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RESUMO

Coavoy-Sanchez SA. Efeito de compostos doadores de sulfeto de hidrogénio (H,S)
na dermatite atdpica experimental induzida em camundongos. [Tese (Doutorado em
Farmacologia)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo; 2021.

A dermatite atopica (DA) é uma doenca inflamatoria cronica da pele caracterizada
por prurido intenso e lesGes eczematosas, associada a uma resposta aumentada
dos linfécitos T-helper-2. Os corticosteroides sdo comunmente usados para terapia
anti-inflamatéria da DA, entretanto, seu uso a longo prazo é limitado devido a varios
efeitos adversos, o que faz necessario o desenvolvimento de opc¢des terapéuticas
alternativas. O sulfeto de hidrogénio (H,S) é produzido na pele e seus efeitos
benéficos no controle da inflamacédo e do prurido tem sido demonstrados. Neste
estudo, usando um modelo murino de DA induzido por 2,4-dinitroclorobenzeno
(DNCB), no0s avaliamos os efeitos de compostos derivados da dexametasona
liberadores de H,S (hibridos com tiobenzamida - TBZ e anetol ditioletiona — ADT) e
os doadores mitocondriais de H,S AP39 e RT01l. Camundongos BALB/c fémeas
foram sensibilizados topicamente com DNCB nos dias 1-3. Nos dias 15, 17, 19 e 22,
os camundongos foram desafiados topicamente com DNCB na pele dorsal e na
orelha direita. Nos dias 19-23 apds a sensibilizacdo, os camundongos foram tratados
topicamente com 250 nmol/animal de dexametasona ou dos derivados, ou 0,2
nmol/animal de AP39 ou RTO0l. O tratamento tépico com dexametasona ou
derivados reduziu significativamente o prurido, as lesbes cutaneas, edema de orelha,
eosinofilia e esplenomegalia induzidos pelo DNCB. O tratamento com
dexametasona-TBZ ou dexametasona-ADT, mas ndo dexametasona, inibiu o
aumento de IL-4, e o tratamento com dexametasona-TBZ (mas nao com
dexametasona ou dexametasona-ADT), aumentou a producdo de H,S e a atividade
de glutationa peroxidase (GPx) na pele. Ambos dexametasona-TBZ e
dexametasona-ADT, mas ndo a dexametasona, inibiram o aumento dos marcadores
de estresse oxidativo (nitrotirosina e proteinas carboniladas) induzidos pelo DNCB.
Além disso, enquanto a dexametasona induziu hiperglicemia, dexametasona-TBZ e
dexametasona-ADT foram desprovidos desse efeito. Por outro lado, o tratamento
com TBZ ou ADT-OH diminuiu a eosinofilia, e reduziu os niveis aumentados de IL-4

e da enzima alanina aminotransferase (ALT), induzidos pelo DNCB. O tratamento



topico com AP39 reduziu o prurido, as lesfes cutaneas, edema de orelha, eosinofilia
e esplenomegalia induzidos pelo DNCB. AP39 reduziu os niveis de IL-4, eotaxina-1
e proteinas carboniladas, os quais estdo aumentados na pele de camundongos com
DA experimental. Por outro lado, o tratamento com RTO1 resultou em reducédo das
lesbes cutaneas, eosinofilia e dos niveis aumentados de IL-4. Estes resultados
mostram que a presenca das por¢des liberadoras de H,S (TBZ ou ADT) na molécula
da dexametasona, ndo sO nao interfere com os efeitos benéficos do corticoide, mas
apresenta beneficios sobre a molécula parental, tais como o aumento da atividade
de defesas antioxidantes no tratamento da DA e a prevencdo da hiperglicemia
associada aos corticosteroides. Por outro lado, a entrega especifica de H,S na
mitocondria pelo composto AP39, pode suprimir os sinais clinicos da DA via
modulacdo imunolégica e manutencdo do equilibrio redox. Em resumo, o0s
compostos avaliados neste trabalho configuram interessantes estratégias de
potencial aplicacéo terapéutica no tratamento de pacientes com DA.

Palavras-chave: Sulfeto de hidrogénio (H,S). Dermatite atopica. Corticosteroides.

MitocOndria. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Coavoy-Sanchez SA. Effect of hydrogen sulfide (H,S) donors on experimental atopic
dermatitis induced in mice. [Ph.D thesis (Pharmacology)] - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo; 2021.

Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease characterized by
pruritus and eczematous skin lesions, associated with enhanced T-helper-2
lymphocyte response. Corticosteroids are commonly used as anti-inflammatory
therapy for AD, however, long-term treatment is limited due to several side-effects,
thus making necessary the development of alternative therapies. Hydrogen sulfide
(H2S) is produced in the skin and its beneficial effects on the control of inflammation
and pruritus have been demonstrated. In this study, we used a murine model of AD
induced by 2,4-dinitrochlorobenzene (DNCB) and evaluated the effects of H,S-
releasing dexamethasone derivative compounds (hybrids with thiobenzamide - TBZ
and anethole dithiolethione - ADT) and the mitochondria-targeted H,S donors AP39
and RTO1. Female BALB/c mice were topically sensitized with DNCB on days 1-3.
On days 15, 17, 19 and 22, the mice were topically challenged with DNCB on both
the dorsal skin and the right ear. On days 19-23 after sensitization, the mice were
topically treated with 250 nmol/mice dexamethasone or its derivatives, or 0.2
nmol/mice AP39 or RTO1. Topical treatment with dexamethasone and its derivatives
significantly reduced itching, skin severity score, ear edema, eosinophilia and
splenomegaly induced by DNCB. Treatment with dexamethasone-TBZ or
dexamethasone-ADT, but not dexamethasone, inhibited IL-4 levels, and treatment
with dexamethasone-TBZ (but not with dexamethasone or dexamethasone-ADT),
increased the production of H,S and the activity of glutathione peroxidase (GPx) in
the skin. Both dexamethasone-TBZ and dexamethasone-ADT, but not
dexamethasone, inhibited the increased oxidative stress markers nitrotyrosine and
carbonylated proteins induced by DNCB. In addition, while dexamethasone induced
hyperglycemia, dexamethasone-TBZ and dexamethasone-ADT prevented this effect.
On the other hand, treatment with TBZ or ADT-OH decreased eosinophilia, and
reduced the increased levels of IL-4 and the enzyme alanine aminotransferase (ALT),
induced by DNCB. Topical treatment with AP39 reduced itching, skin severity score,
ear edema, eosinophilia and splenomegaly induced by DNCB. AP39 reduced IL-4,

eotaxin-1 and carbonylated proteins levels which are increased in the skin of the AD



mice. On the other hand, treatment with RTO1 resulted in a reduction of skin severity
score, eosinophilia and IL-4 levels. These results show that the presence of H,S
releasing portions (TBZ or ADT) in the dexamethasone molecule, not only does not
interfere with the beneficial effects of the corticosteroid, but also adds benefits to the
parental molecule, such as the increased activity of antioxidant defenses in the
treatment of AD and prevention of hyperglycemia associated with corticosteroids. On
the other hand, the specific delivery of H,S in the mitochondria by the compound
AP39, can suppress the clinical signs of AD via immune modulation and maintenance
of redox balance. In summary, the compounds evaluated in this work configure
interesting strategies for the potential therapeutic application in the treatment of
patients with AD.

Keywords: Hydrogen sulfide (H,S). Atopic dermatitis. Corticosteroids. Mitochondria.
Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dermatite atopica

A dermatite atépica (DA) é uma doenca inflamatéria crénica da pele
caracterizada por lesbes eczematosas recorrentes e prurido intenso (Langan et al.,
2020). A DA é a manifestacdo cutanea de uma condi¢cdo sistémica chamada
“atopia”, que também da origem a asma, rinite alérgica e alergia alimentar (Leung et
al., 2004). O termo “atopia” refere-se a uma tendéncia pessoal e/ou familiar a
desenvolver uma hipersensibilidade mediada por imunoglobulina E (IgE) em
resposta a alérgenos ambientais comuns (Johansson et al., 2004).

A DA é a doenca dermatologica mais comum na infancia, mas pode persistir ou
comecar na idade adulta. A sua prevaléncia tem crescido exponencialmente ao
longo das Ultimas décadas em paises industrializados afetando até 25% das
criancas e de 7-10% dos adultos em todo o mundo (Weidinger et al., 2018). Ambos
0S sexos sdo igualmente afetados pela DA até os 6 anos de idade, sendo que
depois dos 6 anos de idade a prevaléncia da DA é maior no sexo feminino (DaVeiga,
2012). No Brasil, de acordo com o International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC; fase 3), a prevaléncia da DA avaliada em 20 cidades foi de 8,2%
em criancas de 6 a 7 anos e 5% em adolescentes de 13 a 14 anos (Solé et al.,
2006).

A DA tem uma etiologia complexa e multifatorial, acredita-se que fatores
genéticos, imunoldgicos e ambientais estejam interligados para produzir uma
disfuncdo da barreira da pele, bem como desregulacdo do sistema imunoldgico
(Tollefson et al., 2014), que sao consideradas cruciais para a patogénese da DA
(Figura 1).

A predisposicdo genética é evidente em individuos com DA, ja que a
concordancia entre gémeos monozigéticos € muito maior do que entre gémeos
heterozigéticos (Schultz Larsen, 1993), além do fato de que filhos de pais com DA
tém maior risco de desenvolver a doenca (Dold et al., 1992). Dentre os genes
envolvidos, estudos mostram uma associacao significativa entre o gene da filagrina e
a DA, sabe-se que 20-40% dos pacientes com DA tém uma mutacdo de perda de
funcdo no gene que codifica a filagrina (Palmer et al., 2006; Irvine et al., 2011). A

filagrina € uma proteina estrutural expressa nas camadas externas da epiderme e
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desempenha um papel fundamental na diferenciagéo epidérmica, na fungéo barreira
cutdnea, bem como na prevencdo da perda de agua da pele; um produto de
degradacéao da filagrina, o fator de hidratacdo natural (NMF), desempenha um papel
essencial na manutencdo da hidratacdo do estrato cérneo. A mutacdo no gene que
codifica a filagrina esta associada com alteracédo da fungao barreira, o que leva a um
aumento da permeabilidade da pele a substancias exdgenas, perda transepidérmica
de agua, aumento do pH na superficie da pele, pele seca e maior risco de infeccéo
microbiana (Brown, McLean, 2012; Cabanillas, Novak, 2016).

A disfuncdo da barreira epidérmica pode ocorrer também como resultado de
outros fatores como, diminuicdo de peptideos antimicrobianos (como as beta-
defensinas e catelicidinas), expressao reduzida de proteinas de tight junctions (como
a claudina-1), expressdo diminuida de proteinas estruturais (loricrina e involucrina),
reducdo de lipidios do estrato cérneo (principalmente ceramidas), aumento no pH da
pele, um padréo alterado de colonizagdo da microbiota cutdnea e danos mecanicos
na pele (Peng, Novak, 2015; David Boothe et al., 2017; Nakahara et al., 2020). A
disfuncéo da barreira da pele € um importante fator patogénico da DA, em vista de
que uma barreira cutanea inadequada pode permitir a penetracdo de alérgenos
(como por exemplo, os derivados de acaros, mofos e pdlen) e irritantes ambientais, e
predispde a infec¢cdo por patdbgenos microbianos tais como Staphylococcus aureus
(que coloniza em aproximadamente 90% dos pacientes com DA), cujas proteases
exdgenas podem danificar ainda mais a barreira da pele; essa interacdo de fatores
conduz a uma resposta inflamatéria e as consequentes manifestacées clinicas da
DA (Nutten, 2015).

Estudos recentes sugerem que, a ruptura da barreira epidérmica estimula os
gueratinécitos a produzirem grandes quantidades de citocinas imunorreguladoras,
como a linfopoietina estromal timica (TSLP), interleucina (IL)-25 e IL-33; esses
mediadores ativam as células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2) residentes na pele e
as respostas imunes mediadas por células T-helper (Th) do tipo 2, via sinalizacao
OX40 (Salimi et al., 2013; Nakahara et al., 2020). As citocinas TSLP e IL-33 também
atuam diretamente nos neurdnios sensoriais cutdneos e medeiam o prurido,
causando mais danos ao tecido (Mollanazar et al.,, 2016). As ILC2 ativadas
produzem IL-5 e IL-13, que ativam eosindfilos e também promovem a resposta Th2
(Salimi et al., 2013).
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Por outro lado, uma resposta imunolégica pode, por sua vez, desencadear a
ruptura da barreira epidérmica e ser responsavel pelas manifestacdes cutaneas da
DA. Na fase aguda da DA existe um predominio de diferenciacdo de células Th2,
caracterizada por maior producéo de IL-4, IL-5, IL-13 e IL-31, infiltracdo dérmica de
células T CD4+, que sdo consideradas as principais causas da inflamacao, bem
como um numero aumentado de varios subconjuntos de células dendriticas (Langan
et al., 2020; Nakahara et al., 2020). As IL-4 e IL-13 induzem um aumento na sintese
de IgE pelas células B, levando a ativacdo de mastocitos e a uma resposta
exagerada a alérgenos (Brandt, 2011; Gandhi et al., 2016), e regulam negativamente
a expressdo de proteinas epidérmicas como a filagrina, prejudicando a funcédo
barreira cutanea (Howell et al., 2007). Por sua vez, a IL-5 produz aumento da
infiltracdo de eosinofilos na pele (Brandt, 2011). Adicionalmente, as IL-4, IL-13 e IL-
31 atuam diretamente nos nervos e causam coceira e rompimento da barreira (Oh et
al., 2013; Cevikbas et al., 2014; Campion et al., 2019). Além do desvio Th2, a IL-22
produzida por células Th22 também esta ligada a inflamacé&o da pele na DA. A IL-22
induz uma inibicdo da diferenciacdo nos queratinécitos e diminuicdo da expressao
dos complexos de diferenciacdo epidérmica, como filagrina, loricrina e involucrina
(Boniface et al., 2005; Nograles et al., 2008; Gutowska-Owsiak et al., 2011). O papel
e a ativacdo das respostas mediadas por células Thl e Th1l7 ainda ndo séo claras,
mas as citocinas associadas parecem ser superexpressas em estagios crénicos da
doenca (Weidinger et al., 2018).

Embora fatores genéticos e imunolégicos sejam claramente importantes na DA,
0 aumento da prevaléncia global da doenca destaca o papel dos fatores ambientais.
Evidéncias indicam que uma variedade de poluentes atmosféricos tais como fumaca
de tabaco, compostos organicos volateis, diéxido de nitrogénio, monoéxido de
carbono e material particulado atuam como fatores de risco e agravantes da DA e
outras doencas atépicas (Penard-Morand et al., 2010; Jedrychowski et al., 2011; Yi
et al., 2012; Kim et al., 2013). Na pele a exposi¢cao a poluentes atmosféricos induz
estresse oxidativo, como resultado de um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e os mecanismos de defesa antioxidantes (Ahn,
2014; Bertino et al., 2020). De fato, o estresse oxidativo desempenha um papel
importante em muitas doencas da pele, incluindo a DA (Omata et al., 2001; Nakai et
al., 2009; Sivaranjani et al., 2013), dado que €é capaz de induzir alteracdes do
sistema imune e disfungcdo da barreira da pele por peroxidacédo lipidica e oxidacao
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de proteinas epidérmicas (Ahn, 2014). Além disso, aeroalérgenos como acaros da
poeira domeéstica, mofo, pdlen ou pelos de animais também foram implicados como
fatores desencadeantes da DA e outras doencas atopicas (Kutlu et al., 2013; Werfel
et al., 2015; Cid et al., 2019). Outros fatores ambientais conhecidos por impactar a
DA incluem a dureza da 4gua e contaminantes na agua, sabdes e detergentes e o
uso prolongado de corticosteroides tépicos (Kao et al., 2003; Perkin et al., 2016;
Danby et al., 2018).

Scratch AIIergens
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Figura 1 - Patogénese da dermatite atopica. Os queratinécitos com barreira interrompida sdo
produtores potentes de citocinas imunorreguladoras, como a TSLP, IL-25 e IL-33. Essas citocinas
induzem uma resposta imune do tipo 2. As citocinas do tipo 2, por outro lado, inibem a funcao barreira
ao regular negativamente a expressdo da filagrina (FLG). Além disso, essas citocinas atuam
diretamente nos nervos causando coceira, além da inducéo de inflamac&o e rompimento da barreira.

Fonte: Nakahara et al., 2020.

Dentre as manifestagdes clinicas da DA, o prurido intenso é o principal sintoma,
0 qual pode comecar antes mesmo das manifestacdes das lesdes cutaneas. O

7 . . hY

prurido pode ocorrer durante todo o dia, mas € mais intenso a noite. Em casos
graves, 0s pacientes arranham as éareas da pele lesionada até ocasionar

escoriacbfes e sangramento (Hong et al., 2011; Arkwright et al., 2014). Véarios
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mediadores do prurido e seus receptores correspondentes séo relatados como
responsaveis pela coceira na DA, incluindo histamina e seus receptores H1 e H4
(H1R e H4R), certas proteases, substancia P, endotelina-1, citocinas (TSLP, IL-4, IL-
13 e IL-31), receptores ativados por proteases do tipo 2 (PAR-2), receptores de
potencial transitorio anquirina do tipo 1 (TRPA1) e vaniloide do tipo 1 (TRPV1), entre
outros (Darsow et al., 2011; Mollanazar et al., 2016). Os sinais clinicos da DA
incluem eritema, papulas, vesiculas, escoriacdes, crostas, pele seca, rachada ou
escamosa. As caracteristicas e distribuicdo das lesdes séo distintas dependendo da
idade; em lactentes, o eczema ocorre predominantemente nas bochechas, pescoco,
couro cabeludo e tronco, mas ndo a area da fralda, enquanto que nas criancas mais
velhas e nos adultos, as lesbes geralmente estdo localizadas nas superficies de
flexdo das extremidades, dorso das maos, pescoco e palpebras (Thomsen, 2014;
Nutten, 2015).

A DA causa sofrimento fisico e emocional para os pacientes e suas familias.
Especialmente em pacientes pediatricos, a DA pode ter um impacto profundo na
qualidade de vida. O prurido noturno ocasiona a perda de sono e concentracao,
resultando em desempenho escolar diminuido. As lesfes cuténeas visiveis podem
causar isolamento social, rejeicao de colegas e bullying. Também foram encontradas
taxas aumentadas de ansiedade e transtornos depressivos em pacientes com DA
(Blome et al., 2016).

