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RESUMO

Lira FBC. Estudo dos efeitos do composto GYY-4137, um doador de sulfeto de
hidrogénio (H.S), na sinovite aguda induzida por carragenina na articulacdo
temporomandibular de ratos. [dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

O sulfeto de hidrogénio (H,S) é uma molécula sinalizadora produzida
endogenamente que desempenha um importante papel em diversos processos
fisiolégicos e patoldgicos, incluindo na inflamacdo e nocicepcdo. Apesar do
reconhecimento de sua importancia biolégica e de seus efeitos benéficos, os
mecanismos de acdo do H,S nos processos inflamatdrios articulares ndo estédo
definitivamente estabelecidos. Em vista disso, 0s objetivos deste estudo s&o avaliar
os efeitos de um doador de H,S de liberacao lenta, GYY-4137, na sinovite induzida
pela injecdo intra-articular de carragenina (CGN) na ATM de ratos Wistar machos, e
caracterizar farmacologicamente os mecanismos envolvidos. Os resultados deste
estudo mostraram que a injecdo de CGN induziu sinovite aguda na ATM dos
animais, caracterizada por alodinia mecanica, recrutamento de neutréfilos na
cavidade, aumento do infiltrado neutrofilico na membrana sinovial (avaliado como
atividade de MPO) e aumento da producdo de citocinas IL-18 e IL-6. A
administragcdo concomitante de GYY-4137 reduziu a alodinia mecéanica e o influxo
leucocitario. Com relacdo aos mecanismos envolvidos, observamos que o bloqueio
dos canais de potassio dependentes de ATP (Katp) pela glibenclamida antagonizou
o efeito antinociceptivo do GYY-4137 sem interferir no recrutamento de leucécitos.
Ainda, observamos que o GMPc participa das acdes anti-inflamatéria e
antinociceptiva do H,S de forma contréaria, visto que a inibicdo da enzima guanilato
ciclase soluvel pelo ODQ antagonizou a acao anti-inflamatéria do GYY-4137 (mas
nao afetou a antinociceptiva), e a inibicdo da enzima fosfodiesterase-V pelo sildenafil
foi capaz de reverter a agao antinocipetiva do GYY-4137 sem afetar sensivelmente a
anti-inflamatéria (avaliada pela atividade tecidual de MPO). Estes resultados
evidenciam que doadores de H,S como o GYY-4137 possuem potencial terapéutico
para serem usados no tratamento de disturbios temporomandibulares de etiologia
inflamatoéria.

Palavras-chave: Inflamacgé&o. Articulagdo temporomandibular. Sulfeto de hidrogénio.
Carragenina. Sinovite. Nocicepcao. Rato.



ABSTRACT

Lira FBC. Study of the effects of GYY-4137 compound, a donor of hydrogen sulfide
(H2S), in carrageenan-induced acute synovitis in temporomandibular joint of rats.
[dissertation (Master thesis in Pharmacology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Hydrogen sulfide (H,S) is an endogenously produced signaling molecule that plays
important roles in many physiological and pathological processes, including
inflammation and nociception. Despite the recognition of its biological importance and
beneficial effects, the mechanisms of action of H,S in joint inflammation are not
definitely established. In this way, the objectives of this study were to evaluate the
effects of a slow-releasing H,S donor, GYY-4137, in synovitis induced by intra-
articular injection of carrageenan (CGN) into the TMJ of male Wistar rats, and to
pharmacologically characterize the mechanisms involved. The results of this study
showed that the injection of CGN induced acute synovitis in TMJ of the animals,
characterized by mechanical allodynia, neutrophil recruitment into the cavity,
increased neutrophil infiltrate into the synovial membrane (evaluated as MPO
activity) and increased production of the cytokines IL-13 and IL-6. The concomitant
administration of GYY-4137 reduced mechanical allodynia and leukocyte influx.
Regarding the mechanisms involved, we observed that the blockade of ATP-
sensitive potassium channels (Katp) by glibenclamide antagonized the analgesic
effect of GYY-4137 without interfering with leukocyte recruitment. In addition, we
found that cGMP patrticipates in the anti-inflammatory and antinociceptive actions of
H.S in an opposite way, as the inhibition of soluble guanylate cyclase by ODQ
antagonized the anti-inflammatory actions of GYY-4137 (but did not affect the
antinociceptive effects), and the inhibition of phosphodiesterase-V by sildenafil was
able to reverse the antinociceptive action of GYY-4137 without substantially affecting
the anti-inflammatory actiuns (as assessed by tissular MPO activity). These results
evidence that H,S donors like GYY-4137 have therapeutic potential for being used in
the treatment of temporomandibular disorders of inflammatory etiology.

