
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Hidroxocobalamina (Hcbl): 300 mg/kg, i.p., -2 h. FTD-H,S: 25 mg/kg, i.p., -1 h. Concentrac¢des de
(A) TNF-a (B) IL-1B e IL-6 (C) 3 h ap0s injecdo de LPS. LPS: 50 ug, 30 uL, i.pl. V = grupo veiculo
com estimulo. S = grupo veiculo sem estimulo. *** indica diferenca estatisticamente
significativa em relac&o ao grupo V (p>0,001). # e ### indicam diferencas estatisticamente
significativas do grupo V em relagcdo ao grupo S (p<0,05 e p<0,001; respectivamente). + indica
diferenca estatisticamente significativa do grupo FTD-H;S em relacao ao grupo Hcbl/FTD-H,S

(p<0,05). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.5.7 Efeito induzido pela glibenclamida e naltrexona sobre a atividade do FTD-H2S

no modelo de alodinia mecénica induzida por LPS

De modo a investigar os possiveis mecanismos que mediam a atividade antialodinica
de FTD-H2S, um blogueador de canais para potassio ATP-dependente (glibenclamida)
e um antagonista opoidérgico (naltrexona) foram usados. Mais uma vez, a
administragéo prévia de FTD-H2S (25 mg/kg, i.p., -1 h) inibiu a alodinia mecénica
induzida por LPS. As administra¢cdes de glibenclamida (40 mg/kg; p.o.) ou naltrexona
(10 mg/kg, i.p.), isoladamente, ndo afetaram a alodinia mecénica induzida por LPS
(Figura 33). A glibenclamida atenuou parcialmente a atividade antialodinica do FTD-
H2S, revertendo a inibicdo promovida pelo hibrido na 32 h apos a injecdo de LPS
(Figura 33A).
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Figura 33 — Efeitos induzidos pela naltrexona ou glibenclamida sobre a
atividade do FTD-H2S em modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS
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Naltrexona (Nalt): 10 mg/kg, i.p.; - 2 h. Glibenclamida (Glib): 40 mg/kg, p.o.; - 2 h. FTD-H,S: 25
mg/kg, i.p.; - 1 h. LPS: 50 pg, 30 yL, 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<0,001) . # indica diferenca estatisticamente significativa do grupo em relagdo ao grupo

tratado com FTD-H,S (p<0,05). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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7 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¢des dolorosas ou inflamatorias e
ainda representam um grande desafio. Assim, a busca por novas alternativas
farmacoterapéuticas torna-se necessaria. Diversas atividades relacionadas as
substancias ftalimidicas ou doadoras de H2S tém sido demonstradas. O
desenvolvimento de moléculas, denominadas hibridos, a partir de uma estrutura
ftalimidica ou de um doador de H2S acoplado a uma outra substancia ou estrutura
com atividades conhecidas tem se mostrado ser uma abordagem promissora para a
caracterizacdo de substancias com varias atividades em modelos experimentais e
eficAcia em ensaios clinicos. No presente estudo, foi avaliada a atividade do hibrido
ftalimidico doador de H2S, FTD-H2S, em diferentes modelos de dor e inflamacéo. Foi
observado que o FTD-H2S é capaz de liberar H2S in vitro e, apds administracdo de
varias doses por diferentes vias, apresenta atividade em modelos de dor inflamatéria
e edema inflamatério. A atividade do FTD-H2S em modelos de dor inflamatéria parece
envolver liberacdo de H2S, reducdo da producdo de citocinas e ativacdo de canais
Katp. Foi verificado, ainda, que o FTD-H2S apresenta atividade antialodinica mais
duradoura quando comparada aquela do NaHS, um doador de H2S bastante utilizado
em estudos que avaliam as atividades do H2S, e de maior magnitude quando
comparado a seus precursores sintéticos, a estrutura ftalimidica FTD-OH e a unidade
doadora de H2S ADT-OH.

7.1 Caracterizagéo das atividades do FTD-H2S em modelos de dor e inflamagéao

Previamente aos experimentos que avaliassem possiveis mecanismos envolvidos nas
atividades de FTD-H2S, a caracterizacdo das atividades do FTD-H2S em diferentes

doses e vias de administracdo em diversos modelos foi realizada.

Apesar do uso de uma ampla faixa de doses, as primeiras avaliacbes demonstraram
que apenas a maior dose do FTD-H2S, 125 mg/kg, induzia efeitos em modelos de

alodinia mecanica e edema induzidos por carragenina. Visando obter melhor perfil
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dessas atividades e identificar atividades que pudessem ocorrer de maneira dose-
dependente, foram feitas novas avaliagdes com doses maiores do FTD-H2S. Embora
o FTD-H:S tivesse apresentado atividades nas duas maiores doses utilizadas, 125 e
250 mg/kg nos modelos de alodinia e edema induzidos por carragenina, nao ficou
evidente uma relacdo dose-resposta, ndo havendo diferencas estatisticas entre os
efeitos induzidos pelas duas doses da substancia. No modelo de alodinia mecénica

induzida por LPS, entretanto, essa relacao ficou mais evidente.

Embora houvesse a possibilidade de conduzir novas avaliagdes com uma faixa de
doses ainda maiores, a disponibilidade do FTD-H2S demonstrou ser uma limitacéo,
visto que a substancia € inédita, ndo esta disponivel comercialmente e sua sintese
envolve etapas complexas, com rendimento limitado durante as diferentes etapas do
processo, com rendimento final de 42% (MELO et al.,, 2023). Assim, no presente
estudo, foi proposta a mudanca da administracdo p.o. para a via i.p. que, embora
também seja passivel de metabolismo hepatico e néo reflita 0 que ocorre normalmente
em situacdes clinicas, possui vantagens em relacdo ao tempo de absorcdo e
biodisponibilidade (CLAASEN, 1994), possibilitando o uso de doses menores do FTD-
H2S. Assim, de maneira semelhante aos resultados obtidos pela administragéo p.o.
de FTD-H2S, mas em doses menores, o FTD-H2S, quando administrado por via i.p.,
apresentou atividades em modelos de dor e edema inflamatérios, mas ndo em
modelos de dor neuropética ou nociceptiva. Foi estabelecida, entdo, a dose 25 mg/kg

de FTD-H2S, administrada por via i.p., para 0s experimentos posteriores.