Existem varias possibilidades terapéuticas para controlar temporariamente 0s
sinais e os sintomas da DA, mas nenhum deles é capaz de curar a doenca; assim,
0s surtos apds a suspensao do tratamento sdo bastante frequentes. A aplicacdo
regular de hidratantes em combinacdo com corticosteroides topicos e inibidores de
calcineurina tépicos (imunomoduladores, como tacrolimus ou pimecrolimus) e
prevencado de fatores de exacerbacdo compreendem tratamentos basicos para DA.
Casos moderados a graves de DA requerem a adicdo de um tratamento sistémico
e/ou fototerapia ultravioleta. Corticosteroides orais, ciclosporina, metotrexato,
micofenolato e azatioprina s&o alternativas estabelecidas quando o tratamento
sistémico é necessario (Sidbury et al., 2014). No entanto, a variabilidade da resposta
do individuo e os conhecidos efeitos adversos dessas drogas, tais como atrofia
cutdnea, supressdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, imunossupressao,
reativacdo de uma infecgcao latente, entre outros, sao a razdo fundamental para

procurar novas alternativas terapéuticas que permitam alcancar um melhor controle
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da doenca com menores riscos de efeitos adversos. O progresso na compreensao
da imunopatologia da DA resultou em novas terapias que visam vias especificas
com maior eficacia, e com menos efeitos colaterais sistémicos. Assim, ao longo dos
anos recentes, muitas drogas biolégicas foram (e ainda estdo) sob avaliagdo, no
intuito de abordar de forma mais eficaz e menos téxica o tratamento da DA. Com
base em seu mecanismo de ac¢do, estas terapias biolégicas séo classificadas em:
terapia dirigida contra IgE (Omalizumab), agentes anti IL-4 (Dupilumab) e anti IL-
4/1L-13 (Lebrikizumab, Tralokinumab), terapia dirigida contra 1L-31 (Nemolizumab),
anti IL-12/23 (Ustekinumab), bloqueio de IL-22 (Fezakinumab), terapia dirigida contra
TSLP (Tezepelumab), inibidores da fosfodiesterase 4 (Apremilast, Crisaborol) e
inibidores das vias JAK-STAT (Tofacitinib) (Deleanu, Nedelea, 2019).

1.2 Sulfeto de hidrogénio (H»S)

A terapia com banhos de aguas minerais contendo enxofre tem sido usada ha
séculos como procedimento de medicina popular para o tratamento e alivio de varias
condicbes e doencas dermatolégicas incluindo acne, rosacea, sarna, dermatite
atopica, psoriase e urticaria. Exercendo efeitos na pele como anti-inflamatorio,
queratoplastico, cicatrizante, antipruriginoso, antifingico e antibacteriano (Shani et
al., 1997; Farina et al., 2011; Mazzulla et al., 2013; Joly et al., 2014; Karagulle et al.,
2018); tais efeitos foram atribuidos, em parte, a presenca de altas concentracdes de
compostos derivados do enxofre, dentre 0s quais conta-se o sulfeto de hidrogénio
(Matz et al., 2003; Carbajo, Maraver, 2017; Hamidizadeh et al., 2017), presente em
concentracfes semelhantes as encontradas em fluidos biolégicos de mamiferos (i.e.,
na faixa de 0,3 a 8 mM).

O sulfeto de hidrogénio (H,S) é um gas incolor, inflamavel, solivel em agua e
lipideos com o cheiro caracteristico de ovo podre. Durante varias décadas o H,S
recebeu muita atencdo por ser um gas contaminante ambiental altamente toxico e
perigoso para a saude humana (Smith, Gosselin, 1979; Reiffenstein et al., 1992).
Entretanto, desde a deteccdo de sua presenca e a caracterizacdo de sua producéo
enzimatica em mamiferos (Stipanuk, Beck, 1982), e a posterior descoberta de seu
papel como um neuromodulador enddgeno (Abe, Kimura, 1996), o H,S emergiu
como uma molécula de sinalizacdo em sistemas biolégicos, sendo reconhecida

como membro da familia de gasotransmissores, junto com o oxido nitrico (NO) e o
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mondxido de carbono (CO). O H,S participa na regulacdo de varias condicbes
fisiolégicas e patolégicas nos diferentes sistemas, incluindo o sistema nervoso
central, cardiovascular, renal, respiratorio, digestivo, entre outros (para revisao, vide
Cao et al., 2019). Particularmente na pele, o H,S enddgeno participa na regulacao
de funcdes importantes como vasodilatagdo, angiogénese, proliferacado celular,
apoptose e inflamacao (Gobbi et al., 2009; Kutz et al., 2015; Lee et al., 2016; Xie et
al., 2016).

O H,S é facilmente dissolvido em agua com uma solubilidade de 80 mM a
37°C. Em solugéo aquosa o H,S é um acido fraco, com constantes de dissociagao
acida (pKa) de 6,90 e 11,96. O H,S pode se dissociar em H* e ion hidrossulfeto (HS"),
que por sua vez pode se dissociar a H" e fon sulfeto (S*) como mostra a reacao
seguinte: H,S 2 H" + HS™ 2 2H* + S. Em sistemas bioldgicos o0 H,S est4 presente
como H,S e HS’, no interior da célula existem quantidades quase iguais de H,S e
HS’, e aproximadamente 14% de H,S e 86% HS™ no fluido extracelular e no plasma a
37°C e pH 7,4 (Wang, 2012; Zheng et al., 2015; Cao et al., 2019). O H,S é uma
molécula altamente lipofilica e penetra facilmente por difusdo passiva a bicamada
lipidica das membranas celulares sem a necessidade de transportadores especificos
(Riahi, Rowley, 2014).

A producédo enddgena de H,S em mamiferos (Figura 2) ocorre principalmente
por vias enzimaticas de metabolizacdo dos aminoacidos L-cisteina e/ou
homocisteina, sendo as principais vias aquelas que dependem das enzimas
cistationina B-sintase (CBS) e cistationina y-liase (CSE), que requerem do cofator
piridoxal-5'-fosfato (vitamina Bg), e estdo envolvidas na via de trans-sulfuracao
(Wang, 2012; Marutani, Ichinose, 2020). A CBS catalisa a condensacdo da
homocisteina com L-serina para gerar cistationina. Esta, por sua vez é clivada pela
CSE produzindo L-cisteina, que pode ser usada como substrato para a producéo de
H,S. A CBS produz H,S a partir de L-cisteina por meio de uma reacao de B-
eliminacdo, e a CSE gera H,S por meio de a,B-eliminacdo. Além disso, ambas as
enzimas podem catalisar a reacdo de substituicdo B, que condensa duas moléculas
de L-cisteina ou catalisar a reacdo de condensacao da homocisteina com L-cisteina
para produzir H,S (Chen et al., 2004; Chiku et al., 2009; Singh et al., 2009). A CSE
também pode usar apenas homocisteina para gerar H,S e é responsavel pela

depuracdo da homocisteina sob condi¢cbes de hiper-homocisteinemia (Chiku et al.,
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2009). A terceira via enzimatica para a producdo de H,S envolve a enzima 3-
mercaptopiruvato sulfutransferase (3MST) acoplada a cisteino aminotransferase
(CAT). O 3MST produz H,S a partir de 3-mercaptopiruvato (3MP) que é gerado pela
CAT a partir de L-cisteina e o-cetoacidos (a-cetobutirato ou a-cetoglutarato), na
presenca de tiol (-SH) e agentes redutores (Nagahara et al., 2007; Shibuya et al.,
2009b). Uma nova via alternativa foi descrita em roedores para a producao
enddgena de H,S, a qual usa como substrato o aminoacido D-cisteina envolvendo
as enzimas D-amino-oxidase (DAO) e 3MST (Shibuya et al., 2013).

Todas as enzimas estdo expressas de forma ampla em varios tecidos, no
entanto, as enzimas CBS e DAO sédo expressas principalmente no sistema nervoso,
cérebro e rins (Moore et al., 2003; Kabil et al., 2011; Shibuya et al., 2013), enquanto
a CSE é predominantemente expressa no sistema cardiovascular, figado, intestino
delgado e estbmago (Ishii et al., 2004; Kabil et al., 2011) e o sistema 3MST/CAT esta
localizado em neurdnios, coracdo, endotélio vascular, figado, rins e musculo liso
(Nagahara et al., 1998; Shibuya et al., 2009a). As enzimas CBS e CSE estdo
localizadas no citosol, enquanto a 3MST e CAT estao localizadas tanto no citosol
guanto nas mitocondrias, a DAO é encontrada nos peroxissomos. No entanto, CBS e
CSE podem se translocar para as mitocondrias quando a atividade do 3MST é
significativamente suprimida em condicbes oxidativas, como a hipoxia (Kimura,
2015). Na pele, a expresséao proteica das enzimas CSE e 3MST foi confirmada por
analise de Western blot (Liu et al., 2014b; Kutz et al., 2015; Greaney et al., 2017),
ainda, analises de expressdo génica revelaram a expressao das enzimas CSE e
CBS em queratindcitos normais e niveis muito baixos de expressdo das enzimas
CSE, CBS e 3MST em melandcitos normais (Panza et al., 2015; Lee et al., 2016).

Além das vias enziméticas, a produgédo enddgena de H,S pode ocorrer também
via processos ndao-enzimaticos menos conhecidos. O H,S pode ser gerado a partir
de enxofre elementar, persulfetos ou polissulfetos, que séo reduzidos pela glutationa
envolvendo NADH ou NADPH como doadores de elétrons fornecidos por glicélise
(Searcy, Lee, 1998; Szabo, Papapetropoulos, 2017; Cao et al., 2019). O tiossulfato
(S,05%) e o sulfito (SO3%) também podem formar H,S em uma reacdo redutora
envolvendo o piruvato como doador de hidrogénio (Kolluru et al., 2013). O H,S
também pode ser produzido por uma reacdo catalisada ndo enzimaticamente por
ferro (Fe*") e vitamina Bs, com a L-cisteina servindo como substrato, essa reacgéo

produz piruvato, NH3; e H,S (Yang et al., 2019).
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Além disso, também foi relatada a producdo de H,S pela microflora
enterobacteriana, principalmente por bactérias redutoras de enxofre, a qual
influencia significativamente a biodisponibilidade de H,;S no tecido do hospedeiro
(Shen et al., 2013).
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Figura 2 - Biossintese de H,S em mamiferos. CBS, cistationina B-sintase; CSE, cistationina y-liase;
3MST, 3-mercaptopiruvato sulfutransferase; CAT, cisteina aminotransferase; DAO, D-amino-oxidase.

Fonte: Cao et al., 2019.

ApOs sua sintese, 0 H,S pode ser imediatamente liberado para exercer seus
efeitos biologicos através da interacdo com diferentes moléculas sinalizadoras, ou
pode ser armazenado no meio intracelular, como ligagdes de enxofre sulfano
(incluem polissulfetos, tiossulfato e enxofre elementar; o H,S é liberado em
condi¢des redutoras) ou acido-labil enxofre (incluem aglomerados ferro-enxofre e
persulfetos; o H,S é liberado em condi¢cdes acidas), e liberado mais tarde em
resposta a um sinal fisiolégico (Ogasawara et al., 1994; Ishigami et al., 2009;

Leskova et al., 2017). Estudos mais recentes revelaram que espécies de enxofre
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ligadas (polissulfetos e persulfetos) também podem ser produzidas pela 3MST e
possuem varios papéis fisioldégicos nas células de mamiferos, como prote¢cdo contra
0 estresse oxidativo e a ativagdo dos canais TRPAL, entre outros (Koike et al., 2017;
Kimura, 2020).

Os mecanismos moleculares fisioldgicos pelos quais o H,S exerce seus efeitos
incluem: 1) interagBes com centros metalicos das proteinas, através da redugéo e/ou
ligacdo direta do H,S as fracbes heme nas proteinas alvo, como citocromo c
oxidase, hemoglobina, mioglobina e mieloperoxidase, resultando na formacédo de
sulfheme (Pietri et al., 2011; Rios-Gonzalez et al., 2014; Palinkas et al., 2015); 2)
papel antioxidante, seja por eliminacdo direta de ROS ou de espécies reativas de
nitrogénio (RNS) como peroxinitrito, perdxido de hidrogénio e superdxido, ou
indiretamente através da estimulacdo da sintese de glutationa e ativacdo da
expressao de proteinas antioxidantes conduzida pelo fator de transcricdo Nrf2, como
a tioredoxina (Beftowski, 2019; Murphy et al., 2019); 3) persulfidacdo de proteinas
(também chamado S-sulfidratacéo), pelo qual um grupo tiol (-SH) de uma cisteina
reativa € modificado para um grupo persulfeto (-SSH), resultando em alteracbes
conformacionais nas proteinas alvo para modificar sua atividade (Mustafa et al.,
2009, 2011; Filipovic, 2015). A persulfidagdo mediada por H,S foi encontrada em
varias proteinas celulares e enzimas, e representa o principal mecanismo de
sinalizacdo do H,S. Os exemplos de proteinas modificadas desta forma incluem
canais de potassio sensiveis a ATP (Katp) € canais de potassio ativados por calcio
(Kca; Mustafa et al., 2011), canais de potassio dependentes de voltagem Kv4.3 (Liu
et al., 2014a), proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch (Keapl; Yang et al.,
2013), subunidade p65 do fator nuclear-kB (NF-kB; Sen et al., 2012), gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH; Mustafa et al., 2009), subunidade a da ATP sintase
(Mddis et al., 2016), NO sintase endotelial (eNOS; Mazza et al., 2013), proteina
quinase G (PKG; Stubbert et al., 2014), MAPK/ERK quinase (MEK1; Zhao et al.,
2014), lactato desidrogenase A (Untereiner et al., 2017) e canais catidnicos TRP (Liu
et al., 2014c). Recentemente foi sugerido que persulfetos e polissulfetos sdo mais
nucleofilicos do que H,S e seriam mais eficazes na persulfidagdo (Murphy et al.,
2019).

O acumulo de H,S seria toxico para os 6rgaos, devido a seu efeito inibitério do
Complexo mitocondrial 1V (Nicholls et al., 2013); portanto, existem processos de

oxidacdo rigidamente regulados para seu catabolismo. O mecanismo conhecido
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mais eficiente de oxidag&o de H,S em células de mamiferos ocorre nas mitocondrias
e requer a agdo coordenada das enzimas sulfeto-quinona oxidoredutase (SQR),
persulfeto dioxigenase (ETHEL), tiossulfato sulfuriltransferase (rodanase) e sulfito
oxidase, e consiste em uma série de reacbes que catalisam sequencialmente a
oxidacdo das espécies sulfeto (S*/HS) a tiossulfato e sulfato, envolvendo a
participacdo da coenzima Q (Marutani, Ichinose, 2020), esta via também foi descrita
nos fibroblastos da pele humana (Ziosi et al., 2017). O H,S também pode ser
oxidado por meio de processos quimicos, como a oxidacdo direta de H,S em
tiossulfato na presenga de O, e metais de transicdo (Chen; Morris, 1972). Em
mamiferos, a eliminacdo das substancias mencionadas ocorre principalmente pela
urina, mas também pela exalacdo dos pulmdes, fezes e flatos.

Considerando os extensos efeitos fisioldgicos do H,S nos diferentes tecidos,
varios compostos doadores de H,S estdo sendo sintetizados especificamente para
fornecer H,S terapéutico aos tecidos, para seu uso como ferramentas biol6gicas e
como terapéutica potencial. Com base nos mecanismos e velocidade de liberacao
de H,S, os doadores de H,S mais comunmente usados podem ser divididos nos
seguintes grupos: 1) substancias inorganicas ou sais de sulfeto, tais como
hidrossulfeto de sodio (NaHS) e sulfeto de sédio (Na,S) que hidrolisam
imediatamente apés a dissolu¢cdo em agua, fornecendo acesso direto e instantaneo
as formas biologicamente relevantes de sulfeto (H,S e HS"; dependendo do pH), e
sdo assim chamados de “liberadores espontaneos”, porém, existem desvantagens
para estes doadores, sua meia-vida curta, liberacdo rapida e descontrolada e nao
possuem capacidade de direcionamento, essas deficiéncias levaram a busca de
doadores de H,S mais controlados (Zheng et al., 2015; Szabo, Papapetropoulos,
2017; Powell et al., 2018); 2) doadores de liberacdo lenta, s&o compostos de
natureza organica representados pelo composto GYY4137, os quais também podem
liberar H,S apds a hidrolise, e quando comparados com os sais de sulfeto fornecem
H,S de forma muito mais lenta e sustentada (Li et al., 2008; Lee et al., 2011); 3)
doadores com perfis de liberacao regulada, incluindo doadores dependentes de pH
(por exemplo os compostos JK-1 e JK-2), doadores ativados por oxidantes, onde a
liberacdo de H,S é desencadeada pelo estresse oxidativo (doadores a base de
tiocarbamato), doadores direcionados as mitocdndrias que consiste em um cation
lipofilico trifenilfosfénio acoplado a uma porcdo doadora de H,S (por exemplo os
compostos AP39 e AP123), entre outros (Szczesny et al., 2014; Ger6 et al., 2016;
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Kang et al., 2016; Zhao, Pluth, 2016); 4) drogas hibridas (tais como os anti-
inflamatorios ndo esteroides - AINEs ou esteroides - AlEs liberadores de H,S) os
quais apresentam grupos doadores de H,S (tais como o DTT - 1,2-ditiol-3-tiona, ADT
- anetol ditioletiona ou TBZ - tiobenzamida) conjugados as moléculas dos
antiinflamatdérios tradicionais, contando-se os compostos ATB337 (S-Diclofenaco),
ACS14 e ATB340 (S-Aspirina), ATB346 (S-naproxeno) e ATB352 (S-cetoprofeno),
desenvolvidas com o fim de melhorar o perfil terapéutico (seguranca e/ou eficacia)
dos medicamentos utilizados clinicamente (Zhao et al., 2015; Zheng et al., 2015;
Szabo, Papapetropoulos, 2017).

Os efeitos da administracdo de H,S exdgeno foram examinados em numerosos
estudos pré-clinicos, principalmente como anti-inflamatério (Zanardo et al., 2006;
Ekundi-Valentim et al., 2010, 2013; Herrera et al., 2015), antinociceptivo (Distrutti et
al., 2006a; Costa et al., 2020), antiagregante, anticoagulante e antitrombético (Zagli
et al., 2007; Kram et al., 2013; Grambow et al., 2014), anticancerigeno (Lee et al.,
2011; Duan et al., 2015), imunomodulador (Cao et al., 2014; Yang et al., 2015),
inibidor do estresse oxidativo (Yan et al.,, 2006; Yonezawa et al., 2007), na
neuromodulacao (Abe, Kimura, 1996), vasorregulagéo (Zhao et al., 2001; Laggner et
al., 2007; Drapala et al., 2017), no tratamento da asma (Chen et al., 2009; Benetti et
al., 2013; Campos et al., 2016; Mendes et al., 2019), dentre outros.