Keywords: Inflammation. Temporomandibular joint. Hydrogen sulfide. Carrageenan.
Synovitis. Nociception. Rat.
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1 INTRODUCAO

1.1 Articulacao temporomandibular

A articulagdo temporomandibular (ATM) é uma ligacdo movel situada em cada
um dos lados da cabeca que permite a mandibula realizar movimentos em torno de
um osso fixo. Esta articulacdo é constituida de um componente fixo (fossa
mandibular do osso temporal), um componente movel (processo condilar da
mandibula) e um disco articular fibrocartilaginoso localizado entre os dois (Figura 1;
Bath-Balogh, Fehrenbach, 2008; Madeira, 2012). Considerada uma das articulacdes
mais complexas do corpo e presente apenas nos mamiferos, esta articulacédo
permite que a mandibula se mova como uma unidade, tanto em movimento de
dobradica como de deslizamento. Juntamente com as estruturas ésseas, ligamentos
e musculatura associada, permite 0os movimentos de mastigacdo, degluticdo,

fonética e postura mandibular (Madeira, 2012; Stankovic et al., 2013).
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Figura 1. Articulacdo temporomandibular: Localizagcdo da fossa mandibular do o0sso
temporal, do condilo da mandibula e do disco articular fibrocartilaginoso que compdem a
ATM. FONTE: North Shore Oral and Maxillofacial Surgery, 2015.
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A ATM é envolvida totalmente pela cdpsula articular, que cerca todo o fluido
sinovial e orienta os movimentos da mandibula (Biasotto-Gonzalez, 2005; Nanci,
2008). Extensbes da capsula na cavidade articular formam o disco articular, que
permite a distribuicdo da tensédo e maior estabilidade da ATM. Esta estrutura divide a
articulacdo em dois compartimentos: acima do disco a capsula é bastante frouxa,
enquanto que abaixo, é ligada firmemente no céndilo (Nanci, 2008; Stankovic et al.,
2013).

Morfologicamente a camada externa da capsula articular € resistente,
composta por tecido conjuntivo fibroso e reforgcada pelos ligamentos associados a
ATM, enquanto a superficie interna € revestida por células epiteliais especificas que
formam a membrana sinovial (Avery, 2005; Bath-Balogh, Fehrenbach, 2008). A
membrana sinovial é composta por duas camadas: uma intima celular localizada
sobre uma subintima vascular. A subintima é um tecido conjuntivo frouxo contendo
elementos vasculares dispersos com fibroblastos, macréfagos, mastécitos, células
adiposas e algumas fibras elasticas. A intima varia em estrutura, tendo uma a quatro
camadas de células sinoviais incorporadas em uma matriz intercelular amorfa, livre
de fibras (Alvez et al., 2014; Nanci, 2008). As principais células formando esta
camada séo de dois tipos: a célula tipo A semelhante a macréfagos e a célula tipo B
semelhante a fibroblastos (Alvez et al., 2014; Iwanaga et al., 2000; Nozawa-Inoue et
al., 2003).

As células do tipo A semelhantes a macrofagos sdo caracterizadas pela
presenca de numerosos vacuolos, vesiculas e lisossomas e tém alta atividade
migratéria e fagocitica. Estudos realizados por Nozawa-lnoue et al. (2003)
demonstraram que ocorre aumento de células do tipo A na inflamacéo da membrana
sinovial e que essas células sao capazes de produzir substancias pré-inflamatorias
como o o6xido nitrico (NO) produzido pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS). As celulas do tipo B, por sua vez, sdo caracterizadas pela presenca de um
reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido e granulos secretérios, e sao
responsaveis por produzir e secretar componentes do fluido sinovial e da matriz
extracelular, incluindo acido hialurénico, colageno e fibronectina, presentes no
liguido sinovial, bem como mediadores envolvidos em processos inflamatérios como
citocinas e enzimas metaloproteinases de matriz (Iwanaga et al., 2000; Sieghart et
al., 2015).
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O liquido sinovial consiste em um dialisado de plasma sanguineo com
grandes quantidades de acido hialurénico e glicosaminoglicanos com viscosidade
suficiente para manter lubrificadas as superficies articulares. Além disso, €
responsavel por atender as necessidades metabolicas dos tecidos e pela drenagem
dos metabdlitos liberados pelas células, enquanto os elementos celulares do sistema
imunoldgico se encarregam dos processos de fagocitose. A viscosidade do liquido
sinovial pode ser alterada em decorréncia de inflamacdo ou infeccdo. Com a
diminuicdo da viscosidade, a cartilagem articular pode sofrer erosdo ou tornar-se
vulneravel a enzimas degradativas, dando inicio a processos degenerativos (Avery,
2005; Biasotto-Gonzalez, 2005; Nanci, 2008).