7.1.1 Atividade do FTD-H2S em modelos de dor

A carragenina € 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 processo inflamatério local, que envolve a producgéo e acéo de
varios mediadores inflamatérios e resulta em maior sensibilidade aos estimulos
térmicos e mecanicos no local da lesdo. A alodinia mecanica € uma resposta
amplamente reconhecida e indica a sensibilizagdo marcante dos nociceptores
induzida por multiplos mediadores inflamatérios (POSADAS et al., 2004; GREGORY
et al., 2013).
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No presente estudo, a alodinia mecéanica induzida pela injec&o i.pl. de carragenina foi
inibida pelo FTD-H2S, nas doses de 125 ou 250 mg/kg (p.o.) ou 25 mg/kg (i.p.).
Atividades de analogos ftalimidicos ou doadores de H2S em modelos de dor
inflamatédria induzida por carragenina tém sido demonstradas em diversos estudos.
Em modelo de dor inflamatoria, semelhante ao utilizado no presente estudo, o analogo
ftalimidico N-(4-metil-fenil)-4-metilftalimida (denominado MPMPH-1) reverteu a
reducado do limiar de retirada de pata induzido por diversos estimulos, entre os quais
a carragenina (DA SILVA et al.,, 2017). A mesma atividade foi observada apés
administracéo, em camundongos, de um hibrido doador de H2S e NO, desenvolvido a
partir do acido acetilsalicilico (NIA et al., 2013; FONSECA et al., 2015). Foi
demonstrada a atividade de analogos ftalimidicos em um experimento também
utilizando a carragenina como estimulo, dessa vez um modelo de hiperalgesia, com a
administracdo prévia do estimulo antes da avaliacdo do tempo de permanéncia dos
animais na placa quente (CASAL et al., 2016).

Em modelo de sinovite induzida pela injecdo de carragenina na articulagéo do joelho
de ratos, foi demonstrado que o 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). Em modelo semelhante foi demonstrada a
reducdo da alodinia pelo hibrido doador de H2S desenvolvido a partir do naproxeno,
0 ATB-346 (EKUNDI-VALENTIM et al., 2013) e pelo sal inorganico doador de H2S
Na2S (ANDRUSKI et al., 2008).

O LPS é uma endotoxina derivada da membrana externa das bactérias Gram-
negativas (ZHANG et al., 2013) e tem sido amplamente utilizado como indutor de
respostas inflamatérias e/ou respostas relacionadas, como febre, hiperalgesia e
alodinia (CAHILL et al. 1998). A injecao local de LPS induz a formacé&o de bradicinina
(POOLE et al., 1999), que, por sua vez, é capaz de induzir a formacado de TNF-a e
varios outros mediadores, como interleucinas, e a expressédo de ciclooxigenases.
Esses mediadores, em concentragbes mais elevadas, ativam e sensibilizam
nociceptores (FERREIRA et al., 1993; CUNHA et al., 2000), o que resulta, em maior
sensibilidade a estimulos mecanicos no local da lesdo, caracterizando, assim, a dor

inflamatoria. O LPS é um agonista do receptor toll-like do tipo 4 (TLR4) e do receptor
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de potencial transitério anquirina 1 (TRPAL), cuja ativagdo normalmente resulta em
resposta pré-inflamatdéria e ativacéo de nociceptores, o que explica o uso do LPS como
estimulo em modelos de dor inflamatéria (CALIL et al., 2014; MESEGUER et al., 2014;
CARPENTER et al.,, 2019). Assim, a determinacdo da alodinia mecanica nesse
modelo também pode indicar a sensibilizacdo e ativagcdo dos nociceptores como
resultado da acdo desses diversos mediadores inflamatorios.

Ao contrario da maioria dos modelos adotados no presente estudo, a alodinia
mecanica induzida pelo LPS n&o havia sido padronizada pelo nosso grupo de
pesquisa. Assim, foi feita uma avaliacéo preliminar dos efeitos induzidos pelo LPS em
diferentes doses, de acordo com informacfes fornecidas por estudos prévios nos
quais o LPS foi utilizado como estimulo em modelos de dor (FERREIRA et al., 1993;
MESEGUER et al., 2014). Apés a avaliacéo inicial, foi selecionada a dose de 50 ug,
que induziu alodinia mecéanica de forma mais eficaz e persistente. O FTD-H2S, nas
doses de 125 ou 250 mg/kg (p.o.) ou 25 mg/kg (i.p.), inibiu a alodinia mecénica
induzida pela injecao i.pl. de LPS. Similarmente, o analogo ftalimidico MPMPH-1
também foi capaz de reduzir essa resposta frente a administracéo i.pl. de LPS (DA
SILVA et al., 2017). Cunha et al. (2008) demonstraram que o NaHS, um conhecido
doador de H2S, também apresenta atividade em modelo de hipernocicepc¢ao induzida
por LPS. Assim, a atividade do FTD-H2S nesse modelo de dor inflamatoria induzida
por LPS pode estar relacionada com sua estrutura ftalimidica e sua possivel

propriedade de liberacéo de H2S.

A alodinia mecanica, induzida por outros estimulos, também é reduzida pela
administracdo de substancias com estrutura ftalimidica ou doadores de H2S. Nosso
grupo de pesquisa, recentemente, demonstrou a atividade de anélogos ftalimidicos de
estruturas simples em modelo de alodinia mecénica induzida por CFA (BATISTA et
al., 2019). A reducgédo alodinia mecanica induzida por CFA também tem sido
observada em avalia¢cGes de atividades de doadores de H2S (REDONDO et al., 2017;
PORTA et al., 2021). Em modelos experimentais de cancer ésseo, a reducdo da
alodinia mecéanica também é induzida pelo analogo ftalimidico MPMPH-1 (SANTIN et
al., 2019) ou pela inalagdo de H2S em modelo similar (ZHUANG et al., 2017).
Doadores de H2S também reduzem a alodinia em modelo de osteoartrite induzida por

iodoacetato monossodico (BATALLE et al., 2020) e em modelo de retirada abrupta de
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opioides (YANG et al., 2014). De modo similar, hibridos também apresentam atividade
nesses modelos. A alodinia térmica € revertida por um hibrido ftalimidico acoplada a
analogos do GABA (YOGEESWARI et al.,, 2008), enquanto um derivado da
mesalazina doador de H:S inibe a alodinia em modelo de distensédo colorretal
(DISTRUTTI et al., 2006a).