Alguns dos compostos doadores de H,S foram testados em ensaios clinicos.
Wallace et al. (2020) mostraram em um ensaio clinico de Fase 2B que 0 composto
hibrido ATB-346, um anti-inflamatério ndo esteroide liberador de H,S derivado do
naproxeno, resultou em uma elevacao significativa do H,S plasmatico e foi
igualmente eficaz na inibicdo da atividade da cicloxigenase (COX), mas com menos
danos gastrointestinais do que a droga parental naproxeno. Polhemus et al. (2015),
em um ensaio clinico de Fase 1, mostram que uma mistura de varias moléculas
ativas (SG1002) cujo principal constituinte € uma molécula a-enxofre circular de oito
membros, aumentou significativamente o0s niveis circulantes de H,S e nitrito
plasmatico em individuos saudaveis e pacientes com insuficiéncia cardiaca, além de
ser bem tolerado e seguro em todas as doses testadas. Um ensaio clinico de Fase 2

controlado por placebo esta atualmente em fase de planejamento.
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1.3 Implicagcdes do H,S na fisiopatologia da pele e doengas dermatoldgicas

Ha uma quantidade crescente de literatura associando o H,S com diferentes
condicOes e doencas de pele (para revisao, vide Coavoy-Sanchez et al., 2020).

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que o H,S desempenha um
papel importante na resposta pruritogénica e inflamatéria. Rodrigues et al. (2017)
revelaram que a inibicdo da sintese endogena de H,S com [-ciano-L-alanina (um
inibidor de CSE/CBS) resulta na potenciacdo significativa do comportamento de
cocar induzido pelo composto 48/80 (degranulador de mastdcitos) em camundongos,
junto com o aumento do recrutamento de neutrofilos, medido pela atividade da
mieloperoxidase. Além disso, descrevem importantes acdes terapéuticas de
doadores de H,S no prurido histaminérgico e ndo-histaminérgico em camundongos.
Na via histaminérgica, o prurido induzido pela injecao intradérmica de histamina ou
do composto 48/80 é reduzido pelo Na,S e o reagente de Lawesson, e este efeito é
mediado em parte pela estabilizacdo dos mastdcitos (Rodrigues et al., 2017). Na via
nao-histaminérgica, o prurido secundario a ativacdo dos receptores PAR-2 é
efetivamente reduzido pelo NaHS, atuando através da abertura dos canais Karp €
envolvendo a participagdo do NO enddgeno de uma forma independente de GMPc
(Coavoy-Sanchez et al., 2016).

Utilizando uma linhagem celular derivada de queratindcitos de pele humana
(células HaCaT), Yang et al. (2011) demonstraram que a aplicacdo de NaHS resulta
em reducdo significativa das lesdes celulares e da resposta inflamatoria induzidas
pelo cloreto de cobalto (Il) em um modelo de lesdo celular induzida por hipoxia
guimica, e este efeito do NaHS foi associado a diminuicdo da geracdo de ROS e
reducdo da producdo de IL-1B, IL-6 e IL-8. Além disso, o NaHS reduziu
significativamente a superexpressdo de COX-2, produgcdo de protaglandina E2
(PGEZ2) e ativagao de NF-kB.

Na psoriase, uma doenca inflamatoria cronica da pele, Alshorafa et al. (2012)
revelaram que os niveis de H,S no soro de pacientes com psoriase progressiva
cronica sdo mais baixos do que aqueles encontrados em individuos saudaveis, e
estdo negativamente correlacionados com a gravidade da psoriase. Ainda, o
tratamento com NaHS em células HaCaT estimuladas com TNF-a, resultou na
inibicdo significativa dos niveis de IL-6 e IL-8 de maneira dependente da dose, via

supresséo da ativacédo de p38, ERK e NF-kB. Em uma pesquisa anterior, Mirandola
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et al. (2011) verificaram que, tanto nas lesBes psoriaticas primarias quanto nos
queratinécitos humanos, o H,S (NaHS) inibe a producao de IL-17 e IL-22 e diminui a
secrecdo de IL-8 para atenuar a inflamacéo via inibicdo da fosforilacdo de ERK. Em
consonancia com esses estudos, nosso grupo observou em um modelo murino de
psoriase (induzida pela aplicagdo topica do imunomodulador imiquimod), que o0s
niveis de H,S enddgeno estdo diminuidos em pele de camundongos com psoriase
experimental (Rodrigues, 2018), e que tanto a administracdo sistémica quanto topica
com o doador de H,S de liberacéo lenta GYY4137 teve efeitos benéficos controlando
o prurido, reduzindo o recrutamento de neutrofilos para os locais da lesédo e
melhorando o indice de gravidade clinica da doenca (Schmidt et al., 2015;
Rodrigues, 2018).

Vérios estudos reconhecem o H,S como uma molécula que acelera o processo
de cicatrizacdo de feridas cutaneas, promovendo a angiogénese e restaurando a
estrutura anatomica e a funcdo da pele lesada. Papapetropoulos et al. (2009)
concluem que o H,S enddgeno é um fator pro-cura, pois este processo se mostrou
significativamente atrasado em camundongos CSE”. Nesse estudo, 0s
camundongos tiveram 5% de sua area de superficie corporal total queimada por
escaldamento e, ao longo do periodo de observacdo, as areas da ferida em

+/+

camundongos CSE™" foram significativamente menores do que em camundongos
CSE™. Além disso, a administracdo tépica de NaHS acelerou o processo de
fechamento de feridas de pele de rato causadas por queimaduras. Empregando este
mesmo modelo de queimadura de pele em ratos, um estudo anterior mostrou que a
administragao subcutanea do doador de H,S IK-1001, melhorou significativamente a
re-epitelizacdo da area lesada (Pyiochou et al., 2008). Estudos de Liu et al. (2014b)
detectaram que a expressdo de CSE se encontrava diminuida em Ulceras de pé de
pacientes portadores de diabetes e que camundongos diabéticos tipo 2 db/db
tratados intraperitonealmente com os doadores H,S, NaHS e TBZ, mostraram
melhora significativa na cicatrizacdo de feridas por meio da restauracéo das funcoes
das células progenitoras endoteliais e ativagao da angiopoietina-1.

Outras pesquisas também demonstraram que o0 H,S esta envolvido na
regulacdo do cancer de pele. Trabalhando com amostras de melanoma humano,
Panza et al. (2015) mostraram que em comparacao com os melandécitos epidérmicos
humanos normais, a expressdo de CSE esta aumentada em células de melanoma,

0s niveis mais altos de expresséo estdo em tumores primarios, menores em lesdes
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metastaticas e quase silencioso em metastases néo linfonodais. Os doadores de
H,S inibem a proliferacdo das células de melanoma promovendo apoptose,
diminuindo a expressao das proteinas anti-apoptoéticas, suprimindo a atividade de
NF-kB e reduzindo a fosforilagdo de AKT e ERK (Panza et al., 2015; De Cicco et al.,
2016, 2017).

1.4 Justificativa

Apesar do aumento no numero de pacientes com DA nos ultimos anos, a
patogénese da doenca ainda nao foi totalmente elucidada. As drogas anti-
inflamatorias e imunossupressoras, como 0s corticosteroides, sdo eficazes para o
tratamento da DA, no entanto, o uso prolongado dessas drogas esta associado a
reacOes adversas, tais como atrofia cutanea, supressédo do eixo hipotdlamo-hipofise-
adrenal, hipertensdo, dislipidemia, hiperglicemia e imunossupressao (Coutinho,
Chapman, 2011). Desta forma, é necessaria a busca continua de alternativas
terapéuticas ou complementares que oferecam mais eficacia e seguranca. O H,S é
um mediador gasoso com funcdes fisioldgicas e fisiopatolégicas em muitos 6rgéos,
tem sido demonstrado que o H,S é produzido também na pele e participa na
regulacdo da inflamagcéo e prurido, na citoprotecdo, promocao de angiogénese,
cicatrizacdo de feridas, e outros (Coavoy-Sanchez et al., 2020). O H,S foi explorado
na concepcao de novos AINEs (AINEs liberadores de H,S). Um derivado liberador
de H,S do naproxeno, ATB-346 mostrou ser tao eficaz quanto o farmaco original na
reducdo da inflamacé&o, enquanto produz significativamente menos efeitos adversos
gastrointestinais (Wallace et al., 2010, 2020). Associa¢des de doadores de H,S com
corticosteroides também tém sido propostas, um estudo em células expostas ao
estresse oxidativo, sugere que doadores de H,S podem potencializar o efeito anti-
inflamatorio da dexametasona quando administrados concomitantemente (Sun et al.,
2015). Tendo em consideracdo o potencial terapéutico deste tipo de associagdes,
acreditamos que moléculas hibridas de corticosteroides com doadores de H,S como
a dexametasona-TBZ e dexametasona-ADT, podem ser promissores agentes
terapéuticos para o controle do prurido e reacdes inflamatorias cutaneas e
sistémicas caracteristicas da DA, seja potencializando o efeito farmacoldgico
desejado ou reduzindo a incidéncia de efeitos adversos. Por outro lado, dado o fato

de que a DA esta associada com o estresse oxidativo e com alteracfes da funcao
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mitocondrial (Sivaranjani et al., 2013; Ahn, 2014, Feichtinger et al., 2014, lyer et al.,
2017), e dado o potencial terapéutico do H,S, cremos que doadores de H,S
especificos para mitocondria, como AP39 e RTO01 podem servir para melhorar a
funcdo mitocondrial e exercer um efeito protetor na DA. A andlise da participacao
das moléculas envolvidas na patogénese da DA e na decorréncia do tratamento com
os doadores de H,S (hibridos e mitocondriais), € ponto fundamental para o

aprofundamento do conhecimento sobre a farmacologia destes compostos.

1.5 Objetivos

a) Avaliar comparativamente os efeitos da dexametasona em relacdo aos efeitos
das moléculas hibridas doadoras de H,S, dexametasona-TBZ e dexametasona-
ADT, e suas respectivas porc¢oes liberadoras, 4-hidroxi-tiobenzamida (TBZ) e
anetol ditioletiona (ADT-OH) no modelo de DA induzida pela administragao
epicutanea do hapteno 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) em camundongos, bem
como investigar alguns dos mecanismos farmacologicos envolvidos e possiveis
efeitos adversos.

b) Investigar o efeito da administragéo dos doadores de H,S de agdo mitocondrial,
AP39 e RTO1 no desenvolvimento e sinais clinicos da DA induzida pela
administracdo epicutanea de DNCB em camundongos, bem como investigar

alguns dos possiveis mecanismos farmacolégicos envolvidos.

Estratégias

- Padronizar o modelo experimental da DA induzida por DNCB em camundongos.

- Comparar os efeitos da dexametasona com os derivados liberadores de H,S
(doadores hibridos), dexametasona-TBZ e dexametasona-ADT, e suas respectivas
porcoes liberadoras, TBZ e ADT-OH sobre o prurido, lesbes da pele, edema de
orelha, eosinofilia e esplenomegalia induzidos por DNCB em camundongos.

- Avaliar os efeitos dos doadores de H,S de acdo mitocondrial, AP39 e RTO1 sobre
o prurido, lesGes da pele, edema de orelha, eosinofilia e esplenomegalia induzidos
por DNCB em camundongos.

- Analisar as concentragcbes circulantes de IgE total, como também as

concentracfes na pele das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, e da quimiocina eotaxina-1
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(CCL11), e os efeitos do tratamento com os doadores de H,S sobre estes
mediadores.

- Investigar os efeitos da doenca sobre a atividade das enzimas antioxidantes
superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa (G) reductase (GR), peroxidase
(GPx) e S-transferase (GST) e na expressao de marcadores de estresse oxidativo
(residuos proteicos de nitrotirosina, proteinas carboniladas) na pele e os efeitos dos
doadores de H,S sobre estes parametros.

- Analisar a producdo endogena de H,S, assim como a expressao proteica das
enzimas CSE, CBS e 3MST na pele de camundongos.

- Quantificar os niveis de glicose e os parametros bioquimicos hepéaticos em
plasma de camundongos e os efeitos dos doadores de H,S (hibridos e suas

respectivas porcdes liberadoras) sobre estes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c fémeas de 7-10 semanas
de vida, provenientes do Biotério do Departamento de Farmacologia - Unidade Il do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. O protocolo experimental foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP (Protocolo n° 129/2016).

2.2 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: 2,4-dinitroclorobenzeno (DNCB) e
dexametasona (Dexa) foram obtidos da Sigma-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, USA);
dexametasona-TBZ (Dexa-TBZ; doador hibrido), dexametasona-ADT (Dexa-ADT,;
doador hibrido), 4-hidroxi-tiobenzamida (TBZ; doador de liberacdo lenta) e anetol
ditioletiona (ADT-OH, 5-(4-hydroxyphenyl)-3H-1,2-dithiole-3-thione; doador de
liberacdo lenta) foram gentiimente doados pelo Prof. Giuseppe Caliendo (Universita
degli Studi di Napoli "Federico II", Napoles, Italia); AP39 ([10-ox0-10-(4-(3-thioxo-3H-
1,2-dithiol-5yl)phenoxy)decyl] triphenyl phosphonium bromide; doador mitocondrial) e
RTO1 (analogo de AP39 desprovido de um atomo de enxofre; doador mitocondrial)
foram gentilmente doadas pelo Prof. Matt Whiteman (University of Exeter, UK).

Todas as drogas foram dissolvidas em acetona/azeite de oliva (3:1).

Na Figura 3, estdo ilustradas as estruturas quimicas dos doadores de H,S

utilizados no presente trabalho.
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Figura 3 - Estruturas quimicas de doadores de H,S utilizados no presente trabalho. 4-hidroxi-
tiobenzamida (TBZ) e anetol ditioletiona (ADT-OH) sdo doadores de liberacéo lenta, dexametasona-
TBZ e dexamentasona-ADT s&o doadores hibridos, AP39 e RTO01 sdo doadores especificos para
mitocéndria.

AP39 RTO01

Fonte: Préprio autor.

2.3 Modelo experimental de dermatite atopica e aplicacdo do tratamento

A inducéo da DA experimental por DNCB, em camundongos foi realizada de
acordo com o método proposto por Chan et al. (2013), com algumas modificacdes.

Os animais foram depilados na regido dorsal do pesco¢co com ajuda de um
barbeador elétrico. Apos 24 horas, a sensibilizacdo foi induzida pela aplicacao
epicutanea de 200 ul de DNCB a 0,5% em acetona/azeite de oliva (3:1) na area
depilada nos primeiros 3 dias. Nos dias 15, 17, 19 e 22 os animais foram desafiados
com 200 pl de DNCB a 0,2% sobre a pele do dorso e com 20 pl aplicados sobre a

orelha direita. Nos dias 19 a 23 apés a sensibilizacdo, os animais foram tratados
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topicamente uma vez por dia com compostos doadores de H,S ou dexametasona.

Para cada tipo de doador de H,S os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Tabela 1 — Tratamento por via de administracéo topica de Dexa, Dexa-TBZ e TBZ

Grupo Farmaco/Droga Dose do tratamento
Veiculo Tratado com o veiculo 200 ul/animal
Sensibilizados e desafiados com DNCB e .
DNCB tratado com veiculo 200 pl/animal
DNCB + Dexa Sensibilizados e desafiados com DNCB e 62,5, 125, 250 ou

DNCB + Dexa-TBZ

DNCB + TBZ

tratados com Dexa

Sensibilizados e desafiados com DNCB e
tratados com Dexa-TBZ

Sensibilizados e desafiados com DNCB e
tratados com TBZ

500 nmol/animal

62,5, 125, 250 ou
500 nmol/animal

1 ymol/animal

Tabela 2 — Tratamento por via de administracdo topica de Dexa-ADT e ADT-OH

Grupo Farmaco/Droga Dose do tratamento
Veiculo Tratado com o veiculo 200 pl/animal
DNCB Sensibilizados e desafiados com DNCB e 200 pl/animal

DNCB + Dexa-ADT

DNCB + ADT-OH

tratado com veiculo

Sensibilizados e desafiados com DNCB e
tratados com Dexa-ADT

Sensibilizados e desafiados com DNCB e
tratados com ADT-OH

250 nmol/animal

1 ymol/animal

Tabela 3 — Tratamento por via de administracdo topica de AP39 e RT01

Grupo Farmaco/Droga Dose do tratamento
Veiculo Tratado com o veiculo 200 ul/animal
DNCB Sensibilizados g desafiados com DNCB e 200 pl/animal
tratado com veiculo
Sensibilizados e desafiados com DNCB e 0,10u0,2
DNCB + AP39 tratados com AP39 nmol/animal
DNCB + RTOL Sensibilizados e desafiados com DNCB e 0.2 nmol/animal

tratados com RTO1
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O protocolo experimental utilizado no presente estudo esta representado
esquematicamente na Figura 4. No dia 24, os animais foram anestesiados
(isoflurano 3% em O,; v/v) e amostras de sangue foram coletadas por puncao
cardiaca. Imediatamente apds, os animais foram submetidos a eutanasia e amostras

de pele dorsal, orelhas e bacgo foram coletadas para posteriores analises.

Depilagdo| Sensibilizacao

i DNCB 0,5%

Dia 0 Dia1 Dia2 Dia3

S ‘{? 5 (,ﬁ’»‘»‘ =™K

af %2 eg N7 &g Wy “(1‘1 ;9 Desaﬁo Eutanasia

NN | DNCB 0,2% |
"y * u\} AvZAV, T 7 7 .
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N 7% 20N 6 0N 705 0N 2%
ef S e¢ Se e Y9 &F Yo oF 4p @ S @¢ Yo e »

§ | ¢ § {
| — | — | — | - m— | —
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Aplicagao do tratamento por via topica
Veiculo, compostos doadores de H,S ou dexametasona

Figura 4 - Diagrama esquematico do protocolo experimental. Camundongos BALB/c fémeas foram
depilados e sensibilizados epicutdneamente com 200 pyl de DNCB a 0,5% nos dias 1-3. Duas
semanas depois, a dermatite foi induzida com 200 yl de DNCB a 0,2% nos intervalos mostrados na
figura. O tratamento (veiculo, doadores de H,S ou dexametasona) foi aplicado topicamente durante 5
dias seguidos, a partir do dia 19. Os animais foram mortos 24 dias ap6s a sensibilizag&o.

Fonte: Préprio autor.