1.2 Disfuncdes temporomandibulares

O desequilibrio das estruturas que formam a ATM pode resultar em quadros
de disfuncdo temporomandibular (DTM), um termo genérico que corresponde a um
conjunto de condicdes clinicas que envolvem a articulagdo temporomandibular, a
musculatura da mastigacao ou estruturas relacionadas (Okeson, 2008).

A etiologia das DTMs é descrita como multifatorial, com influéncia de fatores
biolégicos e psicoldgicos, tais como lesdes traumaticas ou degenerativas da ATM,
alteracdes esqueléticas, alteracdes na oclusdo, fatores emocionais, bruxismo,
auséncias dentarias, mastigacdo unilateral, ma postura corporal e habitos
parafuncionais (Furquim et al., 2015; Okeson, 2008).

Tais desordens afetam cerca de 5% da populagdo e podem ocorrer em todas
as faixas etarias, mas principalmente entre 20 e 40 anos. A incidéncia é maior em
mulheres, em uma proporcdo estimada de 5:1 em relacdo aos homens e apenas
10% da populacdo acometida busca ajuda terapéutica (Bagis et al., 2012; Biasotto-
Gonzalez, 2005; Manfredini et al., 2011).

A DTM pode desencadear uma grande variedade de sinais e sintomas, que
incluem dor nos musculos da mastigacdo e da ATM, alteracdo na dinamica
mandibular, limitacdo ou desvio da abertura madibular, ruidos articulares, cefaléias,
zumbidos e compressfes. A somatdria ou a exacerbacdo desses sintomas acaba
por limitar ou mesmo incapacitar o individuo em suas atividades diarias, causando
reducdo significativa em sua qualidade de vida (Bagis et al., 2012; Dahlstrom,

Carlsson, 2010; Kostrzewa-Janicka et al., 2013).
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O diagnéstico é feito por meio de exame fisico, com avaliagdo geral da
cabeca e pescoco, palpacdo dos musculos mastigatérios, analise oclusal, exame da
abertura e fechamento da mandibula e palpacdo da ATM. Além disso, analises
radiograficas podem ser utilizadas como ferramentas de diagnostico suplementares
(Oliveira, 2008; Siqueira, 2001).

Em geral as DTM podem ser classificadas como disfun¢des articulares e néo
articulares. Sdo denominadas nédo articulares quando afetam os musculos da
mastigacdo e normalmente sdo decorrentes de bruxismo, compressdo e habitos
parafuncionais, resultando em dores musculares, cefaléias, espasmos e limitagdo
funcional. As disfuncdes articulares por sua vez podem ser divididas em
inflamatdrias e nédo inflamatodrias. As desordens inflamatorias articulares incluem
artrite reumatoide, artrite psoriatica, gota, artrite infecciosa e sinovite, enquanto as
disfungbes néo inflamatdrias incluem osteoartrite, lesGes articulares decorrentes de
trauma ou cirurgia prévia e outros disturbios da cartilagem e ossos. Estas podem
levar a dores, desvios mandibulares, ruidos articulares e limitacdo da abertura da
mandibula (Oliveira, 2008; Siqueira, 2001).

A dor miofascial pode ser tratada com combinacdes de medicamentos anti-
inflamatérios ndo esterdides (AINES), placas oclusais estabilizadoras, fisioterapia,
relaxantes musculares e injecBes locais com combinacbes de anestésicos e
esterodides (Cairns, 2010; Siqueira, 2001).

O tratamento para as DTMs articulares € dividido em 3 categorias: nao
invasivo, minimamente invasivo e invasivo. O tipo de tratamento empregado varia de
acordo com o diagndstico e a gravidade da disfuncdo. As placas estabilizadoras e os
tratamentos farmacologicos sdo os tratamentos ndo invasivos mais empregados. A
farmacoterapia visa tratar a doenca e os sintomas associados, como dor e inchaco e
muitas vezes associacfes medicamentosas S80 necessarias para se cumprir este
objetivo. Em pacientes que nao respondem as modalidades mais conservadoras,
tratamentos minimamente invasivos podem ser empregados, como a artrocentese
(aspiracdo do liquido sinovial e lavagem da cavidade) e a artroscopia (Liu,
Steinkeler, 2013).