O FTD-H2S néo elevou a laténcia do comportamento nociceptivo no modelo da placa
quente. Cunha et al. (2008), ao estudarem o papel do H2S enddgeno e exdgeno em
modelos de dor, verificaram que o NaHS n&o apresenta atividade no modelo de placa
quente, ao passo que atividade em modelos de dor inflamatéria é observada. De modo
semelhante, Baskin et al. (2022) também nédo observaram atividade antinociceptiva
do NaHS no modelo de placa quente, enquanto a atividade antinociceptiva foi
observada no modelo de contor¢des induzidas por acido acético. O mesmo perfil de
atividade foi observado para hibridos ftalimidicos, onde Dziubina et al. (2022)
constataram que essas substancias também apresentavam atividades em modelo de
contor¢cdes induzidas por acido acético, mas ndo em placa quente. Nesse modelo,
ocorre a ativacdo de receptores da familia TRP pelo estimulo nocivo (calor)
(TOMINAGA, 2007). Tem sido demonstrado que analgésicos que atuam,
principalmente, por meio de mecanismos centrais sédo capazes de inibir a resposta
nociceptiva induzida por calor (VOGEL, 2002). Assim, embora o FTD-H2S pode
realmente ndo induzir qualquer efeito sobre o processamento nociceptivo nesse
modelo, a auséncia de atividade pode ser resultado de baixas concentracdes da
molécula no SNC e, assim, estudos adicionais avaliando e efeitos induzidos pela
administracdo central do FTD-H2S podem ser necessarios para obtencdo de
conhecimento mais amplo do perfil de atividade dessa substancia nesse modelo

experimental.

No presente estudo, também foi avaliada a atividade do FTD-H2S em um modelo de
sensibiliza¢do induzida pelo quimioterapico paclitaxel, que mimetiza a dor neuropética
relatada por pacientes oncologicos durante a quimioterapia (MORAIS et al., 2018). O
FTD-H2S, nas doses e vias avaliadas, nao reverteu a alodinia mecénica induzida pela
administracdo de paclitaxel. Uma abordagem similar, utilizando paclitaxel e
oxaliplatina como estimulos, foi utilizada por Di Cesare Mannelli et al. (2017) em um

modelo de dor neuropatica, no qual doadores de H2S (NaHS, alil-isotiocianato, fenil-
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e carboxilfenil-isotiocianato), administrados por via subcutanea, apresentam
atividades em testes de sensibilidade ao frio. A administracdo de hibridos ftalimidicos
(YOGEESWARI et al. 2008) e a inalacéo de H2S (KIDA et al. 2015) reduzem a alodinia
mecanica e a hiperalgesia térmica induzidas por constricdo do nervo isquiatico, outro
modelo de dor neuropatica utilizado em estudos experimentais. Assim, apesar da
atividade relacionada ao uso de hibridos ftalimidicos e a liberacdo de H2S em modelos
de dor neuropatica ser demonstrada, alguns fatores devem ser considerados, como
vias de administracdo, doses ou esquemas terapéuticos e estimulos utilizados, além

de parametros avaliados no modelo.

Com o objetivo de investigar se a atividade antialodinica apresentada pelo FTD-H2S
poderia resultar de incoordenacdo 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 o FTD-H2S n&o alterou o tempo de permanéncia dos animais na
haste girante, € pouco provavel que a atenuacdo do comportamento nociceptivo
induzida por essa substdncia nos modelos utilizados seja resultado de
comprometimento da atividade motora ou de relaxamento muscular. Essa
observacéo, além de validar os resultados encontrados, coincide com aquelas feitas
em outros estudos que demonstraram auséncia de relacdo entre administracao de
analogos ftalimidicos (DA SILVA et al. 2017) ou doadores de H2S (CAMPOLO et al.,
2014; WANG et al., 2015) e incoordenacéo motora.

7.1.2 Atividade do FTD-H2S em modelo experimental de inflamacido aguda

A administracdo local de carragenina induz migracdo de neutréfilos para o sitio
inflamatoério, que resulta na produgdo de varios mediadores. Um dos sinais
resultantes, o edema, é bastante (til para avaliar a atividade anti-inflamatéria de
substancias e estudar a contribuicio de mediadores envolvidos nos eventos

vasculares associados ao processo inflamatorio (SALVEMINI et al., 1996).

Assim, em concordancia com sua atividade no modelo de dor inflamatéria induzida
também pela carragenina, o FTD-H2S, nas doses de 125 ou 250 mg/kg (p.0.) ou 25

mg/kg (i.p.), inibiu o edema. Varios resultados semelhantes utilizando outras
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estruturas ftalimidicas ou doadores de H2S foram obtidos por outros pesquisadores.
Anélogos ftalimidicos desenvolvidos a partir de algumas substituicdes no anel
ftalimida reduzem o edema induzido por carragenina (COLLIN et al., 2001; ASSIS et
al., 2014; CASAL et al., 2016; SU et al., 2017; BANAROUEI et al., 2019). Outros
grupos de pesquisa também demonstraram a reducdo de edema induzido por
carragenina em animais tratados com doadores de H2S como NaHS, Na2S
(ZANARDO et al., 2006), &cido lipoico (DUDEK et al., 2013) e dialil dissulfeto (ZHANG
et al., 2020). Zanardo et al. (2006) ainda demonstraram que a inibicdo da producao
enddgena de HzS, através da administracao do inibidor da atividade de CSE, B-ciano-
alanina, aumenta o edema de pata induzido pela carragenina, reforcando o papel do
H2S no modelo e, consequentemente, no controle do processo inflamatério. O edema
induzido por carragenina é reduzido pela administracdo de hibridos ftalimidicos
derivados de arilssulfonamidas (ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2005), pirimidinas
(FALCAO et al., 2006), pirazolinas (POPHALE e DEODHAR, 2010), piridonas (SINGH
et al., 2021), hidrazinas (IAMN et al., 2016) e triaz6is (ASSIS et al., 2019), assim como
hibridos doadores de H2S desenvolvidos a partir de estruturas como diclofenaco
(BHATIA et al., 2005b; SIDHAPURIWALA et al., 2007), acido acetilsalicilico (KODELA
et al., 2012) e ibuprofeno (HASSAN et al., 2019; GYONGYOSI et al., 2021).