2.4 Avaliacdo dos parametros pruriceptivos e inflamatérios

2.4.1 Analise do prurido em camundongos com modelo de DA

A avaliacao do prurido foi feita imediatamente antes da aplicagao de cada dose
de DNCB (na fase de desafio) e antes da eutanasia (i.e., dia 24). Os animais foram
colocados em caixas de acrilico em uma sala isenta de barulho e adaptada para uso
de camera de video e foram filmados durante 30 min. A reproducédo do video serviu
para avaliar o prurido por parte de pesquisadores treinados. A medida do prurido foi
determinada pela contagem do nimero de acessos de coceira, sendo um acesso de
coceira o0 evento isolado de trés ou mais movimentos rapidos de toque com as patas

traseiras dirigidas as proximidades das regides tratadas.
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2.4.2 Avaliacdo macroscopica da gravidade das lesdes

A gravidade da dermatite foi avaliada de acordo com o método descrito por
Matsuda et al. (1997). As lesBes da pele dorsal e orelhas foram avaliadas antes da
aplicacdo de cada desafio e antes da eutanasia. A presenca de cada um dos
seguintes sinais: eritema/hemorragia, edema, escoriagao/erosao e
descamacéao/secura foi pontuada como 0 (ausente), 1 (ligeiro), 2 (moderado) e 3
(grave). O escore da gravidade da dermatite foi definido como a soma das

pontuacgdes individuais.

2.4.3 Avaliagéo do edema de orelha

No modelo experimental de DA, a estimulagdo induzida por DNCB induz
edema de orelha, que foi medido apds eutanasia. Ambas as orelhas foram cortadas
na base e suas massas foram mensuradas com a utilizacdo de uma balanca
analitica, antes e depois de secar o tecido na estufa a 60°C durante 5 dias. O
conteldo de agua (expresso em %) de cada orelha foi calculado com base na
diferenca de massa (em gramas) entre o tecido imido e o tecido seco, dividindo com
a massa do tecido umido e multiplicando o resultado por 100. O edema de orelha foi
expresso em percentual, utilizando como célculo a subtracdo do conteudo de agua
(em %) obtido da orelha direita (tratada) com o conteudo de agua (em %) obtido da

orelha esquerda (controle).
2.5 Analises de sangue

As amostras de sangue foram coletadas dos animais anestesiados (isoflurano
3% em Oy; Vv/v), por pungao cardiaca imediatamente antes da eutanasia, em tubos
contendo heparina. Seguidamente, o plasma foi separado por centrifugacao (1.000
g, 4°C, 10 min) e armazenado a -80°C para analises bioquimicas.

2.5.1 Quantificagdo de leucdcitos no sangue

O numero de leucdcitos totais foi determinado diluindo o sangue anticoagulado

1:40 com solucéo de Turk (cristal violeta 0,2% em solucdo aquosa de acido acético
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30%) e 10 pl dessa solugdo foram dispostos em camara de Neubauer para a
realizacdo da contagem total de células. A andlise diferencial dos leucdcitos foi
realizada no esfregaco sanguineo, as laminas foram coradas com May-Grinwald-
Giemsa e as células presentes foram diferenciadas de acordo com a morfologia em
linfécitos, mondcitos, eosindfilos, neutréfilos e basoéfilos. Os dados foram expressos
como nimero de células (x 10°) por ul de sangue.

2.5.2 Analises bioquimicas

Os niveis plasmaticos de glicose, bilirrubina total e das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil
transpeptidase (GGT) foram quantificados por métodos colorimétricos enzimaticos
no espectrofotdbmetro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, USA), usando Kkits
comerciais Glicose Liquiform (Ref. 133), Bilirrubina (Ref. 31), AST/GOT Liquiform
(Ref. 109), ALT/GPT Liquiform (Ref. 109) e Gama GT Liquiform (Ref. 105)

respectivamente (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

2.6 Peso do bagco e numero de esplendcitos.

Apoés eutanasia dos animais o baco foi rapidamente removido, pesado e
homogeneizado em 5 mL de tampéo fosfato salino (PBS; pH 7,2). Para quantificacao
de esplendcitos, o homogenato foi diluido 1:20 com solugéo de Turk e 10 ul dessa
solugcéo foram dispostos em camara de Neubauer para a realizacdo da contagem
total de células. Os resultados foram expressos em nimero de esplénocitos (x 10%)

por ml.
2.7 Determinacao das concentracdes de citocinas e IgE
2.7.1 Quantificacdo das concentracdes de IgE total
A concentracao da IgE total foi quantificada no plasma por meio do ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA) em sanduiche, utilizando o kit comercial ELISA

MAX™ Deluxe Set (BioLegend, San Diego, CA, USA) de acordo com as instru¢des

do fabricante. Resumidamente, uma placa de 96 pocos foi revestida com anticorpo
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monoclonal de captura especifico para IgE, diluido em tampdo de captura e
incubada por um periodo de 18 horas a 4°C. A placa foi lavada com PBS contendo
0,05% de Tween-20 e subsequentemente bloqueada com diluente de ensaio durante
1 hora a 20°C. Apdés um novo ciclo de lavagens, as amostras (diluidas 1:5000) e o
padrao de IgE foram adicionados aos pocos apropriados e a placa foi incubada
durante 18 horas a 4°C. Ao término deste periodo, apds lavagens, a placa foi
incubada com o anticorpo de deteccdo anti-IgE biotinilado, a 20°C por 1 hora. A
seguir, a avidina-HRP foi adicionada a placa e incubada a 20°C por 30 min, com
lavagens entre as adi¢des. Finalmente, apdés uma lavagem minuciosa, a placa foi
desenvolvida com o substrato 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) no escuro,
produzindo uma cor azul proporcional a concentracdo de IgE presente na amostra, e
apos 10 min de incubacéo a reacéo foi interrompida pela adicdo de acido sulfarico (2
N) em cada pogo. As densidades Opticas foram medidas em espectrofotdmetro
SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, USA) em comprimento de onda de 450
nm com correcdo para 570 nm. As concentracdes de IgE das amostras foram

calculadas a partir da curva padrdo obtida.

2.7.2 Quantificacao das concentracdes de IL-4, IL-5, IL-13 e eotaxina-1

Os niveis de citocinas foram medidos em amostras de pele do dorso dos
animais dos diferentes grupos, apds eutanasia.

As amostras de pele dorsal foram homogeneizadas em propor¢do 1:10 em
tampdao Tris (50 mM, pH 7,4) contendo 1 mM de PMSF (fenil-metil-sulfonil-fluoridro)
e 0,1% de mistura de inibidor de proteases (P8340, Sigma, St. Louis, MO, USA) a
4°C, utilizando um microtriturador (DREMEL® 300, Distrito Federal, DF, México). Os
homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4°C, e os sobrenadantes
resultantes foram separados, seguidamente foi determinada a concentracdo de
proteinas de cada sobrenadante pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

As concentragbes das citocinas IL-4, IL-5, IL-13, e da quimiocina eotaxina-1
foram quantificadas em sobrenadantes dos homogenatos de pele (diluidas 1:10) por
meio do ensaio de ELISA em sanduiche: IL-4 e IL-5 foram medidas usando Kkits
comerciais ELISA MAX™ Set (BioLegend, San Diego, CA, USA), IL-13 e eotaxina-1
(CCL11) foram medidas usando kits DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis,

MN, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As absorbancias foram
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medidas em espectrofotometro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, USA) em
comprimento de onda de 450 nm com corre¢ao para 570 nm. As concentracdes de
citocinas das amostras foram calculadas a partir das curvas padrédo obtidas com as

citocinas recombinantes.

2.8 Determinagé&o da atividade das enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes foi determinada em amostras de pele do
dorso dos animais dos diferentes grupos, apés eutanasia.

Amostras de pele foram homogeneizadas na propor¢céo de 1:10 em tampéo
fosfato (50 mM, pH 7,0) contendo 100 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 4°C, utilizando um microtriturador (DREMEL® 300, Distrito Federal, DF,
México), os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 10 min a 4°C. Os
sobrenadantes resultantes foram separados para determinagédo da atividade das
enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase

e glutationa S-transferase.

2.8.1 Atividade das superoxido dismutase (SOD)

As superoxido dismutases (SOD) séo enzimas que catalisam a dismutacdo do
anion radical superéxido (O,7) em oxigénio (O,) e peroxido de hidrogénio (H205),
fornecendo uma importante defesa contra o dano oxidativo. A atividade da SOD foi
determinada de acordo com o método descrito por Ukeda et al. (1997), baseado na
formacdo do produto XTT-formazan. Trata-se de um método indireto que envolve a
conversado de xantina e O, em acido urico e H,O, pela xantina oxidase (XO) gerando
O,", este por sua vez, reduz o reagente XTT para o produto XTT-formazan, que
absorve luz a 470 nm. As SOD eliminam O;" e diminuem a formagédo do produto

XTT-formazan.



48

Xantina 20, XTT-formazan

) Hzog + 2 02" XTT
Acido Urico ‘
0,+H,0,

Todos os sobrenadantes das amostras foram diluidos na proporcéo de 1:10 em
tampao carbonato (50 mM, pH 10,2) contendo 3 mM de EDTA. Aliquotas de 10 pl
das amostras diluidas brutas ou inativadas (aquecidas em banho-maria a 100°C por
5 min) foram dispostas em placas de 96 pocos, juntamente com 260 ul do tampéo
carbonato (50 mM, pH 10,2 contendo 3 mM de EDTA), 10 pl de xantina (3 mM) e 10
pl de XTT (0,75 mM) e a reacéo foi iniciada pela adicdo de 10 ul da enzima xantina
oxidase (56,1 mU/ml) em cada poco. As densidades épticas foram medidas em
espectrofotometro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, USA) em comprimento
de onda de 470 nm durante 20 min. O resultado foi expresso como USOD/mg de
proteina. A unidade de SOD foi definida como a quantidade de SOD capaz de

transformar 1 pmol de O, por min.

2.8.2 Atividade da catalase

A catalase € uma enzima que catalisa a decomposi¢édo do H,O, em agua e Oy,
neutralizando a acéo toxica do H,O,. A atividade da catalase foi determinada de
acordo com o método de Fossati et al. (1980) que esta baseado na medida do H,0,
como substrato remanescente depois da acdo da catalase. O método ocorre em
duas etapas, na primeira reacdo a catalase presente na amostra dismuta o H,O, (de
concentracdo conhecida) em agua e O,. Na segunda reacéo, o H,O, restante reage
com a o-dianisidina (OD), reacdo catalizada pela enzima peroxidase (HRP), para
produzir um produto que pode ser medido colorimetricamente a 460 nm. Portanto, a
atividade da catalase presente na amostra é inversamente proporcional ao sinal
obtido.
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Reagao 1: 2H,0;, ———3p 2H,0+0,
Reagdo2: H,0,+0OD ———p A+2H,0

Todos os sobrenadantes das amostras foram diluidos na proporcao de 1:5 em
tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) contendo 100 mM de EDTA. A reagédo 1 foi iniciada
incubando 15 pl de amostras diluidas brutas ou inativadas (incubadas a 60°C por 2
h) com 250 ul de H;O, (10 mM) a temperatura ambiente por 10 min, e foi
interrompida pela adicdo de 250 ul de azida sédica (NaN3, 1mM). A curva padréo de
H,O, foi construida incubando 15 pl de tampéao fosfato (50 mM, pH 7,0) com 250 ul
de diferentes concentracbes de H,0O, (11 a 8820 uM), de forma andloga as
amostras.

A reacéo 2 foi realizada em placas de 96 pocos, 20 pl dos produtos obtidos na
reacdo 1 (amostras ou curva padrédo) foram dispostos nos pogos apropriados e
foram adicionados 200 pl de reagente contendo OD (158 pg/ml) e HRP (0,095 pg/ml)
em tampéao fosfato (50 mM, pH 6,0). A velocidade de formac&o do produto foi
medida em cumprimento de onda de 460 nm durante 10 min. A atividade da catalase
foi calculada usando a curva padrdo de H,;0,. O resultado foi expresso em
UCatalase/mg de proteina. A unidade da catalase € definida como a quantidade de
H,O, (umol) degradada por min.

2.8.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase (GPx) € uma familia de enzimas com atividade
peroxidase, e converte a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG)
para reduzir os hidroperoéxidos lipidicos em seus alcodis correspondentes, ou reduzir
o H,O, em agua. O meétodo para determinacdo da atividade GPx € baseado na
medida indireta da atividade da GPx, através de uma reacdo acoplada com a
glutationa redutase (GR), de acordo com Paglia e Valentine (1967). No método, a
GPx reduz o hidroperdxido de t-butil e oxida a GSH para a GSSG. A GSSG gerada é
reduzida a GSH com consumo de NADPH pela GR. A diminuicdo de NADPH é
diretamente proporcional a atividade da GPx, e & acompanhada pelo decréscimo da
absorbancia medida a 340 nm.
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2GS5H+R-0-O-H ——m8p GSSG+ R-O-H+ H,0

GSSG+ NADPH+H! ——p 2GSH + NADP*

Todos os sobrenadantes das amostras foram diluidos na proporgéo de 1:10 em
tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) contendo 100 mM de EDTA. Seguidamente, 30 ul
das amostras diluidas foram incubados (a 37°C por 5 min) com 145 ul de tampéo
fosfato (50 mM, pH 7,0 contendo 100 mM de EDTA), 5 ul de GSH (0,8 M) e 5 pl de
GR (9,6 U/ml), em microplaca de quartzo. Finalmente, foram adicionados 5 pl de
hidroperoxido de terc-butil (0,46%) e 10 ul de NADPH (1,2 mM). O decréscimo dos
valores de absorbéncia foi registrado a 340 nm durante 10 min a 37°C. Os

resultados foram expressos como umol de GSH/min/mg de proteina.
2.8.4 Atividade da glutationa reductase (GR)

A glutationa reductase (GR) é uma flavoproteina que catalisa a reducao
dependente de NADPH da GSSG para a GSH. A GR é essencial para o ciclo redox
da glutationa, e mantém niveis adequados de GSH celular. A determinacdo da
atividade da GR foi realizada de acordo com o método de Carlberg e Mannervik
(1975), baseado na medida direta da atividade da GR, que utiliza o NADPH como
co-fator na reducdo da GSSG para GSH. A oxidacido de NADPH a NADP* é
acompanhada pelo decréscimo da absorbancia em comprimento de onda de 340

nm.

GSSG+ NADPH + H' = 2GSH + NADP*

Todos os sobrenadantes das amostras foram diluidos na proporcéo de 1:5 em
tampéo fosfato (50 mM, pH 7,0) contendo 100 mM de EDTA. Seguidamente, 10 pl
de amostras diluidas ou tampao fosfato foram dispostos em microplaca de quartzo,
juntamente com 190 ul de meio de reacdo (tampéao fosfato 50 mM, pH 7,0 contendo
86 mM de EDTA, 2 mg/ml de GSSG e 0,4 mg/ml de NADPH). O decréscimo dos

valores de absorbancia foi registrado a 340 nm durante 30 min a 37°C. Os
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resultados foram expressos como pmol NADPH/min/mg de proteina, onde uma
unidade de GR é aquela capaz de oxidar 1 pmol de NADPH por min.

2.8.5 Atividade da glutationa S-transferase (GST)

A glutationa S-transferase (GST) € uma familia de enzimas que catalisam a
conjugacao de GSH a substratos xenobioticos com o propdsito de desintoxicacdo. A
atividade da GST foi determinada de acordo com o método descrito por Habig et al.
(1974), baseado na formagdo de um complexo entre a GSH e o 24-
dinitroclorobenzeno (DNCB), reacéo catalisada pela GST. A formacao do complexo
€ acompanhada por um aumento da absorbancia, medida em comprimento de onda

de 340 nm. A taxa de aumento é diretamente proporcional a atividade da GST na

cl GS
NO, GST NO,
GSH + S— + Hcl

NO, NO,

amostra.

Todos os sobrenadantes das amostras foram diluidos na proporcao de 1:5 em
tampdo fosfato (50 mM, pH 7,0) contendo 100 mM de EDTA. Aliquotas de 10 pl das
amostras diluidas ou tampé&o fosfato foram dispostos em microplaca de quartzo,
juntamente com 180 pl do tampdo fosfato (50 mM, pH 7,0 contendo 100 mM de
EDTA) e 5 pyl de DNCB (100 mM) e foram incubadas a temperatura ambiente por 10
min. Finalmente, foram adicionados 5 pyl de GSH (100 mM). A mudanca de
absorbancia foi monitorada num comprimento de onda de 340 nm por 15 min a

25°C. Os resultados foram expressos como pmol de GSH/min/mg de proteina.

2.9 Analise dos marcadores de estresse oxidativo

A analise dos marcadores de estresse oxidativo foi realizada em amostras de

pele do dorso dos animais dos diferentes grupos, apos eutanasia.
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2.9.1 Analise da expressao de residuos proteicos de nitrotirosina por SLOT BLOT

As amostras de pele foram preparadas como descrito no item 2.7.2.
Posteriormente, a concentracdo de cada sobrenadante foi acertada para 12,5 ug/ml
em tampéao de homogeneizagéao.

A expressdo de residuos proteicos de nitrotirosina foi determinada aplicando
200 pl de sobrenadantes de amostras (2,5 ug de proteina total) em uma membrana
de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) disposta no sistema Slot Blot (Bio-Dot
SF, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) e transferindo as proteinas a membrana
utilizando vacuo. A eficacia da transferéncia e a qualidade de carga das proteinas
foram comprovadas pela coloracdo reversivel das membranas com o corante
Ponceau S a 0,1% em acido acético a 5%. Apds blogueio de sitios inespecificos por
2 horas com tampao TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM, Tween-20 0,2%; pH 7,4)
contendo 0,2% de caseina, as membranas foram incubadas com o anticorpo
primario Anti-nitrotirosina (monoclonal de camundongo, 05-233, Millipore, Germany)
na diluicdo 1:2000 em TBS-T contendo 3% de BSA, durante toda a noite, a 18°C e
sob agitacdo continua. As membranas foram lavadas com TBS-T sob agitacdo (6
vezes durante 10 min cada uma) e logo apds, incubadas, durante 2 horas a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase cabra
anti-camundongo (GAM)-HRP (1721011, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA),
diluido 1:4000 em TBS-T. Depois de um novo ciclo de lavagens com TBS-T (6x por
10 min) as bandas imunorreativas foram detectadas por quimiluminescéncia usando
solucdo de revelacdo ECL e fotodocumentadas com o sistema de imagens
ChemiDocTM MP (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA). A gquantificacdo
densitométrica destas bandas foi realizada utilizado o software ImageLabTM (Bio-
Rad Laboratories, Inc., CA, USA) e foram expressas como densitometria (%) de
nitrotirosina apds normalizacdo com niveis obtidos pela coloragdo com Ponceau S
(Tsuhako et al., 2010).