A artroplastia e a substituicdo total da articulagdo sao dois tratamentos
invasivos. A primeira consiste na remodelacdo da superficie articular para remover
erosOes e irregularidades e no reposicionamento do disco articular ou sua total

remocao. A substituicdo total da articulacdo visa restaurar a forma e a funcdo da
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ATM e é indicada apenas para articulagbes severamente afetadas quando ha falha
de todos os outros tipos de tratamento (Tanaka et al., 2008).

1.3 Processo inflamatdrio na sinovite

Uma das disfun¢gbes que podem afetar a ATM é a inflamag¢do na membrana
sinovial, denominada sinovite, que normalmente esta associada a outras desordens
temporomandibulares como a artrite. A sinovite € caracterizada por infiltracdo de
células inflamatorias, aumento da camada de revestimento sinovial e
frequentemente progride para alteragdes intracapsulares, remodelamento e
degeneracdo da cartilagem articular (Israel et al., 2006; Ogura, Kondoh, 2014).
Neste sentido, as células sinoviais semelhantes a fibroblastos (FLS) desempenham
um papel fundamental na progressdo da inflamacdo na ATM devido a sua
capacidade de produzir um grande numero de mediadores inflamatérios (Kardel et
al., 2003; Satoh et al., 2009; Sieghart et al., 2015).

Bouloux (2009), conclui em seu estudo que um dos fatores responsaveis por
induzir a sinovite € o aumento nos niveis de interleucina-1 beta (IL-1B) e/ ou fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) na cavidade articular. Os niveis dessas citocinas sdo
significativamente mais elevados nos fluidos sinoviais de pacientes com DTM, em
comparacao aqueles com ATM saudavel (Feldmann et al., 2004; Gulen et al., 2009;
Tominaga et al., 2004).

A IL-1B é produzida por varios tipos de células, como macréfagos,
fibroblastos, osteoblastos e sinovidcitos. O TNF-a é produzido principalmente por
macrofagos ativados no tecido sinovial inflamado, e em menor proporcdo, por
linfécitos T, células natural killer, mastécitos e fibroblastos (Matsumoto et al., 2006;
Ogura, Kondoh, 2014). Essas citocinas desempenham um importante papel em
reacoes imunoldgicas e inflamatorias, bem como na resposta a dor (Kaneyama et
al., 2007; Kerins et al., 2004; Schitz et al., 2007). Além disso, podem causar
degradacéo da cartilagem e reabsorcdo 0ssea por meio do aumento na expressao
de genes de metaloproteinases de matriz e diminuicdo das vias de sintese
compensatorias nos condrocitos (Aida et al., 2006; Kostrzewa-Janicka et al., 2013;
Lv et al., 2012; Tanimoto et al., 2011).

Quando os niveis de IL-1B e/ ou TNF-a aumentam nos fluidos sinoviais, as

células FLS aumentam a producdo de quimiocinas e moléculas de adesao. Estes



25

fatores estimulam a quimiotaxia de neutrofilos, macréfagos e linfécitos T, e o
acumulo dessas células nos tecidos sinoviais pode gerar danos estruturais
significativos para as articulacdes (Patterson et al., 2002). A presenca dessas
células inflamatorias pode ser detectada no tecido e no fluido sinovial de pacientes
com DTM (Ogura, Kondoh, 2014).

A destruicdo dos tecidos, em ultima andlise, depende da produc¢éo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (p. ex. anion superoéxido,
peréxido de hidrogénio - H,O,, radical hidroxilo e NO) pelos neutrofilos e macréfagos
na articulacdo inflamada (Hitchon, El-Gabalawy, 2004). O liquido sinovial humano
nao possui grande quantidade de componentes antioxidantes, como glutationa,
glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase e, desse modo, os radicais
livres gerados ndo sao eliminados de maneira eficaz, resultando em estresse
oxidativo, e lipoperoxidacédo (Hitchon, El-Gabalawy, 2004; Seven et al.,, 2008). A
identificacdo dos produtos de peroxidacao lipidica tanto no fluido sinovial como no
soro de pacientes com DTM tem sido reconhecida como uma evidéncia indireta do
efeito dos radicais livres como mediadores de danos teciduais articulares (Seven et
al., 2008). Além disso, pacientes com DTM submetidos a artroscopia apresentaram
concentragédo de NO significativamente mais elevada em comparagédo com controles
saudaveis (Alpaslan et al., 2000; Homma et al., 2001).