Outros estudos demonstraram que estruturas ftalimidicas ou doadores de H2S
também reduzem o edema em outros modelos, utilizando diferentes estimulos e/ou
locais de avaliagdo, como: edema cerebral por hemorragia subaracnoide (CAO et al.,
2016), em modelo de ressuscitacao apos parada cardiaca (GENG et al., 2015) ou em
modelo de neuroinflamacdo ap6s hemorragia intracerebral (ZHAO et al., 2017);
edema pulmonar induzido por clampeamento adrtico infra-renal (TANG et al., 2017)
ou ligadura e puncéao cecal (LI et al., 2022a); edema de articular induzida por zimosano
(DIEF et al., 2015) ou CFA (LI et al., 2013) e edema de orelha induzido por forbol
(COLLIN et al., 2001), capsaicina (DOS SANTOS et al., 2011) ou xileno (MENG et al.,
2007; SONG et al.,, 2016). Antes de sua avaliacdo em ensaios clinicos, foi
demonstrado que o hibrido naproxeno-H2S, ATB-346, reduz o edema induzido por
CFA (WALLACE et al., 2010) e o edema articular induzido por zimosano (DIEF et al.,
2015).
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7.2 Atividades do FTD-H2S e mecanismos envolvidos

No presente estudo, foi demonstrado que o FTD-H2S libera Hz2S in vitro. Essa
observacéao foi feita utilizando-se o método de azul de metileno. Esse método baseia-
se na reacao do sulfeto com N,N-dimetil-p-fenilenodiamina na presenca de cloreto
férrico, em condicdo acida. O azul de metileno formado apresenta alta absortividade
molar em torno de 670 nm (HUGHES et al., 2009). Embora existam limitacées em
relacdo ao método, como falta de seletividade e sensibilidade (IBRAHIM et al., 2021),
esse metodo, além de ser mais simples e de menor custo comparado a outros
métodos como o0 uso de sondas fluorescentes e amperometria, € um dos mais
utilizados em estudos que utilizam doadores de H2S ou avaliam producdo de H2S
endogena. De fato, varios estudos citados anteriormente utilizaram esse método para
verificar producdo de H2S em solugbes, células ou tecidos (ZHAO et al., 2001; LI et
al., 2007; SIDHAPURIWALA et al., 2007; LI et al., 2008a; MUZAFFAR et al., 2008;
LEE et al., 2010; KODELA et al., 2012; KWIATKOSKI et al., 2013; ZHOU et al., 2014a;
DIEF et al., 2015; GAO et al., 2015; ZHAO et al., 2017; BOURQUE et al., 2018; QIU
et al., 2018; QABAZARD et al., 2020; BONARDI et al., 2022; ZHONG et al., 2022;
ZHOU et al., 2022). O FTD-H2S possui solubilidade limitada e, por isso, optou-se por
utilizar concentragdes em que a solucdes se apresentassem mais limpidas (até 500
uM), visto que a turbidez da solucdo pode interferir nos valores de absorbancia
obtidos. A observacdo que o FTD-H:zS libera H2S em solucao gera a expectativa que
essa liberacdo também ocorra in vivo. De fato, € constatado que a liberacdo de H2S
por hibridos com o ADT-OH em sua estrutura ocorre em maior magnitude quando na
presenca de homogenatos de tecido, como figado, ou plasma do que em solucéo néo-
biolégica somente (DISTRUTTI et al., 2006a; LI et al., 2007; LEE et al., 2010).

Visto que o FTD-H2S é um hibrido ftalimidico doador de H2S, o entendimento do papel
de cada uma de suas unidades, seja pelas propriedades relacionadas a grupos
ftalimidas ou a liberacdo de H2S, € necessério. Essa investigacdo, porém, € complexa
e com muitas limitacbes. Diversas ferramentas também podem ser utilizadas para
inibir a liberacdo e acdo do H2S, como inibicdo das enzimas produtoras de H2S, no
caso de investigacGes do papel do H2S enddégeno (WALLACE et al., 2009); uso de
substancias “expiradas”, em que as solugdes sao expostas ao ar por um determinado

tempo, para o consumo de H2S (LI et al., 2009; JIANG et al., 2019); comparacdo com
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substancias analogas sem o atomo de enxofre na estrutura (DI CESARE MANNELLI
et al.,, 2017; MELO et al., 2019) ou uso de sequestradores de H2S, tais como
hemoglobina (DI CESARE MANNELLI et al.,, 2017), embora este apresente a
desvantagem de nao ser seletivo para H2S (PAPAPETROPOULOS et al., 2015). A
hidroxocobalamina € uma substancia utilizada como sequestradora de H:S,
principalmente em situacbes de intoxicacdo por altas concentracdes de H2S no
ambiente (HAOUZI et al., 2015), mas também para inibir acdo do H2S em contexto
farmacolégico (PAPAPETROPOULOS et al.,, 2015; HUANG et al., 2016). A
hidroxocobalamina € uma das estruturas pertencentes ao conjunto das vitaminas B12,
sendo denominada vitamina B12a. O mecanismo proposto para justificar uso da
hidroxocobalamina como sequestrador de H2S é a combinagédo do seu grupamento
contendo o elemento cobalto ao H2S, catalisando sua oxidagdo em meio biologico
(HAOUZI et al.,, 2014). Assim, no presente estudo foi proposta a utilizacdo da
hidroxocobalamina, na dose de 300 mg/kg (TRUONG et al., 2007), como ferramenta
para investigar o possivel papel da liberagédo de H2S nas atividades do FTD-H2S ou
NaHS.

O NaHS é uma substancia bastante utilizada em experimentos nos quais se avaliam
atividades do H2S. Sendo assim, foi também proposto que avaliacdes dos
mecanismos envolvendo as atividades do FTD-H2S fossem feitas comparativamente
com as atividades do NaHS. Para isso, foi feita uma avaliacédo inicial da atividade do
NaHS em modelo de alodinia mecanica apés administracdo de diferentes doses,
tendo como referéncia a maior dose, por via i.p., encontrada nos estudos
mencionados anteriormente, 8 mg/kg (FIORUCCI et al., 2005). O NaHS, na dose de
8 mg/kg, apresentou atividade antialodinica apenas na primeira avaliacdo (1 h apoés
administracdo do estimulo). Esse efeito de curta duracdo pode estar relacionado a
rapida cinética de liberacdo de H2S comparada aquela de outros doadores de H2S (LI
et al., 2008a).