2.9.2 Determinagdo do conteudo de proteinas carboniladas por SLOT BLOT
As amostras de pele foram preparadas como descrito no item 2.7.2. Depois, a

concentracdo de cada sobrenadante foi acertada para 12,5 pg/ml em tampé&o de

homogeneizacéao.
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O conteado de proteinas carboniladas foi analisado empregando uma
membrana de PVDF (difluoreto de polivinilideno; Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
previamente ativada com 100% de MeOH durante 1 min, e em seguida, com solucdo
TBS (Tris-base 20 mM, NaCl 500 mM; pH 7,4) contendo 20% de metanol por 5 min.
Foram aplicados 200 ul de sobrenadantes de amostras (2,5 ug de proteina total) na
membrana, através do sistema Slot Blot (Bio-Dot SF, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
USA) e as proteinas foram transferidas utilizando vacuo. Seguidamente, a
membrana foi retirada do sistema e lavada sequencialmente em 100% de metanol
por 1 min, em TBS contendo 20% de metanol por 5 min e em HCI 2N durante 5 min,
sob agitagdo continua, e incubada com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH; 0,1 mg/ml)
em HCI 2N por exatamente 5 min. A continuag¢do, as membranas foram lavadas de
modo sequencial com HCI 2N e com 100% de metanol (3 vezes por 5 min cada
uma). Posteriormente, as membranas foram tratadas conforme técnica descrita no
item 2.9.1., empregando o anticorpo priméario Anti-DNP (monoclonal de
camundongo, LS-C64883, LSBio, WA, USA) na diluicdo 1:25.000 e o anticorpo
secundario conjugado com peroxidase cabra anti-camundongo (GAM)-HRP
(1721011, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA). Os resultados foram expressos
como densitometria (%) de proteinas carboniladas apds normalizacdo com niveis

obtidos pela coloracdo com Ponceau S (Robinson et al., 1999).

2.10 Quantificacdo da producéao de H,S (método do sulfeto de chumbo)

A capacidade de producéo de H,S foi avaliada em amostras de pele do dorso
de camundongos dos diferentes grupos, apds eutanasia.

As amostras de pele foram homogeneizadas na proporgéo de 1:10 em tampéo
fosfato (100 mM, pH 7,4) contendo 1 mM de PMSF e 0,1% de mistura de inibidor de
proteases (P8340, Sigma, St. Louis, MO, USA) a 4°C, utilizando um microtriturador
(DREMEL® 300, Distrito Federal, DF, México). Apés centrifugacdo a 10.000 g por 10
min a 4°C, os sobrenadantes resultantes foram separados, e foi determinada a
concentracdo de proteinas de cada sobrenadante pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). A seguir, 200 ul das amostras, contendo 200 ug de proteinas,
foram dispostas em placas de 96 pocos, juntamente com 12,5 pl do substrato L-
cisteina (10 mM) e 12,5 ul do co-fator piridoxal-5'-fosfato (2 mM). Em seguida, foi
disposto sobre a placa o papel filtro impregnado com acetato de chumbo, e a placa
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foi incubada por 180 min a 37°C. A medida da geracao de H,S foi realizada através
da formacao de sulfeto de chumbo em papel filtro (Hine et al., 2015). Esta reacgéo
resulta da interacdo do H,S produzido pelas amostras com o acetato de chumbo
contido no papel, resultando no precipitado de sulfeto de chumbo (PbS; cor preta),
que permite sua quantificacdo por analise densitométrica.

Os dados foram expressos como quantidade de H,S gerado por periodo ou
concentracdo de proteina, baseados em uma curva padrdo construida a partir de

concentracfes conhecidas de NaHS dispostas na mesma placa das amostras.

2.11 Deteccéao da expresséo proteica por Western Blot

As analises de Western Blot foram realizadas a partir de homogenatos de pele
do dorso dos camundongos dos diferentes grupos, para detectar a expressédo das
enzimas CSE, CBS e 3MST.

As amostras de pele foram homogeneizadas e preparadas como descrito no
item 2.7.2. Ato seguido, aliquotas dos sobrenadantes foram diluidas em tampé&o Tris
(50 mM; pH 6,8) e adicionadas de tampao de Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8
contendo 2% de SDS, 0,001% de azul de bromofenol, 10% de glicerol e 5% de B-
mercaptoetanol). Apés aquecimento das amostras em banho-maria a 100°C por 5
min, volumes equivalentes a 10 ug de proteinas totais foram aplicados na cuba de
eletroforese e submetidos a separacdo das proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12,5%, usando-se um tampao para eletroforese (Tris
25 mM pH 8,3, glicina 192 mM e SDS 0,1%) e uma corrente constante de 100V
(PowerPacTM HC, Bio-Rad Laboratories, Inc., Singapur) por 2 horas (Laemmli,
1970). Apdés o término da eletroforese, as bandas proteicas foram transferidas
eletroforeticamente (400 mA; 90 min) para uma membrana de nitrocelulose (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) utilizando um sistema molhado (o tampéo para
transferéncia consistia em solugédo de Tris 25 mM, contendo 192 mM de glicina,
0,1% de SDS e 18% de etanol absoluto). A eficacia da transferéncia e a qualidade
de carga das proteinas foram comprovadas pela coloracdo reversivel das
membranas com o corante Ponceau S a 0,1% em &cido acético a 5%.

A sequir, os sitios de ligacao inespecificos das membranas foram bloqueados
por incubacdo das membranas por 1 hora a temperatura ambiente com tampéo TBS-
T contendo 3% de albumina de soro bovino (BSA). Em seguida, as membranas
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foram incubadas durante toda a noite, a 18°C e sob agitacdo, com 0s anticorpos
primarios Anti-CSE (CTH antibody, policlonal de coelho, 12217-1-AP, Proteintech
Group, IL, USA) na diluicdo 1:1000 em TBS-T contendo 1% de BSA, Anti-CBS
(monoclonal de camundongo, HO0000875-M01, Abnova Co., Taiwan) na diluicdo
1:1500 em TBS-T contendo 1% de BSA, ou Anti-BMST (policlonal de coelho,
CAU24033, Biomatik Co., Canada) na diluicdo 1:1000 em TBS-T contendo 1% de
BSA. Apéds lavagens das membranas com TBS-T sob agitacdo (6 vezes durante 10
min cada uma), as membranas foram incubadas, durante 2 horas a temperatura
ambiente, com diluicdes 1:3000 em TBS-T dos anticorpos secundarios conjugados
com peroxidase: cabra anti-coelho (GAR)-HRP (1705046, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
CA, USA) para CSE e 3MST ou cabra anti-camundongo (GAM)-HRP (1721011, Bio-
Rad Laboratories, Inc., CA, USA) para CBS, respectivamente. Depois de um novo
ciclo de lavagens com TBS-T (6x por 10 min) as bandas imunorreativas foram
detectadas por quimiluminescéncia usando solucdo de revelagdo ECL e
fotodocumentadas com o sistema de imagens ChemiDocTM MP (Bio-Rad
Laboratories, Inc., CA, USA). O peso molecular das bandas foi determinado pelo
software ImageLabTM (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) por comparacdo das
mobilidades eletroforéticas com padrées de peso molecular conhecidos. As bandas
detectadas foram submetidas a andlise densitométrica e expressas como
densitometria (U.A) de CSE, CBS e 3MST ap0s normalizacdo com niveis de
GAPDH.

2.12 Analise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Os
dados apresentados sob a forma de curva temporal foram sujeitos a analise de
variancia de duas vias (two way-ANOVA), seguido do teste de Bonferroni. As
diferencas entre grupos experimentais foram sujeitas a analise de variancia de uma
via (one way-ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para multiplas comparacdes
entre 0s grupos, utilizando o programa GraphPad Prism v.5.01. Valores de P

menores de 0,05 (P<0,05) foram considerados estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Dermatite atopica experimental induzida pela aplicacéo repetida de DNCB

3.1.1 Parametros pruriceptivos e inflamatorios

A aplicacdo repetida de 200 uyl de DNCB a 0,2% na pele dorsal de
camundongos previamente sensibilizados com DNCB a 0,5%, promoveu aumento
significativo e, de forma tempo-dependente, dos sinais clinicos caracteristicos da
DA, tais como prurido (Figura 5 A) e lesbes na pele: eritema/hemorragia, edema,
escoriacdo/erosao e descamacdao/secura (escore da gravidade de lesbes da DA,
Figura 5 B) a partir do dia 19, assim como, aumento significativo do edema de orelha
(Figura 5 C), em relacdo ao grupo que recebeu o veiculo. Enquanto que a aplicacao
repetida de 200 ul de DNCB a 0,1% promoveu aumento significativo do escore da
gravidade da DA a partir do dia 22 (Figura 5 B), no entanto nenhuma diferenca
significativa foi observada na analise do prurido (Figura 5 A) e nha medida do edema

de orelha (Figura 5 C) em relacdo ao grupo que recebeu o veiculo.
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Figura 5 - Efeito da aplicag&o repetida de DNCB no dorso de camundongos. (A) Andlise do prurido.
(B) Avaliacdo macroscopica da gravidade das lesdes. (C) Edema de orelha. Os dados foram
expressos como média + EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo; **P<0.001 vs. DNCB 0,1%
(n =4-5).
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3.1.2 Quantificacdo das concentracdes de IgE

A hiperproducao de IgE € uma caracteristica importante da DA e os individuos
com DA apresentam frequentemente niveis elevados de anticorpos IgE totais e
especificos para alérgeno no sangue (Liu et al., 2011).

Conforme ilustrado na Figura 6, os niveis de IgE total foram elevados
drasticamente nos grupos sensibilizados e desafiados com DNCB, este aumento foi
aproximadamente 10 vezes maior no grupo desafiado com DNCB a 0,2% e 7 vezes
maior no grupo desafiado com DNCB a 0,1%, em comparagdo com 0 grupo que
recebeu veiculo (P<0,001). Por sua vez, o grupo desafiado com DNCB a 0,2% exibiu
niveis de IgE total significativamente maiores em comparacdo com O grupo
desafiado com DNCB a 0,1% (P<0,001).
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Figura 6 - Concentracdo de IgE total em plasma. A concentracdo de IgE total foi determinada por
ELISA. Os dados sdo expressos como média + EPM. ***P<0.001 vs. Veiculo; **P<0.001 vs. DNCB
0,1% (n = 4-5).
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3.1.3 Quantificacdo da producéao enddgena de H,S (método do sulfeto de chumbo)

A inducdo da dermatite atOpica experimental pela aplicacédo repetida de DNCB
na pele do dorso dos camundongos desafiados com a concentracdo de 0,2%,
resultou em diminuicéo significativa da capacidade de producdo de H,S (P<0,01),
quando comparado ao grupo veiculo e quanto ao grupo desafiado com DNCB a
0,1% (Figura 7), este ultimo, por sua vez, ndo revelou qualquer alteracdo na

capacidade de producéo de H,S.
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Figura 7 - Quantificagdo da producdo de H,S. Efeito da aplicacdo repetida de DNCB sobre a
producdo endbgena de H,S na pele do dorso de camundongos. Os dados sdo expressos como média
+ EPM. *P<0.05 vs. Veiculo; *P<0.05 vs. DNCB 0,1% (n = 4-5).
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3.1.4 Analise da expressao proteica das enzimas geradoras de H,S por Western
blot

Na avaliacdo da expressao proteica das enzimas geradoras de H,S, CSE e
3MST na pele do dorso de camundongos com dermatite atopica experimental
detectaram-se bandas imunorreativas com pesos moleculares aproximados de 43
kDa, compativeis com o valor correspondente a enzima CSE informado na ficha
técnica do anticorpo (Figura 8 A) e, por outro lado, bandas de 28 kDa
correspondentes ao peso molecular da enzima 3MST (Figura 8 B). Na andlise da
enzima CBS nédo foram detectadas as bandas imunorreativas correspondentes ao
peso molecular da CBS (Figura ndo mostrada).

A inducdo da DA experimental pelo DNCB resultou em uma diminuicdo da
expressdo da enzima 3MST na pele do dorso dos camundongos desafiados com a
concentracéo de 0,2%, quando comparado ao grupo que recebeu veiculo (Figura 8
B). Entretanto, no que concerne a enzima CSE, a aplicacdo de DNCB néo teve efeito

significativo na expressao desta enzima (Figura 8 A).
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Figura 8 - Expressdo proteica das enzimas geradoras de H,S por Western blot. (A) Efeito da
aplicacédo repetida de DNCB sobre a expressdo proteica da enzima CSE na pele do dorso de
camundongos. (B) Efeito da aplicacdo repetida de DNCB sobre a expressédo proteica da enzima
3MST na pele do dorso de camundongos. Os dados sdo expressos como média + EPM. *P<0.05 vs.
Veiculo (n = 4). RU random units (unidades aleatdrias).
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A partir dos dados da inducdo da DA experimental, para prosseguir com o
estudo de aplicacdo do tratamento, foi selecionada a concentracdo de 0,2% de
DNCB na fase de desafio, devido a sua capacidade de induzir uma resposta
significativa em todos os parametros avaliados (Figuras 5, 6 e 7), e foi estabelecido o
tempo de 24 dias para a finalizagcdo do experimento, demonstrando ser o periodo
ideal para andlise de parametros pruriceptivos e inflamatorios (Figuras 5 A e B), visto
gue mostra uma resposta submaxima, e assim pode ser tanto inibida como
potencializada por outros agentes a serem testados. Ainda, foi determinado o dia 19
como inicio para a aplicacdo do tratamento, uma vez que, a partir desse dia, a
aplicagéo repetida de DNCB a 0,2% mostrou um aumento significativo do prurido
(Figura 5 A) e do escore da gravidade de lesbes na pele dos camundongos (Figura 5
B).



63

3.2 Efeitos comparativos do tratamento topico com dexametasona,
dexametasona-TBZ ou a porcéo liberadora TBZ no desenvolvimento da

DA experimental

3.2.1 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ no prurido

em camundongos com DA experimental

O tratamento topico dos animais com DA experimental com dexametasona
(Dexa; 62,5, 125, 250 ou 500 nmol/animal) por 5 dias consecutivos (a partir do dia 19
até o dia 23), foi capaz de reduzir significativamente o prurido induzido pela
aplicacao repetida de DNCB na pele de camundongos, com porcentagens de
reducdo de 64,8%, 69,9%, 75,5% e 41,6% respectivamente (P<0,01-P<0,001). De
forma semelhante, o tratamento com doses equimolares de dexametasona-TBZ
(Dexa-TBZ) resultou na reducédo significativa do prurido, com valores de 74,8%,
77,3%, 88,8% e 50,6% respectivamente (P<0,001), quando comparados ao grupo
DNCB tratado com veiculo, avaliados no dia 24 (Figura 9 A-D). Por outro lado, a
administracdo da porcao liberadora de H,S, o doador TBZ (1 pmol/animal) em
animais com DA experimental, ndo teve efeito sobre o prurido, sendo esta resposta
semelhante ao grupo DNCB (Figura 9 E).
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no prurido induzido por DNCB em camundongos. (A) 62,5 nmol/animal de dexametasona ou
dexametasona-TBZ (n = 5-7); (B) 125 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-
7); (C) 250 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-7); (D) 500 nmol/animal de
dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 6); (E) 1 ymol/animal de TBZ (n = 5-7). Os dados séo
expressos como média + EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; *P<0.05,
"P<0.01, *P<0.001 vs. DNCB + Veiculo.
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3.2.2 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ no escore

de lesdes cutaneas em camundongos com DA experimental

Nos grupos de animais com DA experimental tratados com Dexa ou Dexa-TBZ,
com as doses de 62,5, 125, 250 ou 500 nmol/animal, os escores de lesdo cutanea
foram significativamente menores (com excecdo da dose 500 nmol/animal), com
valores de 60,1%, 30,9% e 18,4% respectivamente para Dexa (P<0,05-P<0,001), e
de 56,4%, 37,6%, 27,9% e 28,5%, respectivamente para Dexa-TBZ (P<0,001) em
comparacao com o grupo DNCB tratado com veiculo (Figura 10 A-D), no dia 24. No
tratamento com a dose 500 nmol/animal, a Dexa-TBZ mostrou ser significativamente
mais eficaz do que a Dexa, com reducao de 28,5% vs. 10,2% (P<0,05; Figura 10 D).
Por sua vez, a administracdo do doador TBZ (1 ymol/animal) ndo revelou alteracéo

no escore de gravidade das lesdes induzida por DNCB (Figura 10 E).
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Figura 10 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona, dexametasona-TBZ ou
TBZ nas lesdes da pele induzidas por DNCB em camundongos. (A) 62,5 nmol/animal de

dexametasona ou dexametasona-TBZ (n =

5-7); (B) 125 nmol/animal de dexametasona ou

dexametasona-TBZ (n = 5-7); (C) 250 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-
7); (D) 500 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 6); (E) 1 ymol/animal de TBZ
(n = 5-7). Os dados séo expressos como média £+ EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo +
Veiculo; *P<0.05, **P<0.001 vs. DNCB + Veiculo; “P<0.05, ““P<0.01 vs. DNCB + Dexa.
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3.2.3 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ no edema

de orelha induzido em camundongos com DA experimental

O edema de orelha constatado nos animais que receberam DNCB foi
significativamente reduzido pelo tratamento tépico com 62,5, 125, 250 ou 500
nmol/animal de Dexa com valores de 96,5%, 635%, 86,7% e 100%,
respectivamente (P<0,05-P<0,001), estes resultados foram semelhantes com
relacdo aos grupos que receberam doses equivalentes de Dexa-TBZ, que exibiram
porcentagens de reducdo de 74,2%, 77,5%, 98,8% e 66,4%, respectivamente
(P<0,05-P<0,001) em relagédo ao grupo DNCB (Figura 11 A-D). Quando testado o
doador TBZ (1 pmol/animal) ndo afetou significativamente o edema de orelha
induzido por DNCB (Figura 11 E).
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7); (D) 500 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 6); (E) 1 ymol/animal de TBZ
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3.2.4 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ no

numero total e diferencial de leucécitos no sangue

Os eosinofilos desempenham um papel importante na DA, a eosinofilia esta
presente na maioria dos individuos com DA e esta correlacionada com a atividade
da doenca (Liu et al., 2011), por isso foi medido o numero total e diferencial de
leucdcitos no sangue de camundongos com DA experimental.