A IL-1B também induz a expressao da enzima cicloxigenase-2 (COX-2), tanto
nas células FLS como em células endoteliais, células mononucleares e na
membrana sinovial de pacientes com diferentes DTMs (Hardy et al., 2002; Kojima et
al., 2004; Seki et al., 2004; Tanimoto et al., 2011). As enzimas COX catalizam a
conversdo do &cido araquidbnico a prostaglandinas (PG) e tromboxano Ao,
considerados cruciais para o metabolismo fisiolégico de varios tecidos. A COX-2 é
uma isoforma induzivel, regulada por uma variedade de citocinas e mediadores pro-
inflamatorios e desempenha importante papel no processo de inflamacgéao (Smith et
al., 1996). Satoh et al. (2009) demonstraram que a IL-18 aumenta a produgao de
PGE, via COX-2 em cultura de células FLS humanas. A PGE, também foi
encontrada no fluido sinovial de pacientes com diferentes tipos de DTMs e esta
associada ao grau de sinovite e dor (Alstergren, Kopp, 2000; Arinci et al., 2005).

Fibras nervosas mielinizadas e ndo mielinizadas com terminacées nervosas
livres, algumas das quais contendo neuropeptideos associados com a dor e a

inflamagé&o (peptideo relacionado ao gene da calcitonina - CGRP; substéancia P - SP)
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inervam a capsula articular, a membrana sinovial e o disco articular (Cairns, 2006).
PGE,, bem como leucotrieno B4, bradicinina, serotonina, histamina, glutamato e
adenosina trifosfato (ATP), sdo chamados de compostos pro-nociceptivos, pois sao
capazes de ativar e sensibilizar nociceptores, e induzir comportamento de dor em
modelos animais (Cairns et al., 2001; Oliveira et al., 2005; Takeuchi et al., 2004). A
excitacdo dos nociceptores da ATM por estes compostos aumenta a liberacado de
CGRP e SP, resultando em edema articular, vermelhiddo, aumento de temperatura,
alodinia (dor provocada por estimulo ndo nocivo) e hiperalgesia (aumento da
intensidade da dor associada a estimulo nocivo leve; Cairns, 2010; Kaneyama et al.,
2007; Rang et al., 2011).

1.4 Sulfeto de hidrogénio

O sulfeto de hidrogénio (H,S) € uma molécula sinalizadora que desempenha
importantes funcdes na manutencdo da homeostase dos sistemas biolégicos. Como
outros membros da mesma familia (NO e monoxido de carbono - CO), o H,S foi
primeiramente reconhecido como um gas nocivo e toxico ao meio ambiente.
Atualmente sabe-se que essa molécula é produzida por enzimas presentes em
mamiferos e modula uma série de processos fisiologicos (Calvert et al., 2010,
Kolluru, 2013; Whiteman, Winyard et al.,, 2011). Este gasotransmissor atua na
regulacdo do sistema nervoso e cardiovascular, apoptose, ciclo celular e estresse
oxidativo. Tem ainda acao cardioprotetora e pode modular processos inflamatérios,
nociceptivos, a fungéo gastrointestinal, mitocondrial e o metabolismo energético
(Kabil et al., 2014; Olas, 2015; Whiteman, Winyard, 2011).

Trata-se de uma molécula altamente lipofilica e, portanto, penetra facilmente
a bicamada lipidica das membranas celulares. O H,S € um acido fraco que em
solucdo aquosa encontra-se em equilibrio: H,S < HS « S?. Sendo que
praticamente ndo ha anion sulfeto S* em tecidos biolégicos e existem quantidades
aproximadamente iguais de H,S e HS" dentro da célula, e cerca de 20% de H,S e
80% de HS no fluido extracelular e plasma a 37 °C e pH 7,4 (Kolluru et al., 2013;
Wang, 2012).

O H,S é sintetizado endogenamente por agao das enzimas cistationina y-liase
(CSE), cistationina B-sintetase (CBS) e 3-mercaptopiruvato sulfotransferase (3MST).
As enzimas CBS e CSE metabolizam cisteina e/ ou homocisteina para liberar H,S,
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enquanto a 3MST gera H,S a partir do 3-mercaptopiruvato (3MP), que é produzido
pela agcdo da enzima cisteina aminotrasferase (CAT) sobre a cisteina e o a-
cetoglutarato (Figura 2; Stipanuk, Beck, 1982; Kimura, 2012; Wang, 2012). Essas
enzimas estdo amplamente distribuidas no organismo, sendo que a CBS é
predominantemente encontrada no cérebro, sistema nervoso e figado, enquanto a
CSE é encontrada principalmente na vasculatura e no figado e a 3-MST pode ser
encontrada no cérebro e vasculatura (Calvert et al., 2010). Quantidades menos
significativas de H,S também podem ser produzidas a partir de fontes nao

enzimaticas (Wang, 2012).
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Figura 2: Principais vias para sintese de H,S: L-cisteina é o principal substrato para
geracédo de sulfeto de hidrogénio a partir da CBS, CSE e da via CAT/3MST. FONTE: Wang
(2012)