Na avaliacdo do efeito da hidroxocobalamina sobre as atividades do FTD-H2S ou
NaHS no modelo de alodinia mecéanica induzida por LPS ou carragenina, foi
observado que hidroxocobalamina, isoladamente, ndo apresentou qualquer atividade
e, ainda, reverteu os efeitos induzidos por FTD-H2S ou NaHS em todos momentos em

que essas substancias apresentaram atividade. Essa reversdao pela
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hidroxocobalamina do efeito induzido por uma molécula liberadora de H2S foi também
observado por Huang et al., 2016. Esses autores observaram que a substancia
doadora de H2S FW1256 tem sua capacidade de reduzir a produgéo de TNF-a e IL-6,
em neutrofilos estimulados por LPS, revertida pela adicdo da hidroxocobalamina ao
meio de cultura. A relacéo entre liberacao de H2S e a atividade do FTD-H2S em modelo
de dor inflamatoria induzida por LPS pode ser estar associada ao fato de que a
producdo enddgena de H2S apresenta-se reduzida em diversos estudos em que o
LPS foi utilizado como estimulo. De fato, foi demonstrado que o LPS reduz a producéo
endogena de Hz2S em células (DUFTON et al., 2012; SUN et al., 2019; LIN et al., 2022),
hipocampo (KUMAR et al., 2020), hipotalamo (KWIATKOSKI et al., 2013) e plasma
(TOKUDA et al., 2012), além de reduzir expressdo das enzimas produtores de H2S,
CBS, CSE e 3-MST (BOURQUE et al., 2018; CHEN et al., 2018; ZHANG et al., 2018;
DUAN et al., 2022). Assim, esses resultados indicam que a liberacdo de H2S pelo
FTD-H2S, bem como pelo NaHS, provavelmente deve ter um importante papel na

atividade antialodinica dessas substancias nos modelos avaliados.

O FTD-H:zS é sintetizado a partir do acoplamento da unidade doadora de H2S, ADT-
OH, e da estrutura ftalimidica FTD-OH (MELO et al., 2023). A unidade ADT-OH é uma
das mais utilizadas no desenvolvimento de hibridos doadores de H2S (WANG, 2012;
JIA et al., 2013). Isso ocorre, principalmente, pelo fato da unidade ADT-OH e os
hibridos desenvolvidos a partir dessa unidade liberarem H2S de forma lenta e
sustentada (ISENBERG et al., 2007; WHITEMAN e WINYARD, 2011), caracteristica
desejavel para a avaliacao de atividades relacionadas a liberacdo de H2S in vivo. O
mecanismo de liberacdo de H2S pelo ADT-OH envolve oxidag¢éo do enxofre do grupo
C=S (tiona) do anel 1,2 ditiol-3-tiona e sua metabolizacdo. In vivo, esse processo
parece envolver participacdo de CYP450 e a enzima flavina monooxigenase (DULAC
et al., 2018). A sintese de hibridos com a unidade ADT-OH envolve, na maioria das
vezes, etapas simples de esterificacdo da unidade com o farmaco original (KASHFI e
OLSON, 2013). O FTD-OH é um anélogo ftalimidico simples, que, assim como outras
substancias dessa classe, € capaz de reduzir a producao de TNF-a, além de reduzir
as concentracbes da quimiocina CXCL-1 e o acumulo de neutrofilos, além de
apresentar diversas atividades, como antiedematogénica, antialodinica e
antinociceptiva (GODIN, 2014; 2015; 2017).
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Assim, foi proposto no presente estudo a comparacao das atividades do FTD-H2S com
as dos seus precursores ADT-OH e FTD-OH, de modo a racionalizar a justificativa da
hibridizacdo dessas duas estruturas. Foi observado que o FTD-H2S, na dose de 25
mg/kg (i.p.) reduz a alodinia mecanica até 5 h apdés a administracdo de LPS e
carragenina, confirmando o que foi observado nos protocolos anteriores. No entanto,
seus precursores (em doses equimolares a do FTD-H2S) ndo apresentaram atividade

em qualquer momento avaliado.

Embora o FTD-OH tenha reduzido a alodinia mecanica em estudo anterior do nosso
grupo de pesquisa (GODIN et al., 2014), deve ser salientado que a menor dose, entre
aguelas que foram avaliadas, que induziu efeito foi 750 mg/kg, mais de 60 vezes maior
gue a dose de FTD-OH equimolar a dose de FTD-H2S utilizada no presente estudo.
Embora o ADT-OH tenha apresentado algumas atividades que podem contribuir para
reducado da resposta nociceptiva e inflamacéo, como reducdo da expresséo de iNOS,
TNF-q, IL-6, IL-1B e COX-2 em micréglia estimulada por LPS (ZHOU et al., 2014a),
tem sido demonstrado que o seu acoplamento resulta em moléculas com atividades
de maior magnitude. Além disso, foi demonstrado que o hibrido desenvolvido a partir
do ADT-OH pode liberar H2S em quantidades maiores que o ADT-OH isoladamente
(DISTRUTTI et al., 2006a; WALLACE et al., 2007a), sendo um possivel indicio de que,
mesmo que a liberagcéo de H2S seja o principal fator envolvido nas atividades desses
hibridos (embora certamente ndo o Unico, pois sdo desenvolvidos a partir de
moléculas com atividades ja demonstradas), essa liberacdo unicamente pela ADT-OH
nao seja suficiente para resultar em tais atividades. Assim, embora preliminares,
esses resultados podem indicar o papel da hibridizacdo dessas unidades, ADT-OH e

FTD-OH, nas atividades observadas no presente estudo.

De forma semelhante ao realizado no presente estudo, outros pesquisadores tém
avaliado a atividade de hibridos doadores de H2S em comparacgéo a substancia que
deu origem & molécula, visando justificar a hibridizacdo de uma substancia, com
atividades demonstradas, a uma unidade doadora de H2S. Por exemplo, o ATB-337,
hibrido doador de H2S derivado do diclofenaco, apresentou atividades, em modelos
de inflamacédo, de maior magnitude que o diclofenaco, como reducao da migragao
celular no pulmé&o, de citocinas pro-inflamatorias no plasma, de ativacdo de NF-kB no

figado e de edema (LI et al., 2007; SIDHAPURIWALA et al., 2007), além de induzir
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menos lesdes e Ulceras gastricas que o precursor (WALLACE et al., 2007a). O mesmo
foi observado para o ATB-346, que, além de apresentar melhor perfil de seguranca
gastrica que o seu precursor naproxeno (BLACKER et al., 2012), foi capaz de reduzir,
de forma mais significativa que seu precursor, alodinia mecéanica, edema articular,
recrutamento de leucécitos e producdo de TNF-a plasmatico induzido por zimosano
(DIEF et al., 2015) e edema induzido por CFA (WALLACE et al., 2010). O ATB-352,
derivado do cetoprofeno, também apresentou melhor perfil de eficacia quando
comparado ao precursor, como na reducdo do infiltrado celular inflamatério e
expressdo de citocinas no tecido gengivomucosal em modelo de periodontite
(GUGLIANDOLO et al., 2018) e reducéao da alodinia mecanica em modelo de dor pos-
operatoéria induzida por inciséo cirdrgica na pata (COSTA et al., 2020).