Conforme apresentado na Figura 12, a aplicacdo de DNCB aumentou de modo
significativo a quantidade de eosindfilos no sangue de camundongos em
aproximadamente 3-4 vezes em comparagdo com 0 grupo que recebeu veiculo, a
guantidade de leucdcitos totais, linfocitos e neutréfilos também foi ligeiramente
aumentada no grupo DNCB, embora esta diferenca ndo seja significativa em todos
os experimentos. O tratamento tépico tanto com Dexa quanto com Dexa-TBZ as
doses de 62,5, 125, 250 ou 500 nmol/animal, diminuiu significativamente os nameros
de eosindfilos induzidos por DNCB, com valores abaixo dos observados nos animais
sem DA; os numeros de leucdcitos totais e linfocitos também foram diminuidos
significativamente em todos os grupos tratados com Dexa ou Dexa-TBZ e o nUmero
de neutrdfilos foi diminuido no tratamento com 500 nmol/animal de Dexa ou Dexa-
TBZ, quando comparado ao grupo DNCB (Figuras 12 A-D). Além disso, o tratamento
tépico com TBZ (1 umol/animal) diminuiu em 54,5% a eosinofilia induzida por DNCB
(P<0,05; Figura 12 E).
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A
p 3 . Dexa Dexa-TBZ
Células (x 10°/) Veiculo DNCB 62,5 nmol/animal 62,5 nmol/animal
Leucacitos totais 5,44 + 0,58 7,03 + 0,59 3,20 + 0,68 ** 3,09+ 0,75 7%
Linfécitos 3,83+ 0,39 4,21 +0,34 1,73 + 0,35 “# 1,40 + 0,40 *#*
Neutréfilos 1,33+0,17 1,96 + 0,28 1,32+ 0,33 1,58 + 0,34
Eosindfilos 0,19 + 0,06 0,75 + 0,09 *** 0,09 + 0,02 **# 0,03 + 0,01 **
Monécitos 0,06 + 0,03 0,08 + 0,02 0,05 + 0,01 0,05 + 0,02
Basofilos 0,02 + 0,01 0,03 + 0,02 0,02 + 0,01 0,02 + 0,01
B
p 3 . Dexa Dexa-TBZ
Células (x 10°/) Veiculo DNCB 125 nmol/animal 125 nmol/animal
Leucdcitos totais 5,16 + 0,30 6,88 + 0,50 ** 2,86 + 0,19 “# 2,44 +0,19 ##
Linfocitos 3,65 + 0,20 4,40 + 0,25 1,67 + 0,14 *#* 1,25 + 0,14 *#*
Neutréfilos 1,29 + 0,19 1,70 + 0,29 1,15+ 0,10 1,16 + 0,12
Eosindfilos 0,17 + 0,03 0,72 + 0,07 *** 0,02 + 0,01 ** 0,02 + 0,00 **
Mondcitos 0,03 + 0,01 0,05 + 0,01 0,01 + 0,01 0,01 + 0,00
Basofilos 0,02 + 0,01 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
C
p . Dexa Dexa-TBZ
Células (x 103/“” Veiculo DNCB 250 nmol/animal 250 nmol/animal
Leucdcitos totais 4,44 + 0,36 7,08 £ 0,63 *** 2,17 £ 0,32 % 1,60 +0,17
Linfécitos 3,10+ 0,21 4,84 + 0,47 *** 1,10 + 0,19 *#* 0,59 + 0,08 **#
Neutréfilos 1,05+ 0,19 1,58 + 0,24 1,02 + 0,18 0,97 + 0,13
Eosindfilos 0,22 + 0,04 0,60 + 0,07 *** 0,03 + 0,01 ** 0,02 + 0,00 **
Monécitos 0,05 + 0,01 0,06 + 0,02 0,02 + 0,01 0,01 + 0,00
Basofilos 0,02 + 0,01 0,00 + 0,00 0,01 + 0,01 0,00 + 0,00
D
p . Dexa Dexa-TBZ
Células (x 10°/u) Veiculo DNCB 500 nmol/animal 500 nmol/animal
Leucdcitos totais 5,46 + 0,54 5,18 + 0,55 1,10 + 0,13 " 1,04 + 0,23 "
Linfécitos 3,57 + 0,32 2,87 + 0,40 0,52 + 0,07 ** 0,46 + 0,11 **
Neutréfilos 1,62 +0,22 1,91 +0,15 0,55 + 0,07 ** 0,56 + 0,12 **
Eosindfilos 0,20 + 0,03 0,37 + 0,03 *** 0,01 + 0,00 ** 0,01 + 0,00 **
Monécitos 0,05 + 0,02 0,03 + 0,01 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
Basdfilos 0,03 + 0,02 0,01 +0,01 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
E
Células (x 103/|.|I) Veiculo DNCB 1 umgsaznimal
Leucdcitos totais 5,70 £ 0,87 8,16 +0,34 * 8,71+ 0,48 **
Linfocitos 3,73+ 0,64 5,07 + 0,63 5,57 + 0,34
Neutréfilos 1,53 + 0,26 3,11+ 0,22 ** 3,39 + 0,34 **
Eosindfilos 0,29 + 0,06 0,95 + 0,12 *** 0,65 + 0,05 *
Mondcitos 0,08 + 0,02 0,15 + 0,03 0,20 + 0,04
Basdfilos 0,06 + 0,02 0,07 + 0,02 0,10 + 0,01

Figura 12 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona, dexametasona-TBZ ou
TBZ no numero total e diferencial de leucécitos no sangue de camundongos com DA experimental.
(A) 62,5 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-7); (B) 125 nmol/animal de
dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-7); (C) 250 nmol/animal de dexametasona ou
dexametasona-TBZ (n = 5-7); (D) 500 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 6);
(E) 1 ymol/animal de TBZ (n = 5-7). Os dados sao expressos como média + EPM. *P<0.05, **P<0.01,
**P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; "P<0.05, **P<0.001 vs. DNCB + Veiculo.



71

3.2.5 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ na

esplenomegalia e nimero de esplendcitos

Em modelos animais de DA, o peso do baco aumenta durante a ativacdo do
sistema imunolégico através da reacdo mediada por células, especialmente através
da ativacdo de células T e B (Jung et al., 2015). Portanto, foram investigadas
alteracdes morfoldgicas no baco dos camundongos com DA experimental.

Os camundongos sensibilizados e desafiados com DNCB apresentaram bacos
aumentados (esplenomegalia) com pesos significativamente maiores em
comparagcdo com 0 grupo que recebeu veiculo, o nimero de esplendcitos totais
também foi maior (ndo sendo significante em todos os experimentos) quando
comparado com o grupo veiculo. O tratamento dos animais com DA experimental
com as diferentes doses de Dexa ou Dexa-TBZ promoveu a diminuicdo do peso do
baco (Figura 13 A-D) e do numero total de esplendcitos (Figura 14 A-D) abaixo dos
valores observados nos animais sem DA experimental. O tratamento dos animais
com o doador TBZ (1 pmol/animal) ndo mostrou alteracdes na esplenomegalia nem
no nuimero de esplendcitos totais induzidos pelo tratamento com DNCB (Figura 13 E
e 14 E).
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Figura 13 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona, dexametasona-TBZ ou
TBZ na esplenomegalia induzida por DNCB em camundongos. (A) 62,5 nmol/animal de
dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-7); (B) 125 nmol/animal de dexametasona ou
dexametasona-TBZ (n = 5-7); (C) 250 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 5-
7); (D) 500 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ (n = 6); (E) 1 ymol/animal de TBZ
(n = 5-7). Os dados séo expressos como média + EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo +
Veiculo; *P<0.001 vs. DNCB + Veiculo.
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3.2.6 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ nas

concentracfes plasmaticas de IgE em camundongos com DA experimental

Para examinar o efeito do tratamento sobre 0 aumento da IgE total plasmatica
induzida pela aplicacdo repetida de DNCB em camundongos, foram medidos os
niveis plasméticos de IgE nos grupos tratados topicamente com 250 nmol/animal de
Dexa, Dexa-TBZ ou 1 pmol/animal de TBZ. A dose de 250 nmol/animal foi
selecionada com base nos resultados obtidos nos itens anteriores e corresponde a
dose que causou efeito maximo.

Como mostrado na Figura 15, o incremento dos niveis plasmaticos de IgE em
camundongos com DA experimental ndo foi alterado pelo tratamento tépico com
Dexa, Dexa-TBZ ou TBZ.
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Figura 15 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona, dexametasona-TBZ ou
TBZ nas concentracdes plasmaticas de IgE total em camundongos com DA experimental. (A) 250
nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ; (B) 1 ymol/animal de TBZ. Os dados foram
expressos como média + EPM. ***P<0.001 vs. Veiculo+Veiculo (n = 5-7).
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3.2.7 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ nas
concentracfes de IL-4, IL-5, IL-13 e eotaxina-1 em pele de camundongos

com DA experimental

A resposta imune dominante Th2 desempenha um papel critico no
desenvolvimento de dermatite atopica. Para avaliar a resposta imune na pele de
camundongos com DA experimental, foram avaliadas as concentracdes das
citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e da eotaxina-1.

Conforme ilustrado nas Figuras 16 e 17, a inducao de DA experimental levou a
um aumento significativo (P<0,05-P<0,001) das concentracbes de IL-4 e da
eotaxina-1, quando comparados aos animais do grupo veiculo. Por outro lado, os
niveis de ambas as citocinas IL-5 e IL-13 foram diminuidos significativamente
(P<0,05-P<0,01) em relacao ao grupo veiculo.

O tratamento tépico com Dexa (250 nmol/animal) ou com Dexa-TBZ (dose
equimolar) ndo revelou alteracao significativa nas concentracdes de IL-4 e eotaxina-
1 em relacdo ao grupo DNCB, entretanto, no que concerne a IL-4, os animais
tratados com Dexa-TBZ apresentaram niveis significativamente menores (P<0,01)
desta citocina em comparacao com o grupo tratado com Dexa (Figura 16 A).

Em referéncia as citocinas IL-5 e IL-13, o tratamento com Dexa aumentou
significativamente (P<0,01) as concentracdes de ambas as citocinas, revertendo o
efeito observado no grupo de animais com DA, os valores observados também
foram significativamente maiores (P<0,01) as concentracBes obtidas no grupo
tratado com Dexa-TBZ, que ndo mostrou alteracéo de estas citocinas (Figuras 16 B
e C).

Por outro lado, o tratamento topico com TBZ (1 ymol/animal) resultou em uma
reducdo significativa de 87,4% (P<0,05) da concentracdo de IL-4, quando
comparado com o grupo DNCB (Figura 17 A).
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Figura 16 - Efeitos comparativos do tratamento topico com dexametasona ou dexametasona-TBZ nas
concentracdes de citocinas em pele de camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento
com 250 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ nas concentragfes de (A) IL-4, (B) IL-
5, (C) IL-13 ou (D) Eotaxina-1. Os dados foram expressos como média + EPM. *P<0.05, **P<0.01,
**P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; *P<0.01 vs. DNCB + Veiculo; **P<0.01 vs. DNCB + Dexa (n = 5-7).
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Figura 17 - Efeito do tratamento tépico com TBZ nas concentracdes de citocinas em pele de
camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento topico com 1 pmol/animal de TBZ nas
concentracdes de (A) IL-4, (B) IL-5, (C) IL-13 ou (D) Eotaxina-1. Os dados s&o expressos como média
+ EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.05 vs. DNCB + Veiculo (n = 5-7).
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3.2.8 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ na

producdo enddgena de H,S em pele de camundongos com DA experimental

Conforme apresentado na Figura 18, nenhuma alteracdo significativa foi
observada em relagdo a capacidade de producédo de H,S com o tratamento topico
com Dexa (250 nmol/aminal) ou com TBZ (1 pymol/animal) comparado com o grupo
DNCB, no entanto, os animais tratados com Dexa-TBZ (250 nmol/animal) exibiram
uma capacidade de producdo de H,S significativamente maior, com um aumento de
116,6% (P<0,01) em comparacdo com os animais do grupo DNCB, e de 61,8%

(P<0,05) em comparacao com os animais tratados com Dexa (Figura 18 A).
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Figura 18 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona, dexametasona-TBZ ou
TBZ na producdo endbégena de H,S em pele de camundongos com DA experimental. (A) 250
nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ; (B) 1 umol/animal de TBZ. Os dados foram
expressos como média + EPM. *P<0.05 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.01 vs. DNCB + Veiculo; “P<0.05
vs. DNCB + Dexa (n = 5-7).
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3.2.9 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ na

atividade das enzimas antioxidantes em camundongos com DA experimental

Para examinar o efeito do tratamento na atividade das enzimas antioxidantes
em camundongos com DA experimental, foram medidas a atividade das enzimas
SOD, catalase, GPx, GR e GST.

Como mostrado nas Figuras 19 e 20, a atividade das enzimas SOD, catalase e
GST foi reduzida significativamente no grupo de animais sensibilizados e desafiados
com DNCB em comparacdo com o0 grupo que recebeu veiculo, ndo foram
observadas alteracdes nas atividades das enzimas GPx e GR.

O tratamento topico com Dexa (250 nmol/animal) ou Dexa-TBZ (dose
equimolar) ndo interferiu na atividade das enzimas SOD, catalase, GR e GST,
quando comparado ao grupo DNCB (Figura 19). No entanto, com relacdo a enzima
GPx, o tratamento com Dexa-TBZ aumentou significativamente em 34,2% (P<0,001)
a atividade desta enzima quando comparado ao grupo veiculo, em 47,6% (P<0,001)
quando comparado ao grupo DNCB e em 22,3% (P<0,05) quando comparado ao
grupo tratado com Dexa (Figura 19 C).

Por outro lado, o tratamento tépico com TBZ (1 pmol/animal) ndo revelou
alteracdo da atividade das enzimas SOD, catalase, GPx, GR e GST, quando

comparado com o grupo DNCB (Figura 20).
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Figura 19 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona ou dexametasona-TBZ na
atividade das enzimas antioxidantes em pele de camundongos com DA experimental. Efeito do
tratamento com 250 nmol/animal de dexametasona ou dexametasona-TBZ na atividade das enzimas
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Dexa (n = 5-7).
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como média + EPM. **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo (n = 5-7).



82

3.2.10 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ nos

marcadores de estresse oxidativo em camundongos com DA experimental

O dano oxidativo em proteinas foi mensurado pela determinacédo do conteudo
de grupos carbonila e nitrotirosina.

A expressdo de proteinas contendo grupos nitrotirosina foi significativamente
aumentada (P<0,05-0,01) na pele de camundongos com DA, em comparacdo com
sua expressdo nos camundongos sem DA. Por outro lado, a analise do conteudo de
proteinas carboniladas mostrou um incremento de expressédo no grupo DNCB, mas
nao revelou variacdo significativa em comparacado com o grupo veiculo (Figuras 21 e
22).

O tratamento tépico com Dexa (250 nmol/animal) ou TBZ (1 ymol/animal) nédo
teve efeito significativo na expressao de estes dois marcadores, mas a Dexa-TBZ
(250 nmol/animal) reduziu acentuadamente tanto a expressao de residuos proteicos
de nitrotirosina, quanto a expressao de proteinas carboniladas em relacdo ao grupo
DNCB, com porcentagens de redugdo de 68,4% (P<0,05) e 100% (P<0,05)

respectivamente.
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3.2.11 Efeitos comparativos da dexametasona, dexametasona-TBZ e TBZ nas

concentracfes plasmaticas de glicose, bilirrubina e enzimas hepaticas

Terapias a base de corticosteroides como a dexametasona podem alterar
alguns parametros bioquimicos, por isso foram medidas as concentracdes
plasméticas de glicose, bilirrubina e enzimas hepéticas ALT, AST e GGT.

A inducdo da DA experimental ndo revelou alteragcbes nas concentracdes
plasmaticas de glicose (Figuras 23 e 24, painéis A). Quando aplicado o tratamento, a
dose de 250 nmol/animal de Dexa provocou um aumento significativo (P<0,05) da
concentragdo de glicose em comparagdo com 0s animais do grupo veiculo (Figura
23 A). O tratamento com 250 nmol/animal de Dexa-TBZ ou com 1 pmol/animal de
TBZ nao alterou as concentracdes de glicose, permanecendo semelhante ao grupo
veiculo.

No que concerne a concentracdo plasmatica de bilirrubina, nenhuma alteracao
significativa foi observada tanto em resposta a aplicacdo de DNCB ou ao tratamento
com Dexa, Dexa-TBZ ou TBZ (Figuras 23 e 24, painéis B)

Com relacdo as enzimas hepaticas ALT, AST e GGT, as Figuras 23 e 24
(painéis C e D) mostram que os niveis das enzimas ALT e AST foram aumentados
significativamente no grupo de animais com DA experimental quando comparado
com o grupo veiculo, e ndo foram observadas alteracdes nos niveis da enzima GGT.
Quando aplicado o tratamento, tanto Dexa (250 nmol/animal) quanto Dexa-TBZ
(dose equimolar) promoveram um aumento acentuado (P<0,001) das concentragbes
da enzima ALT, quando comparado ao grupo DNCB (Figura 23 C). No entanto, o
tratamento com TBZ (1 ymol/animal) reduziu significativamente em 86,6% (P<0,01)
0s niveis desta enzima em compara¢cdo com o grupo DNCB (Figura 24 C). Com
relacdo as enzimas AST e GGT, o tratamento com Dexa, Dexa-TBZ ou TBZ néo
revelaram alteragbes nos niveis plasmaticos destas enzimas, mostrando valores

semelhantes ao grupo DNCB.
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Figura 23 - Efeitos comparativos do tratamento tépico com dexametasona ou dexametasona-TBZ nas
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vs. DNCB + Veiculo (n = 5-7).
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3.3 Efeitos do tratamento topico com dexametasona-ADT ou ADT-OH no

desenvolvimento da DA experimental

3.3.1 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH no prurido em camundongos com

DA experimental

Conforme ilustrado na Figura 25, o tratamento tOpico dos animais com DA
experimental, com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT (Dexa-ADT) por 5 dias
consecutivos (a partir do dia 19 até o dia 23) foi capaz de reduzir significativamente,
a partir do dia 22, o prurido induzido pela aplicacao repetida de DNCB na pele de
camundongos, alcancando a porcentagem de reducédo de 65,2% (P<0,001) medido
no dia 24. Por outro lado, a administracdo do doador ADT-OH (1 ymol/animal) em
animais com DA experimental, ndo alterou significativamente o prurido, em

comparag&o com o grupo DNCB.
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Figura 25 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH no prurido
induzido por DNCB em camundongos. Efeito do tratamento topico com 250 nmol/animal de
dexametasona-ADT ou 1 pmol/animal de ADT-OH no prurido induzido. Os dados sdo expressos
como média + EPM. **P<0.01, **P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; **P<0.001 vs. DNCB + Veiculo;
#&p<0.001 vs. DNCB + ADT-OH (n = 5-7).
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3.3.2 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH no escore de lesdes cutdneas em

camundongos com DA experimental

Nos animais com DA experimental que receberam tratamento topico com
Dexa-ADT (250 nmol/animal), o escore de gravidade das lesdes foi acentuadamente
diminuido desde o dia 22, a reducdo do escore de gravidade no dia 24 foi de 31,8%
(P<0,001), em comparacdo com o grupo DNCB. Por sua vez, a administracao do
doador ADT-OH (1 umol/animal) ndo afetou no escore de gravidade das lesdes
(Figura 26).
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Figura 26 - Efeitos do tratamento topico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH nas lesfes
da pele induzidas por DNCB em camundongos. Efeito do tratamento topico com 250 nmol/animal de
dexametasona-ADT ou 1 pmol/animal de ADT-OH no escore de lesbes cutaneas. Os dados sao
expressos como média + EPM. **P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; #P<0.01, **P<0.001 vs. DNCB +
Veiculo; ¥P<0.05, **P<0.001 vs. DNCB + ADT-OH (n = 5-7).
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3.3.3 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH no edema de orelha induzido em

camundongos com DA experimental

O tratamento topico com 250 nmol/animal de Dexa-ADT em animais com DA
experimental, reduziu completamente a formagcao do edema orelha (100%; P<0,01),
gquando comparado com o grupo DNCB. Quando testado o doador ADT-OH (1

pmol/animal) ndo revelou alteracdo significativa no edema de orelha induzido por
DNCB (Figura 27).
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Figura 27 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH no edema
de orelha induzido por DNCB em camundongos. Efeito do tratamento tépico com 250 nmol/animal de
dexametasona-ADT ou 1 pymol/animal de ADT-OH no edema de orelha. Os dados sdo expressos
como média + EPM. **P<0.01 vs. Veiculo + Veiculo; *P<0.01 vs. DNCB + Veiculo (n = 5-7).
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3.3.4 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH no numero total e diferencial de

leucdcitos no sangue

O tratamento topico com Dexa-ADT (250 nmol/animal) em camundongos com
DA experimental diminuiu significativamente o niumero de eosindfilos, induzido por
DNCB, com valores abaixo dos observados nos animais sem DA; os numeros de
leucdcitos totais e linfocitos também foram diminuidos significativamente, em
comparacao com o grupo DNCB. Além disso, o tratamento tépico com ADT-OH (1
pgmol/animal) diminuiu em 92,7% a eosinofilia induzida por DNCB (P<0,001; Figura
28).