O H,S é metabolizado na mitocéndria, onde é primeiramente oxidado a
persulfato pela enzima sulfeto quinona oxiredutase (SQR). O segundo passo dessa
via consiste na conversédo do persulfato a sulfito, pela persulfito dioxigenase, e em
seguida a tiossulfato, pela rhodanese (Kabil, Banerjee, 2014; Kimura, 2014a; Stein,
Bailey, 2013). No citosol o H,S sofre metilacdo pela enzima tiol-S-metiltransferase,
originando metanotiol que, por sua vez, € metilado mais lentamente pela mesma

enzima formando dimetilsulfeto. Por ser um agente redutor, pode ser consumido por
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espécies oxidantes enddgenas na vasculatura, tais como peroxinitrito, anion
superoxido, e peroxido de hidrogénio (H,O, - Chang et al., 2008; Whiteman et al.,
2004). E também pode ser eliminado do plasma mediante reacdo com a
metahemoglobina, uma forma de hemoglobina que n&o se liga ao oxigénio,
formando sulfemoglobina (Li et al., 2011; Wang, 2012). O H,S e seus metabdlitos
sdo excretados na urina, respiracdo, fezes e flatuléncias e o equilibrio entre a
producdo e a depuracdo do H,S determina a sua concentracdo celular (Kimura,
2014a; Wang, 2012).

1.5 Sulfeto de hidrogénio na inflamagéo e nocicepc¢éo

Diversos estudos in vivo e in vitro fornecem evidéncias de que o H,S
desempenha um papel importante como modulador nos processos inflamatérios e
nociceptivos em varios tecidos, atuando em multiplos alvos. Apesar disso, o papel
do H,S nesses processos parece promissor, mas ainda controverso, visto que
alguns estudos demonstram papel anti-inflamatério e antinociceptivo (Ekundi-
Valentim et al., 2010; Li et al., 2009; Zanardo et al., 2006), enquanto outros sugerem
efeito pré-inflamatdério e algésico (Li et al., 2005; Zhang et al., 2010).

Evidéncias experimentais tém demonstrado que o H,S atua como um fator
pré-inflamatério em véarios modelos animais, incluindo edema de pata (Bhatia et al.,
2005a), pancreatite (Bhatia et al., 2005b; Nishimura et al., 2009), endotoxemia
(Kimura, 2000), e sepsis (Zhang et al., 2006). Tem efeito pro-nociceptivo quando
administrado por via intratecal (Maeda et al., 2009), intraplantar (Kawabata et al.,
2007) ou intracol6nica (Matsunami et al., 2009).

Kloesch et al. (2012) observaram que altas concentracbes de H,S atuam
como um potente indutor da expressdo de uma série de mediadores pro-
inflamatorios, como IL-6, IL-8 e COX-2 em células FLS derivadas de pacientes com
artrite reumatoride. Além disso, H,S também elevou a expressdo de
metaloproteinases envolvidas na degradacao da matriz extracelular na artrite.

Maeda et al. (2009) demonstram que a injecéo intraplantar de hidrossulfeto de
sédio (NaHS), um doador de H,S, na pata traseira de ratos, provoca hiperalgesia
mecanica. Este mesmo doador também induz inflamacéo tecidual, evidenciada pelo
aumento da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), marcador da infiltracao

tecidual de neutrdfilos (Li et al., 2005). Outro estudo ressalta que a inibicdo da
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sintese endogena de H,S utilizando DL-propargilglicina (PGly), um inibidor
irreversivel da CSE, reduz o edema de pata induzido por carragenina (CGN; Bhatia
et al., 2005a).

Por outro lado, as propriedades anti-inflamatorias do H,S tém sido observadas
em diversos modelos experimentais, tais como o de edema de pata induzido por
CGN (Zanardo et al., 2006), artrite (Ekundi-Valentim et al., 2010; Li et al., 2013),
lesédo pulmonar (Esechie et al., 2008), asma (Benetti et al.,, 2013) e em modelo de
dor viceral induzida por distenséo coloretal (Distrutti et al., 2010).

Estudos comprovam que este gasotransmissor possui um efeito
antiproliferativo em linfécitos T e induz apoptose de células polimorfonucleares.
Esses efeitos limitam o desenvolvimento da inflamacao (Wang et al., 2012). Zanardo
et al. (2006) demonstraram que a injecdo dos doadores de H,S, NaHS e sulfeto de
sédio (Na,S), inibiram a infiltracdo leucocitaria e a aderéncia ao endotélio vascular,
bem como a formacdo de edema na pata traseira de ratos. Além disso, em modelo
de artrite aguda induzida por kaolin/CGN no joelho de camundongos, Na,S inibiu a
adesao leucocitaria nas vénulas, sugerindo papel anti-inflamatério do H,S neste
modelo de artrite (Fox et al., 2012).