O papel das citocinas no desenvolvimento da inflamagédo e dor tem sido bem
demonstrado. Mais especificamente, em modelos experimentais de dor induzida por
LPS ou carragenina, tem sido demonstrado que citocinas, como TNF-q, IL-183, IL-6 e
IL-8 sdo essenciais para 0 desenvolvimento da nocicepc¢ao, estimulando a producéo
de outros mediadores inflamatérios que, por sua vez, estimulam a producao de outros
mediadores ou agem diretamente na sensibilizacdo de nociceptores (VERRI et al.,
2006).

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatoria, sendo rapidamente secretada frente a lesdes
teciduais ou infeccbes. Entre suas diversas funcbes, a principal, no processo
inflamatorio, consiste no estimulo a producdo de outros mediadores inflamatorios.
Portanto, por estar envolvido na fase inicial do desenvolvimento da inflamacgéo, o TNF-
a € um dos principais reguladores do processo e, por isso, o bloqueio de sua producéo
e atividade é visada em muitos estudos que tem como objetivo o desenvolvimento de
agentes terapéuticos (PARAMESWARAN e PATIAL, 2010). Logo, no
desenvolvimento da dor inflamatéria, caracterizada principalmente pela agdo de
mediadores inflamatérios, o0 TNF-a possui grande relevancia. E demonstrado, em
modelos experimentais de dor, que o TNF-a estimula a liberagéo de IL-1B e IL-6, que
estimulam a producao prostaglandinas que, por sua vez, sensibilizam nociceptores,
levando a nocicep¢ao. De modo semelhante, o TNF-a induz a secregao de IL-8, que
estimula a producdo de aminas do sistema nervoso simpatico, que também induzem

a sensibilizagao de nociceptores (CUNHA et al., 1992).
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Assim, as citocinas TNF-q, IL-1p3 e IL-6, cuja producéo foi avaliada no presente estudo,
sao de grande importancia, representando um elo entre reconhecimento de leséo ou
reconhecimento celular e sinais e sintomas da inflamacéo, entre os quais a dor (VERRI
et al., 2006). Essas evidéncias foram reforcadas pela administracdo diretas dessas
citocinas, que foram capazes de induzir, por exemplo, alodinia e hiperalgesia
mecanica (FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1992; DELEO et al., 1996; CALIL et
al., 2014).

Além da demonstracao direta do papel dessas citocinas no desenvolvimento da dor
inflamatoria, tem sido demonstrado em diversos estudos o papel da producédo dessas
citocinas em modelos de dor inflamatoria frente a estimulos inflamatérios. Em
camundongos deficientes para producédo ou atividade de TNF-a, IL-1B e IL-6, por
exemplo, o estimulo com carragenina ou LPS néo foi capaz de induzir alodinia
mecanica (ROCHA et al, 2006; XU et al, 1997; CLARK et al, 2010).
Consequentemente, e assim como foi demonstrado no presente estudo, € bem
estabelecido que estimulos como carragenina e LPS induzem um aumento na

producao de citocinas pré-inflamatérias (CUNHA et al., 2000).

Devido a isso, foram avaliados os efeitos induzidos pelo FTD-H2S sobre producéo das
citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6 estimulada por carragenina ou LPS. Além disso, foi
utilizado novamente o sequestrador de H2S, hidroxocobalamina, para avaliar o papel
da liberacéo de H2S nessa atividade. O FTD-H2S, administrado 1 h antes do estimulo
(carragenina ou LPS), reduziu a producao de TNF-a, IL-18 e IL-6.

A reducédo de producao de citocinas, em modelos experimentais de dor ou inflamacéo,
por substancias ftalimidicas ou doadoras de H2S € demonstrada em um extenso
namero de estudos e, mais especificamente, essas substancias reduzem a producéo
de TNF-q, IL-1B ou IL-6 induzidos por LPS em modelos experimentais in vivo. O
NaHS, por exemplo, reduziu a producéo dessas citocinas em modelos de inflamacéo
pulmonar (KAYA-YASAR et al., 2017; ALI et al., 2018), lesdo aguda renal (CHEN et
al., 2018; LI et al., 2022c) ou neuroinflamacédo (KUMAR et al., 2020) induzidas pelo
LPS. O GYY4137 também inibiu a producdo dessas citocinas em modelos de
inflamacéo sistémica (LI et al., 2009; CHEN et al., 2016; UNUMA et al., 2019) ou
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pulmonar (ZHANG et al., 2016; FALLER et al., 2018; JIANG et al., 2019) induzida por
LPS. Hibridos doadores de H2S, como ATB-337 (LI et al., 2007) e ATB-352
(GUGLIANDOLDO et al., 2018) também reduziram a producdo dessas citocinas em
modelos de inflamacéo sistémica ou periodontite, respectivamente, induzidos por
LPS. Substancias ftalimidicas também reduzem a producéo de citocinas induzidas por
LPS (CORRAL et al., 1996; MACHADO et al., 2005; CASAL et al., 2016). De forma
semelhante, a producdo dessas citocinas induzidas por carragenina também foi
reduzida por doadores de H2S, dialil dissulfeto (ZHANG et al., 2020) e 4-metil-
benzenocarbotiamida (MELO et al., 2019), ou por substancias ftalimidicas (BHAT et
al., 2015; GERA et al., 2019). Como citado anteriormente, a producdo de citocinas
induzidas por exposicao ao LPS, reduzida por doadores de H2S (SUN et al., 2019;
YURINSKAYA et al., 2020) ou substancias ftalimidicas (MARRIOTT et al., 1998;
CORRAL et al., 1999), também tem sido extensivamente demonstrada em

experimentos in vitro.

Assim, o FTD-H2S inibiu a producdo de TNF-q, IL-1B e IL-6 induzidas por LPS ou
carragenina. Essa atividade foi parcialmente reduzida pela administracédo prévia de
hidroxocobalamina. Além de, como citado anteriormente, doadores de H2S reduzirem
a producao dessas citocinas, é demonstrado que uma correlacdo negativa entre
concentracdes de H2S e produgéo dessas citocinas. Por exemplo, ha uma expressiva
reducdo desses mediadores frente ao aumento da expressao de CBS (ZHOU et al.,
2014a; LI et al., 2021) ou CSE (LIU et al., 2017), ao passo que, em camundongos
deficientes para producdo de CSE, ha um aumento da producéo dessas citocinas (LIU
et al., 2017). O uso de inibidores dessas enzimas produtoras de Hz2S também resultou
em aumento da producao de TNF-q, IL-1B e IL-6 (TANG et al., 2017; GAO et al., 2022).