- 3 . Dexa-ADT ADT-OH
Células (x 107ul) Veiculo DNCB 250 nmol/animal 1 ymol/animal
Leucdcitos totais 5,18 + 0,25 7,18 + 0,63 4,19 +0,53 7% 7,12 +0,51
Linfocitos 3,31+ 0,14 3,85+ 0,32 2,35 + 0,31 "4 4,30 + 0,20
Neutréfilos 1,34+ 0,12 2,31+0,31 1,71+ 0,24 2,35+ 0,39
Eosindfilos 0,35+0,04  0,90+0,08** 0,09 + 0,02 “*&& 0,39 + 0,09
Mondécitos 0,07 + 0,02 0,10 + 0,03 0,04 + 0,02 0,07 + 0,01
Baso6filos 0,02 + 0,01 0,02 + 0,02 0,00 + 0,00 0,01 + 0,01

Figura 28 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT e ADT-OH no nimero
total e diferencial de leucécitos no sangue de camundongos com DA experimental. Efeito do
tratamento topico com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 pymol/animal de ADT-OH no
numero total e diferencial de leucécitos em sangue. Os dados sdo expressos como média + EPM.
#+*P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; *P<0.01, *#P<0.001 vs. DNCB + Veiculo; ““P<0.01 vs. DNCB +
ADT-OH (n =5-7).
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3.3.5 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH na esplenomegalia e nimero de

esplendcitos

Os pesos dos bacos e o numero total de esplendcitos marcadamente
aumentados nos animais com DA experimental foram reduzidos pelo tratamento
topico com 250 nmol/aminal de Dexa-ADT abaixo dos valores observados nos
animais sem DA. Por sua vez, o tratamento com o doador ADT-OH (1 pmol/animal)
reduziu de modo significativo a esplenomegalia em 55,9% (P<0,05), em comparacao
com o grupo com DA experimental (Figura 29 A e B).
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Figura 29 - Efeitos do tratamento topico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH na
esplenomegalia e no ndmero de esplendcitos totais em camundongos com DA experimental. (A)
Efeito do tratamento tépico com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 pmol/animal de ADT-
OH na esplenomegalia; (B) Efeito do tratamento tépico com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT
ou 1 umol/animal de ADT-OH no nimero de esplendcitos totais. Os dados sdo expressos como
média + EPM. *P<0.05, ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.05, *P<0.01, **P<0.001 vs. DNCB +
Veiculo; **P<0.01, ***P<0.001 vs. DNCB + ADT-OH (n = 5-7).
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3.3.6 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH nas concentracfes plasmaticas de

IgE de camundongos com DA experimental

Conforme ilustra a Figura 30, a elevada concentracdo plasmatica de IgE total
em camundongos com DA experimental ndo foi alterada pela aplicacdo dos
tratamentos com Dexa-ADT (250 nmol/animal) ou ADT-OH (1 pmol/animal).
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Figura 30 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH nos niveis
plasmaticos de IgE total em camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento tépico com 250
nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 umol/animal de ADT-OH nas concentra¢es plasmaticas de
IgE em camundongos com DA induzida por DNCB. Os dados foram expressos como média + EPM.
**P<0.01 vs. Veiculo+Veiculo (n = 5-7).
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3.3.7 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH nas concentragdes de IL-4, IL-5, IL-

13 e eotaxina-1 em pele de camundongos com DA experimental

Na avaliacdo das concentracdes de citocinas em pele, tanto o tratamento com
Dexa-ADT (250 nmol/animal) como com ADT-OH (1 pmol/animal) reduziram
significativamente os niveis de IL-4, com porcentagens de reducdo de 81,3% e
73,4% respectivamente (P<0,05) quando comparado com o grupo DNCB (Figura 31
A).

No que concerne a IL-5, IL-13 e eotaxina-1, nenhuma alteracdo significativa
das concentracdes de estas citocinas foi observada em resposta aos tratamentos

com Dexa-ADT ou ADT, quando comparadas com o grupo DNCB (Figura 31).
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Figura 31 - Efeitos do tratamento tdépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH nas
concentracdes de citocinas em pele de camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento
com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 pmol/animal de ADT-OH nas concentra¢fes de (A)
IL-4, (B) IL-5, (C) IL-13 ou (D) Eotaxina-1. Os dados foram expressos como média + EPM. *P<0.05,
*P<0.05, ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.05 vs. DNCB + Veiculo (n=5-7).
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3.3.8 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH na producao enddgena de H,S em

pele de camundongos com DA experimental

Conforme mostra a Figura 32, ndo foram observadas alteracfes significativas
em relacdo a capacidade de producdo de H,S com o tratamento tdépico com Dexa-
ADT (250 nmol/aminal) ou com ADT-OH (1 pymol/animal) quando comparado com o
grupo DNCB.
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Figura 32 - Efeitos do tratamento topico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH na
producdo endégena de H,S em pele de camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento
tépico com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 pmol/animal de ADT-OH na producédo
endogena de H,S em pele de camundongos com DA induzida por DNCB. Os dados foram expressos
como média £ EPM. *P<0.05, **P<0.01 vs. Veiculo + Veiculo (n = 5-7).
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3.3.9 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH na atividade das enzimas

antioxidantes em camundongos com DA experimental

Nado foram observados quaisquer efeitos nas atividades das enzimas
antioxidantes SOD, catalase, GPx, GR ou GST, em resposta a aplicacao topica de
Dexa-ADT (250 nmol/animal) ou ADT-OH (1 umol/animal), quando comparado com

0 grupo DNCB (Figura 33).
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Figura 33 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH na atividade
das enzimas antioxidantes em pele de camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento com
250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou ADT-OH na atividade das enzimas (A) SOD, (B) catalase,
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*P<0.01, **P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo.
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3.3.10 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH nos marcadores de estresse

oxidativo em camundongos com DA experimental

Como ilustra a Figura 34, os marcadores de estresse oxidativo aumentados em
pele de animais com DA experimental, foram significativamente reduzidos em
resposta ao tratamento topico com Dexa-ADT (250 nmol/animal). Assim, a
expressdo de proteinas contendo grupos nitrotirosina foi reduzida em 56,8%
(P<0,05), e a expressdo de proteinas carboniladas foi reduzida em mais 100%
(P<0,001), quando foram comparados com o grupo DNCB. Por sua vez, o
tratamento com ADT-OH (1 umol/animal) ndo mostrou alteragcdo na expressao de

estes dois marcadores.
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Figura 34 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH sobre os
marcadores de estresse oxidativo de proteinas em pele de camundongos com DA experimental.
Efeito do tratamento com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 ymol/animal de ADT-OH na
expressdo de (A) residuos proteicos de nitrotirosina; (B) proteinas carboniladas. Os dados foram
expressos como média + EPM. *P<0.01 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.05 vs. DNCB + Veiculo (n = 5-7).
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3.3.11 Efeitos da dexametasona-ADT e ADT-OH nas concentracfes plasmaticas de

glicose, bilirrubina e enzimas hepaticas

A andlise das concentracdes plasmaticas de glicose ou bilirrubina nao revelou
nenhuma alteracdo significativa tanto em resposta a aplicagdo de DNCB ou ao
tratamento com Dexa-ADT (250 namol/animal) ou ADT-OH (1 pmol/animal),
permanecendo semelhante ao grupo veiculo (Figura 35 A e B).

No que concerne as enzimas hepaticas, os niveis das enzimas ALT e AST
foram aumentados significativamente no grupo DNCB quando comparado com o
grupo veiculo, e ndo foram observadas alteracdes nos niveis da enzima GGT (Figura
35 C, D e E). O tratamento com Dexa-ADT (250 nmol/animal) causou um aumento
acentuado (P<0,001) da concentracdao da enzima ALT, quando comparado ao grupo
DNCB. Entretanto, o tratamento com ADT-OH (1 pmol/animal) reduziu
significativamente em 98,6% (P<0,05) os niveis desta enzima em compara¢cao com o
grupo DNCB (Figura 35 C). Com relacéo as enzimas AST e GGT, o tratamento com
Dexa-ADT ou ADT-OH néo revelaram alteracfes nos niveis plasmaticos destas

enzimas, mostrando valores semelhantes ao grupo DNCB.
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Figura 35 - Efeitos do tratamento tépico com o derivado dexametasona-ADT ou ADT-OH nas
concentracdes plasméticas de glicose, bilirrubina e enzimas hepaticas em camundongos com DA
experimental. Efeito do tratamento com 250 nmol/animal de dexametasona-ADT ou 1 ymol/animal de
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Os dados séo expressos como média + EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo;
*P<0.05, **P<0.001 vs. DNCB + Veiculo (n =5-7).
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3.4 Efeitos do tratamento topico com AP39 ou RTO1 no desenvolvimento da

DA experimental

3.4.1 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 no prurido em camundongos com

DA experimental

O prurido desenvolvido pela aplicacéo repetida de DNCB foi significativamente
reduzido pelo tratamento topico de 0,1 e 0,2 nmol/animal de AP39 (35,6% e 42,5%
respectivamente; P<0,001) em comparagcdo com o grupo DNCB (Figura 36 A). O
tratamento com 0,2 nmol/animal de RTO1 n&o revelou diferencia significativa em

relacdo ao grupo DNCB (Figura 36 B).
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Figura 36 - Efeitos do tratamento tépico com AP39 ou RTO1 no prurido induzido por DNCB em
camundongos. (A) Efeito de 0,1 e 0,2 nmol/animal de AP39 (n = 5-7); (B) Efeito de 0,2 nmol/animal de
RTO1 (n = 5-7). Os dados sdo expressos como média + EPM. *P<0.05, ***P<0.001 vs. Veiculo +
Veiculo; “P<0.05, **P<0.001 vs. DNCB + Veiculo.
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3.4.2 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 no escore de lesfes cutaneas em

camundongos com DA experimental

O tratamento topico com AP39 as doses de 0,1 e 0,2 nmol/animal demonstrou
ser eficaz na diminuicdo das lesbes da pele de camundongos com DA experimental,
com porcentagens de redugdo de 17,9% (P<0,05) e 22,3% (P<0,01)
respectivamente, em comparacdo ao grupo que recebeu DNCB (Figura 37 A). O
grupo tratado com 0,2 nmol/animal de RTO1 também exibiu escores de gravidade
significativamente menores (15,4%; P<0,05), quando comparado ao grupo DNCB
(Figura 37 B).
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Figura 37 - Efeitos do tratamento tépico com AP39 ou RTO1 nas lesdes da pele induzidas por DNCB
em camundongos. (A) Efeito de 0,1 e 0,2 nmol/animal de AP39 (n = 5-7); (B) Efeito de 0,2
nmol/animal de RTO1 (n = 5-7). Os dados sdo expressos como média + EPM. ***P<0.001 vs. Veiculo
+ Veiculo; “P<0.05, *P<0.01 vs. DNCB + Veiculo.
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3.4.3 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 no edema de orelha induzido em

camundongos com DA experimental

O tratamento topico dos animais com a dose 0,2 nmol/animal de AP39 reduziu
significativamente (64,7%, P<0,05) o edema de orelha induzido pela aplicacdo
repetida de DNCB, quando comparado com o grupo DNCB (Figura 38 A). O
tratamento com a dose de 0,1 nmol/animal de AP39 ou com 0,2 nmol/animal de

RTO1 n&o revelou alteracdes significativas no edema de orelha, em relacéo ao grupo
DNCB (Figura 38 A e B).
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Figura 38 - Efeitos do tratamento tépico com AP39 ou RT01 no edema de orelha induzido por DNCB
em camundongos. (A) Efeito de 0,1 e 0,2 nmol/animal de AP39 (n = 5-7); (B) Efeito de 0,2
nmol/animal de RTO1 (n = 5-7). Os dados séo expressos como média £+ EPM. *P<0.05, **P<0.01 vs.
Veiculo + Veiculo; “P<0.01 vs. DNCB + Veiculo; “P<0.01 vs. DNCB + AP39 0,1.
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3.4.4 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 no numero total e diferencial de

leucdcitos no sangue

O tratamento tépico com AP39 (0,2 nmol/animal) ou RTO1 (0,2 nmol/animal)
em camundongos com DA experimental diminuiu significativamente os numeros de
eosindfilos induzidos por DNCB com porcentagens de reducéo de 85,9% (P<0,05) e
50,0% (P<0,01) respectivamente, quando comparado com o grupo DNCB. (Figura
39). A dose de 0,1 nmol/animal de AP39 nao revelou nenhuma alteracdo em

comparagao com o grupo DNCB.

A
) 3 . AP39 AP39
Células (x 107u)) Veiculo DNCB 0,1 nmol/animal 0,2 nmol/animal
Leucécitos totais 5,58 £ 0,25 7,97 £0,26 * 7,75+0,57 * 8,52 + 0,49 **
Linfécitos 3,60+0,31 4,27 +0,38 4,15+ 0,36 4,81 +0,28
Neutrdéfilos 1,41 + 0,06 2,39 +0,33 2,73+0,33* 3,00 £ 0,27 **
Eosindfilos 0,46 + 0,08 1,17+0,14 * 0,68 + 0,16 0,56 £ 0,10 #
Mondcitos 0,10 £0,01 0,11 +£0,03 0,18 £ 0,03 0,13+ 0,03
Basdfilos 0,02 +£0,01 0,03 +£0,02 0,01 +£0,01 0,02 +£0,01
B
p 3 . RTO1

Células (x 10°/pl) Veiculo DNCB 0.2 nmol/animal

Leucdcitos totais 4,34 +£ 0,59 7,28 £ 0,35 ** 5,55+ 0,35

Linfécitos 3,05+0,43 3,83+0,27 3,13+0,23

Neutréfilos 0,92+0,11 2,45 + 0,25 ** 1,75+0,15

Eosindfilos 0,29+0,05 0,85+0,06**  057+0,04 "

Mondcitos 0,06 + 0,02 0,10 £ 0,02 0,08 £0,01

Basdfilos 0,02 +£0,01 0,04 +£0,02 0,02 +£0,01

Figura 39 - Efeitos do tratamento tépico com AP39 ou RTO1 no numero total e diferencial de
leucécitos no sangue de camundongos com DA experimental. (A) Efeito de 0,1 e 0,2 nmol/animal de
AP39 (n = 5-7); (B) Efeito de 0,2 nmol/animal de RTO1 (n = 5-7). Os dados sdo expressos como
média + EPM. *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.05, *P<0.01 vs. DNCB +
Veiculo.
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3.4.5 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 na esplenomegalia e niumero de

esplendcitos

O tratamento com 0,2 nmol/animal de AP39 evitou a esplenomegalia
evidenciada nos animais com DA experimental, mostrando uma redugdo de 68,2%
(P<0,001) nos pesos dos bacos, em comparacao com o grupo DNCB (Figura 40 A).
O tratamento com 0,1 nmol/animal de AP39 ou com 0,2 nmol/animal de RTO1 néo
mostrou qualquer alteracdo nos pesos dos bacos (Figura 40 A e B). Por outro lado, o
namero total de esplendcitos, ndo sofreu variagdo em resposta a aplicacdo de DNCB
nem ao tratamento com AP39 ou RTO1 (Figura 41).
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3.4.6 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 nas concentracfes plasmaticas de

IgE em camundongos com DA experimental

Conforme mostrado na Figura 42, tanto o tratamento com AP39 (0,1-0,2
nmol/animal) como com RTO1 (0,2 nmol/animal) ndo alteraram os niveis plasmaticos

de IgE total em camundongos com DA experimental.
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Figura 42 - Efeitos do tratamento topico com AP39 ou RTO01 nos niveis plasmaticos de IgE total em
camundongos com DA experimental. (A) Efeito de 0,1 e 0,2 nmol/animal de AP39 (n = 5-7); (B) Efeito
de 0,2 nmol/animal de RTO1 (n = 5-7). Os dados sdo expressos como meédia + EPM. ***P<0.001 vs.
Veiculo + Veiculo.
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3.4.7 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 nas concentragcdes de IL-4, IL-5, IL-

13 e eotaxina-1 em pele de camundongos com DA experimental

O tratamento topico com as doses de 0,1 e 0,2 nmol/animal de AP39 reverteu
completamente os niveis das citocinas IL-4 e eotaxina-1, elevados em pele de
animais com DA experimental (Figura 43 A e D). Em referéncia as citocinas IL-5 e IL-
13, o tratamento com AP39 (ambas as doses) promoveu uma diminuicdo mais
acentuada das concentracdes de ambas as citocinas, com valores significativamente
menores (P<0,05-0,001) as concentra¢cfes obtidas no grupo DNCB (Figuras 43 B e
C).