A utilizacdo de moléculas doadoras de H,S derivadas de anti-inflamatérios
ndo esterdides (AINES), também vem apresentando resultados promissores. A
administracdo de ATB-346, um doador de H,S derivado do naproxeno, evidenciou
atividade anti-inflamatéria na sinovite induzida por CGN no joelho de ratos e foi
capaz de reduzir os efeitos gastricos deletérios do naproxeno (Ekundi-Valentim et
al., 2013). Doadores de H,S derivados do diclofenaco também exibiram atividade
anti-inflamatéria em modelo de choque endotoxico e no edema de pata induzido pela
CGN (Li et al., 2007; Sidhapuriwala et al., 2007; Wallace et al., 2007).

Os resultados contraditérios reportados na literatura podem ser decorrentes
da utilizacdo de diferentes concentracdes de H,S, vias de administracdo e modelos
animais. E possivel observar este efeito ambiguo na sinalizacdo inflamatéria com o
tratamento de macréfagos com LPS, onde baixas concentragbes de H,S inibem a
sintese de PGE;, NO, IL-1[3, IL-6 e a atividade de NF-kB, mas altas concentracdes
promovem a sintese de mediadores pro-inflamatorios (Whiteman et al., 2010). A
utilizacdo de diferentes rotas de administracdo também exerce influéncia sobre as
acdes do H,S. Matsunami et al. (2009), avaliando o papel do H>S na nocicepcéo,

demonstraram que a administracdo intracol6nica de NaHS induz comportamento
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nociceptivo visceral em camundongos, acompanhado por hiperalgesia e alodinia
abdominal. No entanto, a administracéo intraperitoneal desse doador ndo afetou a

sensibilidade viceral.

NaHS Na,S

Sodium hydrogen sulphide Sodium sulphide

ATB-346
(naproxen analog)

Figura 3: Estrutura quimica de alguns doadores de H,S. Hidrossulfeto de sédio, sulfeto
de sodio e reagente de Lawesson sdo doadores de H,S de liberagéo rapida, GYY-4137 é
um doador de liberagéo lenta e o ATB-346 € um doador hibrido derivado do naproxeno.
FONTE: Modificado de Wang (2012).

Ademais, o emprego de diferentes tipos de doadores de H,S pode resultar em
respostas pr6 ou anti-inflamatérias (Wedmann et al., 2014). Neste sentido, a
introducéo recente de doadores de H,S de liberacéo lenta (p. ex. GYY-4137) vem
promovendo resultados mais consistentes e promissores quanto as acfes anti-
inflamatorias desse gasotransmissor (Li et al., 2013; Whiteman et al.,, 2011,
Whiteman, Winyard, 2011). Enquanto a liberacdo de H,S a partir do NaHS é
espontanea e rpida, a liberagéo de H,S pelo composto GYY-4137 ocorre de forma
lenta (e assim durante longos periodos de tempo), possivelmente mimetizando a
cinética de producédo endogena do H,S (Whiteman et al., 2010).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nos efeitos
farmacoldgicos do H,S ainda néo estdo estabelecidos de forma precisa, embora os

dados existentes indiquem diversos alvos. Varios autores observaram que a
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ativacdo de canais de K dependentes de ATP (Katp) parece ser a principal via
responsavel pelo efeito anti-inflamatério do H,S, uma vez que esses efeitos foram
revertidos pela glibenclamida, um bloqueador deste canal (Cunha et al.,, 2008;
Donatti et al., 2014; Zanardo et al., 2006). Os canais de Ca** tipo T, por sua vez, s&o
geralmente relacionados com os efeitos pro-inflamatérios e pré-nociceptivos deste
mediador (Maeda et al., 2009; Schemann, Grundy, 2009). Além disso, uma série de
outros canais podem ser modulados pelo H,S, como o K¢, (canal de K™ ativado por
Ca®"), canais de Ca®*tipo L e os receptores de potencial transitério (TRPs) TRPAL e
TRPV1 (Streng et al., 2008; Sun et al., 2008; Telezhkin et al., 2009; Trevisani et al.,
2005).