O sequestrador de H2S reverteu a reducéo induzida pelo FTD-H2S sobre a producéo
de IL-1B e IL-6, mas ndo de TNF-a. Embora o resultado demonstre uma tendéncia da
reversao, pela hidroxocobalamina, da reducdo de TNF-a por FTD-H2S, ndo houve
uma diferenca significativa entre os grupos experimentais. Embora existam diversos
resultados, citados anteriormente, demonstrando relacdo entre reducdo de TNF-a e
H2S, alguns aspectos devem ser considerados. A producéo de TNF-a, comparado a
das outras citocinas avaliadas, ocorreu em magnitude bem menor, estando, assim,

diferencas estatisticas menos evidentes. Cunha et al. (2000) também demonstraram
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gue a producéo de TNF-a na pata de animais induzidos por carragenina ou LPS ocorre
em ordens de grandeza menores que IL-1 pelos mesmos estimulos. Além disso, foi
demonstrado no mesmo modelo que, ao passo que a producéo de IL-1B induzida por
LPS apresenta valor maximo na 32 hora apos o estimulo, o TNF-a tem seu valor de
producdo maximo na 12 hora, com progressiva reducao nos tempos posteriores, o que
pode estar relacionado ao fato de o TNF-a ser um dos primeiros mediadores a ser
liberado no processo inflamatério e, assim, ter atividades nas fases iniciais do
processo. Outro fato a ser considerado é que o FTD-H2S possui o anel ftalimida em
sua estrutura. Assim como em relacdo a propria talidomida, a atividade mais
caracteristica de substancias ftalimidicas é a reducdo da producdo de TNF-a
(MIYACHI et al., 1996; 1997; SHANNON et al., 1997; CHING et al., 1998; MACHADO
et al., 2005; CASAL et al., 2016; BACH et al., 2017). Assim, embora a liberacdo de
H2S possa contribuir na reducéo de produgéo de citocinas, inclusive o TNF-q, outros
mecanismos podem estar envolvidos e, assim, a liberacdo de H2S somente nédo seja

o suficiente para explicar essas atividades.

Visto que ativacao de vias opioidérgicas (GRAY et al., 1998) e de canais Katp (OCANA
et al., 1990; RODRIGUES e DUARTE, 2000; ALVES e DUARTE, 2002; ALVES et al.,
2004) contribui para a atividade de substancias em modelos de dor, foi investigado,
no presente estudo, o papel dessas vias na atividade do FTD-H2S no modelo de dor
inflamatoria induzida por LPS, por meio do uso da naltrexona, antagonista

opioidérgico, e glibenclamida, bloqueador de canais Katp.

A administracdo prévia de naltrexona nao alterou a atividade antialodinica do FTD-
H2S, 0 que sugere que mecanismos opioidérgicos ndo sejam relevantes para essa
atividade. Ainda existem poucas informacgdes 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 € revertida pela
administracao central de um antagonista de receptores opioidérgicos do tipo y e que
a substancia causa mudangas conformacionais nesses receptores. Embora a
importancia da via opiodérgica para efeitos induzidos por doadores de H2S ainda ndo
esteja bem elucidada, as interages entre esses podem depender dos doadores de
H2S avaliados e seu perfil de liberacdo, modelos e estimulos utilizados e receptores

opioidérgicos envolvidos.
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A glibenclamida, por sua vez, reverteu a atividade do FTD-H2S no modelo de alodinia
mecanica induzida por LPS. A ativacdo de canais Katp por Hz2S é bem estabelecida,
com muitos estudos demonstrando a correlacdo dessa propriedade com efeitos
induzidos pelo H2S em diversos modelos. A primeira demonstracéo dessa relacéo foi
feita por Zhao et al. (2001), em que a glibenclamida reverteu a atividade
vasorrelaxante do H2S. Além disso, tem sido amplamente demonstrado que
antagonistas de canais Katp sdo capazes de reverter os efeitos induzidos pelo H2S
em modelos de dor (DISTRUTTI et al., 2006b; CUNHA et al., 2008; DISTRUTTI et al.,
2010; DONATTI et al.,, 2014; QABAZARD et al.,, 2020; PORTA et al.,, 2021) e
inflamacgéo (FIORUCCI et al., 2005; ZANARDO et al., 2006; ANDRUSKI et al., 2008;
DUDEK et al.,, 2013; FOUAD et al.,, 2020), indicando que essa via tem grande
importancia nas atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria desse gasotransmissor.
Além disso, a administragdo prévia de glibenclamida também reverteu atividade de
hibridos doadores de H2S, como a reducao, pelo hibrido derivado da mesalazina, do
reflexo de retirada abdominal por distensao colorretal (DISTRUTTI et al., 2006a) e a
reducdo da alodinia mecéanica induzida por PGE2 por um hibrido derivado do &cido
acetilsalicilico (FONSECA et al.,, 2015). Como em outras atividades do H:2S, o
mecanismo envolvido na ativacdo de canais Katp provavelmente envolve modificacao
de proteinas de subunidades de canais KATP por sulfidratacao (JIANG et al., 2010;
MUSTAFA et al., 2011; GADE et al., 2013). Assim, reversao pela glibenclamida da
atividade antialodinica do FTD-H2S 3 h apds a administracdo do estimulo, aliada ao
fato que o FTD-H:S libera H2S que, por sua vez, € capaz de ativar canais Kartp, indica
gue esse mecanismo é parcialmente responsavel pela atividade do FTD-H2S no

modelo.

7.3 Limitagbes

Os resultados do presente estudo indicam uma perspectiva da investigacao do FTD-
H2S como um candidato a farmaco analgésico e anti-inflamatorio. Porém, sabe-se que
a translagéo de resultados de ensaios pré-clinicos para ensaios clinicos é 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
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reduzido namero de farmacos analgésicos aprovados nas Ultimas décadas. O
presente estudo, apesar de ter avaliado a atividade do FTD-H2S em diferentes
modelos de dor e inflamacéo, ainda indica a necessidade de outros modelos para

caracterizacao do perfil da molécula.

Como mencionado anteriormente, o FTD-H2S é uma substancia inédita, ndo estando
disponivel comercialmente, que requer etapas complexas para sua sintese, com
rendimentos limitados durantes as diferentes etapas. Assim, a sua disponibilidade
para as avaliacdes € limitada, visto que ha um consumo consideravel da substancia,
principalmente nos primeiros protocolos de caracterizagdo das atividades da
molécula, que demandam a avaliacdo dos efeitos induzidos por diferentes doses.
Essa adequacdo ao consumo da substancia provou-se ser limitante também em
relagdo ao periodo necessario para obter os resultados de caracterizagdo inicial das
atividades da molécula.

7.4 Perspectivas

Os resultados do presente estudo, que demonstram as atividades do FTD-H2S e os
provaveis mecanismos envolvidos, sdo expressivos, considerando que podem
contribuir para o entendimento de atividades relacionadas a estruturas ftalimidicas e
efeitos induzidos por H2S, além do desenvolvimento de moléculas hibridas. Estudos
adicionais, porém, devem ser conduzidos, avaliando mecanismos e processos que

possam ocorrer durante a atividade do FTD-H2S.

Ainda se fazem necessérias, assim, abordagens mais amplas que demonstrem essa
relacdo entre a propriedade de liberagcdo de H2S e a sua atividade. A relagéo entre as
atividades do FTD-H2S e a relevancia da presenca do grupo ftalimida ou da liberacao
de H2S ainda ndo esta bem estabelecida, embora tenha-se a expectativa que o
hibrido, caracteristicamente, tenha esses mecanismos como componentes
importantes para suas atividades. Nesse contexto, quantificagdes mais detalhadas do
perfil de liberacdo de H2S pelo FTD-H2S, comparacdo com analogos com estruturas
quimicas modificadas (como substituicdo do atomo de enxofre ou modificacdes no

anel ftalimida) podem auxiliar no entendimento da atividade do FTD-H2S.
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A avaliacdo do FTD-H2S em outros modelos in vivo de dor e inflamacdo pode ser
considerada, devido a sua atividade em modelo de alodinia mecéanica induzida por
LPS ou carragenina e edema inflamatério induzido por carragenina demonstrado no
presente estudo. Além disso, avaliagBes das atividades do FTD-H2S sobre outras vias
importantes para o desenvolvimento da dor, como vias canabinoidérgicas ou
serotoninérgicas, também podem ser realizadas. Os efeitos induzidos pelo FTD-H2S
em outros eventos importantes do processo inflamatério sdo passiveis de avaliagcao.
Efeitos sobre a migracao celular, por exemplo, podem ser avaliados por meio da
determinacdo da atividade de MPO. Ainda, a avaliagdo da acdo de H2S sobre a
producdo de outras citocinas ou mesmo sobre mecanismos transcricionais
relacionados a producdo de citocinas, como ativacdo de NF-kB, pode ajudar
esclarecer de forma mais ampla a atividade anti-inflamatéria do hibrido. De fato, um
vasto numero de estudos que demonstram a redugdo da ativagdo de NF-kB por
doadores de H2S ou substancias ftalimidicas. Avaliacdes in vitro também podem
contribuir para uma investigacdo mais ampla do efeito induzido pelo FTD-H2S sobre a
producéo e/ou expresséo de diferentes mediadores inflamatdrios, em diferentes tipos
de células, com diferentes estimulos, além de contornar as limitagdes envolvidas no
uso de animais. Outras avaliagées que ainda podem ser consideradas séo estudos de
modelagem ou ancoragem molecular, que demonstrem interacdo da substancia com
alvos de interesse. Estudos que avaliem perfis farmacocinético e toxicologico,
essenciais para o desenvolvimento de farmacos, também se fazem necessarios.
Ainda podem ser incluidas outras avaliacdes importantes utilizadas em outros estudos
da area, como utilizacdo de animais deficientes geneticamente para alguma
caracteristica em que possa se avaliar a importancia na atividade do FTD-H2S e
quantificacdo e/ou marcacdo da sulfidratacdo de proteinas, importante processo
envolvido na atividade de liberadores de H2S.

Finalmente, o uso clinico da substancia pode ser almejado. Apesar de o nimero de
substancias que atingem essas fases de avaliacao ser limitado e o campo de pesquisa
de H2S e analogos ftalimidicos ser relativamente recente, o fato de haver substancias
dessas classes aprovadas ou em avaliagdo clinica, como o apremilast e
otenaproxesul, citados anteriormente, encoraja a continuidade do estudo das
atividades do FTD-H2S.
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8 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o FTD-H2S, um hibrido ftalimidico
doador de H2S, apresenta atividades em modelos de dor inflamatoria e também em
modelo de edema inflamatorio, com atividade antialodinica de maior magnitude que
seus precursores sintéticos e com indicios do papel da liberacéo de H2S, reducéo da
producado de citocinas pro-inflamatorias e ativacao de canais Katp em sua atividade

em modelos de alodinia mecéanica.
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APENDICES

APENDICE A: Curva-padrdo do ensaio de quantificacdo de H2S pelo ensaio de

azul de metileno
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Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE B: Avaliac&o inicial dos efeitos induzidos pelo FTD-H2S p.o. sobre a

alodinia mecénicainduzida por carragenina
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FTD-H,S: 5, 25 ou 25 mg/kg; p.o.; - 1 h. Dexametasona (Dexa): 10 mg/kg; p.o.; -1 h.
Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) &rea sob acurva. *, ** e
*** jndicam diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo controle (V) (p<0,05;

p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE C - Alodinia mecanica e edema de pata induzidos por LPS
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LPS: 2, 10 ou 50 pg; 30 pL, i.pl. (A) limiar para retirada de pata e (B) volume de pata. 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=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE D: Avaliac&o inicial dos efeitos induzidos pelo FTD-H2S p.o. sobre o
edema de pata induzido por carragenina
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FTD-H,S: 5, 25 ou 25 mg/kg; p.o.; - 1 h. Dexametasona (Dexa): 10 mg/kg; p.o.; -1 h.
Carragenina: 600 pg, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B) &rea sob acurva. *, ** e
*** jndicam diferencas estatisticamente significativas em relagc@o ao grupo controle (V) (p<0,05;

p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.
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APENDICE E: Efeito induzido pelo NaHS sobre a alodinia mecanica induzida

por LPS
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10

Area sob a curva

NaHS: 0,5, 2 ou 8 mg/kg; i.p.; -1 h. LPS: 50 ug, 30 pL, i.pl. V = veiculo. (A) Curso temporal e (B)
area sob a curva. * e ** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle (V) (p<0,05 e p<0,001). n=6. Fonte: elaborado pelo autor.