O H,S ainda possui a habilidade de modular a expressao de genes para uma
série de citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e outras enzimas, que tem sido
associada ao seu efeito sobre fatores de transcricdo, como o NF-kB e o Nrf2
(Wallace et al., 2012, 2015). Estudos sugerem que a administracado de diferentes
doadores de H,S reduz a ativacdo do NF-kB, resultando na inibicao da expressao de
INOS e COX-2, bem como dos niveis de PGE, e TNF-a, e leva ao aumento da
expressdo do Nrf2, fator responsavel pela maior expressdo de enzimas
antioxidantes (Kimura, 2014b; Oh et al., 2006; Whiteman et al., 2010).

1.6 Justificativa

As DTMs sdo importantes problemas de saude publica e ttm um alto impacto
na qualidade de vida dos individuos acometidos. Sendo assim, o tratamento
adequado para o controle efetivo da dor, bem como da progressdo da doenca é
fundamental (Dahlstrém, Carlsson, 2010).

Embora existam medicamentos disponiveis para o tratamento dessas
disfuncdes, estes muitas vezes ndo sdo efetivos ou exercem inumeros efeitos
adversos. Nesse contexto, pode ocorrer a progressao da doenca e a utilizacdo de
métodos terapéuticos invasivos e ndo reversiveis, aumentando o risco de
cronificacdo da inflamacéo (Liu, Steinkeler, 2013). Deste modo, o desenvolvimento
de novas opcdes terapéuticas mais eficazes, bem como estudos de mecanismos
fisiopatoldgicos sdo necessarios.

Neste sentido, diversos estudos, inclusive do nosso grupo, tém demonstrado

o papel anti-inflamatério e antinociceptivo do H,S em modelos de inflamacao
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articular (Ekundi-Valentim et al., 2010; 2013). Dentre os diferentes tipos de doadores
de H,S, estudos vém demonstrando que o composto GYY-4137 possui um papel
bastante promissor. A acédo anti-inflamatoria e protetora deste doador foi observada
em modelo de inflamacgéo evocada por LPS em cultura de sinovidcitos e condroécitos
humanos (Li et al., 2013), inflamagé&o articular induzida por CFA (Li et al., 2013),
cultura de macrofagos RAW?264.7 tratados com LPS (Whiteman et al., 2011) e em
modelo de miocardite causada por infeccdo por virus Coxsackie tipo B3 em
cardiomidcitos de ratos (Wu et al., 2015).

Sendo assim, acreditou-se ser pertinente aprofundar esse conhecimento,
testando o doador de H,S, GYY-4137, no modelo in vivo de sinovite aguda induzida
por CGN na ATM de ratos, bem como investigar os mecanismos envolvidos em seus

efeitos.

1.7 Objetivos

Os objetivos deste projeto foram avaliar o efeito do tratamento com o doador
de H,S, GYY-4137, na sinovite induzida por CGN na articulagédo temporomandibular

de ratos e caracterizar farmacologicamente os possiveis mecanismos envolvidos.

Estratéqgias:
|. Caracterizar a sinovite na ATM de ratos em resposta a injecao intra-articular de

CGN;

II. Observar o efeito do tratamento com o composto doador de H,S, GYY-4137,
sobre a nocicepcao;

lll. Verificar a capacidade deste doador de modular a producdo de mediadores/
marcadores inflamatérios, como citocinas (TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10) e
metaloproteinases de matriz (MMP-2 e 9);

IV. Avaliar o efeito deste mesmo tratamento sobre o influxo celular na cavidade
articular, atividade da enzima MPO e atividade de algumas enzimas antioxidantes
(catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e
glutationa S-transferase);

V. Caracterizar os mecanismos envolvidos na acdo do H,S neste modelo.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados no presente trabalho, podemos afirmar

que:

a inducdo da sinovite de ATM pela injecdo i. art. de CGN leva a alodinia
mecanica, recrutamento de neutréfilos na cavidade (e a consequente
infiltracé@o tecidual de neutrofilos) e aumento da producgéo das citocinas IL-13
e IL-6;

a co-administracdo do doador de H,S de liberacao lenta, GYY-4137, na dose
de 2,5 mg/cavidade resulta em reducdo da alodinia mecanica e da infiltracao

tecidual de neutrofilos;

nesta dose, porém, o GYY-4137 nado € capaz de reduzir a producdo das

citocinas pro-inflamatorias IL-13, IL-6, elevadas em resposta a CGN;

a acao anti-inflamatoéria e antinociceptiva do GYY-4137 neste modelo de
sinovite aguda ndo parece estar relacionada com enzimas antioxidantes ou

metaloproteinases de matriz (MMP-2 e -9);

a ativacao de canais Katp € GMPc parecem mediar o efeito antinociceptivo do
GYY-4137,

a infiltracdo de neutréfilos para a cavidade articular parece ser dependente do
GMPc derivado da enzima GCs.
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