Por outro lado, o tratamento tépico com RTO1 (0,2 nmol/animal) resultou em
uma reducao significativa de 82,2% (P<0,001) da concentracdo de IL-4, quando
comparado com o grupo DNCB (Figura 44 A). No que concerne a IL-5, IL-13 e
eotaxina-1, nenhuma alteracao significativa das concentrac¢des de estas citocinas foi
observada em resposta ao tratamento com RT01, quando comparados com 0 grupo
DNCB (Figura 44 B-D).
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Figura 43 - Efeitos do tratamento topico com AP39 nas concentracdes de citocinas em pele de
camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento com 0,1 ou 0,2 nmol/animal de AP39 nas
concentracdes de (A) IL-4, (B) IL-5, (C) IL-13 ou (D) Eotaxina-1. Os dados foram expressos como
média + EPM. *P<0.05, **P<0.01 vs. Veiculo + Veiculo; “P<0.05, *P<0.01, **P<0.001 vs. DNCB +

Veiculo (n = 5-7).
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3.4.8 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1 na producdo endogena de H,S em

pele de camundongos com DA experimental

Conforme ilustra a Figura 45, nenhuma alteracdo significativa foi observada em
relacdo a capacidade de producédo de H,S com o tratamento tépico com AP39 (0,1-
0,2 nmol/animal) ou com RTO1 (0,2 nmol/animal), quando comparado com 0 grupo
de animais com DA experimental.
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Figura 45 - Efeitos do tratamento topico com AP39 ou RTO1 na produ¢édo endbgena de H,S em pele
de camundongos com DA experimental. (A) 0,1 ou 0,2 nmol/animal de AP39; (B) 0,2 nmol/animal de
RTO1. Os dados foram expressos como média + EPM. **P<0.01 vs. Veiculo + Veiculo (n = 5-7).
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3.4.9 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTOl1 na atividade das enzimas

antioxidantes em camundongos com DA experimental

O tratamento topico com AP39 (0,1-0,2 nmol/animal) ou RTOl1 (0,2
nmol/animal) em animais com DA experimental, ndo interferiu na atividade das
enzimas antioxidantes SOD, catalase, GPx, GR e GST, mostrando valores

semelhantes aos reportados no grupo DNCB (Figuras 46 e 47).
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Figura 47 - Efeito do tratamento topico com RTO1 na atividade das enzimas antioxidantes em pele de
camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento topico com 0,2 nmol/animal de RTO1 na
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3.4.10 Efeitos do tratamento com AP39 ou RTO1l nos marcadores de estresse

oxidativo em camundongos com DA experimental

O tratamento topico com a dose 0,2 nmol/animal de AP39 reduziu
significativamente em 32,9% (P<0,05) a expressdo de proteinas carboniladas,
aumentadas em pele de animais com DA experimental (Figura 48 B). Por outro lado,
o tratamento topico com as doses 0,1 nmol/animal de AP39 ou 0,2 nmol/animal de
RTO1 ndo mostrou nenhuma alteracdo na expressdo de estes dois marcadores,

exibindo valores semelhantes ao grupo de DNCB (Figuras 48 e 49).
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Figura 48 - Efeitos do tratamento tépico com AP39 sobre os marcadores de estresse oxidativo de
proteinas em pele de camundongos com DA experimental. Efeito do tratamento com 0,1 ou 0,2
nmol/animal de AP39 na expressdo de (A) residuos proteicos de nitrotirosina; (B) proteinas
carboniladas. Os dados foram expressos como média £+ EPM. ***P<0.001 vs. Veiculo + Veiculo;
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Figura 49 - Efeito do tratamento topico com RTO1 sobre os marcadores de estresse oxidativo de
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Por fim, considerando todos os resultados acima descritos, podemos resumir

os efeitos dos diferentes tratamentos nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4 — Resultados do tratamento com Dexa, Dexa-TBZ, Dexa-ADT, TBZ e ADT-OH

Dexa Dexa-TBZ Dexa-ADT TBZ ADT-OH
Parametros 250 250 250 1 1
nmol/animal nmol/animal nmol/animal pmol/animal pmol/animal
Prurido J l 3 - -
Escore de
lesdes v v v i )
Edema de
orelha ¥ v v i )
Eosinofilia W W W J J
Esplenomegalia A A ) - 2
IL-4 - l J J J
Producao de i 2 ) i )
H,S
Atividade GPx - 1 - - -
Nitrotirosina - l L - -
Proteinas
carboniladas i v v i )
Glicose T - - - -
ALT ™ ™ ™ J J
Legenda: T: aumenta; T1: aumenta acentuadamente; ¥: diminui; J{: diminui acentuadamente;
—: sem efeito.

Tabela 5 — Resultados do tratamento com AP39 e RTO1

Parametros AP39 . AP39 : RTO1 .
0,1 nmol/animal 0,2 nmol/animal 0,2 nmol/animal
Prurido 2 J -
Escore de lesdes \} J {
Edema de orelha - N -
Eosinofilia - J )
Esplenomegalia - J -
IL-4 \2 2 \
Eotaxina-1 A A -
Proteinas ) ! i

carboniladas

Legenda: J: diminui; {4: diminui acentuadamente; —: sem efeito.
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4 DISCUSSAO

A DA é uma doenca inflamatoria cronica da pele caracterizada por prurido
intenso e lesBes eczematosas recorrentes, associada a dominancia Th2 e apresenta
niveis elevados de IgE sérica e eosinofilia sanguinea e tecidual (Nakahara et al.,
2020). Recentemente a prevaléncia de DA aumentou em todo o mundo,
especialmente nos paises industrializados. O inicio da doenca geralmente ocorre
durante a infancia, mas pode persistir na idade adulta (Weidinger et al., 2018). Além
disso, os pacientes com DA tém maior risco de desenvolver asma, alergia alimentar
e rinite alérgica (Leung et al., 2004).

Assim como em outras doencas humanas, o0 uso de modelos animais para
estudo da DA é uma ferramenta fundamental para investigar a patogénese da
doenca visando o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Em
camundongos, a aplicagcdo topica repetida de haptenos como DNCB,
trinitroclorobenzeno (TNCB) e oxazolona evoca uma resposta inflamatoéria crénica
Th2 dominante que é semelhante a DA humana (Matsumoto et al., 2004; Man et al.,
2008). O background genético nos camundongos também é importante e influencia
no equilibrio Th1/Th2, camundongos C57BI/6 preferencialmente desenvolvem
resposta imune Thl enquanto que camundongos BALB/c favorecem a producao de
citocinas Th2 (Hsieh et al., 1995; Stewart et al., 2002). No presente estudo, foram
selecionados camundongos fémeas BALB/c para a inducdo da DA. A aplicacdo
topica repetida de DNCB resultou ser uma ferramenta eficiente para induzir
dermatites cronicas, sensibilizando camundongos trés dias seguidos (dias 1-3) com
aplicacdo epicutanea de DNCB a 0,5% na pele dorsal depilada e desafiando-os
(depois de 15 dias da primeira aplicagdo) com DNCB a 0,2% quatro vezes (nos dias
15, 17, 19 e 22) na orelha direita e na pele dorsal. Em concordéncia com dados da
literatura (Chan et al.,, 2013; Alves et al., 2016; Lin et al., 2017), o modelo de
dermatite experimental crénica na pele de camundongos utilizado neste estudo,
exibiu caracteristicas clinicas e imunoldgicas semelhantes a DA humana tais como
prurido, lesGes cutaneas eczematosas (que incluem, eritema e hemorragia, edema,
ressecamento, erosdo superficial e escoriagdo profunda), edema de orelha,
eosinofilia, niveis aumentados de IgE plasmatica, bem como niveis aumentados de

IL-4 e eotaxina-1 em pele. Portanto, este modelo simples e reprodutivel pode ser
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usado para avaliar agentes com potencial terapéutico para o tratamento da DA em
humanos.

Os corticosteroides, como a dexametasona, sdo considerados terapia de
primeira linha para o controle de doencas alérgicas, incluindo DA, rinite alérgica e
asma. Seus efeitos benéficos estdo relacionados a uma ampla acdo anti-
inflamatdria, incluindo uma diminuicdo da infiltragdo celular nos tecidos. A atividade
anti-inflamatéria e imunossupressora dos corticosteroides € atribuida a repressao
dos genes proé-inflamatérios por meio da transducdo de sinal por seu receptor de
glicocorticoides (Cruz-Topete, Cidlowski, 2014). Porém, é importante ressaltar que
um dos grandes desafios do uso de corticosteroides esta relacionado aos seus
efeitos adversos graves, incluindo atrofia cutanea, supressdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal, hiperglicemia, osteoporose, etc. (Coutinho, Chapman, 2011);
corroborando a necessidade de melhores tratamentos que possam melhorar a
qualidade de vida dos pacientes com DA.

Muitos estudos fornecem evidéncias sobre o papel do H,S na fisiologia e
fisiopatologia da pele (para revisao, vide Coavoy-Sanchez et al., 2020). A expressao
das enzimas responsaveis pela producdo endégena de H,S na pele foi reportada em
algumas pesquisas. Estudos de Liu et al. (2014b) detectaram a expressao da enzima
CSE em tecido cutaneo humano por anédlise de Western blot e observaram que essa
expressao se encontrava diminuida em Ulceras de pé de pacientes portadores de
diabetes. Por sua vez, Kutz et al. (2015) e Greaney et al. (2017) reportaram que as
enzimas CSE e 3MST sdo expressas em homogenatos de tecido cutaneo e na
microvasculatura cutdanea humana. De forma semelhante, no nosso trabalho a
expressao proteica das enzimas CSE e 3MST (mas ndo CBS) foi confirmada por
analise de Western blot em homogenatos de pele de camundongos BALB/c, e as
bandas imunorreativas mostraram pesos moleculares similares aos reportados na
literatura (~43 kDa para CSE e ~28 kDa para 3MST). Além disso, algumas
publicacdes revelam uma associagédo entre a producédo endbégena de H,S e doencgas
e condi¢gBes da pele ou outras doencas atépicas. Alshorafa et al. (2012) declararam
gue a psoriase, uma doenca inflamatéria cronica da pele, esta associada a baixas
concentracbes séricas de H,S. Pesquisas do nosso grupo demonstraram que 0S
niveis de H,S endbgeno se encontram diminuidos na pele de camundongos com
psoriase experimental (Rodrigues, 2018), e que a inibicdo da sintese endogena de

H.S, maximizou o prurido induzido pelo composto 48/80 (Rodrigues et al., 2017). Em
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pacientes com asma, Wu et al. (2008) reportaram que 0s niveis séricos de H,S se
mostram significativamente reduzidos. No entanto, um estudo recente de Moniaga et
al. (2020) observou que pacientes com DA apresentam concentracdes elevadas de
H.S sérico e expressdo aumentada das enzimas CSE, CBS e 3MST medidas por
imunofluorescéncia. No presente trabalho analisamos a produgdo de H,S pelo
método do sulfeto de chumbo, bem como a expressdo proteica das enzimas
geradoras de H,S (CSE, CBS e 3MST) por Western blot, em homogenatos de pele
do dorso de camundongos com DA experimental. Os resultados mostram uma
diminuicdo tanto da capacidade de producédo de H,S, quanto da expresséo proteica
da enzima 3MST na pele dos camundongos com DA experimental, o que pode
indicar que o H,S tem um papel protetor na patogénese da DA, destacando a
importancia de uma suplementacédo exdgena com doadores de HS.

Vérias linhas de pesquisa sugerem o uso do H,S exdgeno em forma de
doadores de H,S, para tratamento de uma variedade de condi¢cdes e doencas
dermatoldgicas principalmente como, anti-inflamatério, antipruriginoso, cicatrizante,
pré-angiogénico, imunomodulador, dentre outros (para revisdo, vide Coavoy-
Sanchez et al., 2020). O H,S também tem sido explorado para uso no projeto de
novos derivados de AINES (moléculas hibridas), que reduzem a inflamacao téo
eficazmente quanto o farmaco original, porem exibem poucos efeitos prejudiciais no
trato gastrintestinal (Wallace et al., 2007, 2010; Ekundi-Valentim et al., 2013).
Portanto formulamos a hip6tese de que moléculas hibridas de corticosteroides com
doadores de H,S representam uma alternativa terapéutica promissora para o
controle da DA, seja potencializando o efeito farmacolégico ou reduzindo a
incidéncia de efeitos adversos do farmaco original. Adicionalmente, doadores de H,S
direcionados as mitocondrias podem ter um beneficio consistente no controle dos
sintomas de DA, uma vez que niveis elevados de ROS e disfungcdo mitocondrial
foram observados em uma variedade de doencas alérgicas, incluindo a DA.

Para elucidar o beneficio potencial do H,S no desenvolvimento e sinais clinicos
da DA induzida em camundongos, neste trabalho foram administrados os doadores
de H,S (doadores hibridos, as respectivas porcdes liberadoras ou doadores
mitocondriais), por via topica, diariamente durante 5 dias consecutivos a partir do dia
19 apds a primeira sensibilizacdo com DNCB. Na primeira parte do trabalho, foram
comparados os efeitos da dexametasona com os derivados liberadores de H,S

(doadores hibridos), dexametasona-TBZ e dexametasona-ADT, e suas respectivas
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porcdes liberadoras, 4-hidroxi-tiobenzamida (TBZ) e anetol ditioletiona (ADT-OH). A
segunda parte do trabalho compreende a avaliacdo dos efeitos do tratamento com
os doadores de H,S de acdo mitocondrial AP39 e RTOL1.

No presente estudo, inicialmente avaliamos o prurido, o escore de lesao
cutanea e o edema de orelha nos camundongos com DA experimental. O tratamento
topico com Dexa-TBZ (nas doses de 62,5, 125, 250 ou 500 nmol/animal) ou Dexa-
ADT (250 nmol/animal) resultou em reducdes significativas do prurido, dos escores
de leséo cutanea e do edema de orelha induzidos pela aplicacédo repetida de DNCB.
O tratamento com Dexa exibiu efeitos semelhantes em cada caso, com excecao do
escore de gravidade das lesdes na dose de 500 nmol/animal, onde o tratamento
com Dexa-TBZ foi significativamente mais eficaz que a dexametasona, com 28,5%
de reducdo vs. 10,2% (P <0,05). Entretanto, a administracdo das porcdes
liberadoras de H,S, TBZ ou ADT-OH na dose de 1 ymol/animal (isto é, o dobro da
dose mais alta administrada de Dexa-TBZ) nao resultou em qualquer reducdo
significativa do prurido, do escore de lesdo cutanea ou do edema de orelha. Estes
resultados sugerem que a presenca das porcodes liberadoras de H,S (TBZ e ADT-
OH) na molécula da dexametasona, ndo interferem significativamente com os efeitos
benéficos deste corticosteroide.

Com relacdo a avaliacdo dos efeitos dos doadores mitocondriais AP39 e RTO1
sobre o prurido, escore de lesdo cutanea e edema de orelha, o doador AP39 (nas
doses de 0,1 e 0,2 nmol/animal) demonstrou ser efetivo na reducdo do prurido
espontaneo e do escore de lesdo cutanea, e a dose de 0,2 nmol/animal também
reduziu o edema de orelha, por sua vez, o doador RTO1 (0,2 nmol/animal)
unicamente foi efetivo na reducdo do escore de lesdo cutanea. Todos estes
resultados sdo consistentes com descobertas prévias do nosso laboratério, que
mostram que o tratamento com H,S exdgeno (Na,S e reagente de Lawesson) em
camundongos reduz o prurido induzido pela injecéo intradérmica de histamina ou do
composto 48/80, e este efeito estd mediado, em parte, pela estabilizacdo dos
mastoécitos (Rodrigues et al., 2017). Por outro lado, os doadores de H,S, NaHS e
GYY4137 sdo também capazes de reduzir o prurido secundario a ativacdo dos
receptores PAR-2 (independente de histamina), atuando através da abertura dos
canais Katp € envolvendo a participacdo do NO enddgeno de forma independente de
GMPc (Coavoy-Sanchez et al., 2016). Resultados ainda ndo publicados do nosso

grupo mostram que o tratamento tanto sistémico quanto tépico com GYY4137 reduz
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a inflamacgéo cutanea e o prurido em um modelo de psoriase experimental induzido
pelo quimioterdpico imiquimode em camundongos (Schmidt et al., 2015; Rodrigues,
2018). Assim, com base nos dados acima mencionados, o efeito antipruriginoso do
H.S possivelmente seja resultado da sua acao direta sobre as fibras sensoriais, bem
como a inibicdo da degranulagdo de mastdcitos, que sao os iniciadores primarios de
processos alérgicos.

A eosinofilia sanguinea e tecidual é uma caracteristica comum da DA humana
e parece correlacionar-se diretamente com a atividade da doenca (Liu et al., 2011).
Em doencas alérgicas a ativagdo e diferenciacdo dos eosinofilos € induzida
principalmente pelo fator de estimulacdo de coldnias de granuldcitos/macréfagos
(GM-CSF) e pelas citocinas IL-3 e IL-5, e a migracdo dos eosindfilos para o tecido
inflamado esta relacionada as quimiocinas eotaxinas (eotaxina-1, eotaxina-2 e
eotaxina-3), que estdo aumentadas na DA (Simon et al., 2004). No presente
trabalho, o nimero elevado de eosinéfilos no sangue de camundongos com DA
experimental foi inibido completamente pelo tratamento topico com todas as doses
testadas de Dexa, Dexa-TBZ ou Dexa-ADT, exibindo valores abaixo dos observados
nos animais controle (sem DA). Notavelmente, estes resultados sdo consistentes
com a atividade imunossupressora conhecida da dexametasona e outros
corticosteroides, que reduzem drasticamente o numero de linfécitos, mondcitos e
eosindfilos em sangue por inducdo direta de apoptose (Druilhe et al., 2003). Da
mesma forma, o tratamento tépico com as fragcbes TBZ ou ADT-OH ou com os
doadores de acdo mitocondrial AP39 e RTO01, diminuiu significativamente a
eosinofilia sanguinea induzida por DNCB. Efeitos inibitérios de eosinofilia por parte
de doadores de H,S também foram relatados na literatura, estudos em modelos
animais de asma alérgica tem mostrado que o tratamento com o doador NaHS
diminuiu significativamente o nimero de eosindfilos no lavado broncoalveolar (Chen
et al., 2009; Benetti et al., 2013; Zhang et al., 2013), e o influxo de eosindfilos em
parénquima pulmonar, induzidos por ovalbumina (Campos et al., 2016).

Por outro lado, no que se refere a avaliacdo dos niveis de eotaxina-1, neste
estudo foram detectados niveis elevados de eotaxina-1 em pele de camundongos
com DA experimental. A eotaxina-1 é uma das quimiocinas mais importantes
envolvidas na inflamacéo do tecido e desempenha um papel central na patogénese
da DA, assim como em muitas outras doencas alérgicas (Liu et al., 2011). O
antagonismo da eotaxina-1 foi estudado como uma opc¢ao terapéutica seletiva para a
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DA (Amerio et al., 2005). Foi descrito na literatura que a dexametasona regula
diferencialmente a eotaxina-1, dependendo da duracdo de exposicdo, a
dexametasona pode inibir (dentro de 24 horas) ou aumentar (de 48 a 72 horas) a
expressdo e producdo de eotaxina-1 induzida por IL-4 em fibroblastos de pulméo
humano (Suzuki et al., 2008). Porém, nossos resultados ndo revelaram qualquer
alteracdo nos niveis de eotaxina-1 em resposta aos tratamentos com Dexa, Dexa-
TBZ ou Dexa-ADT, nem com as fragcdes TBZ ou ADT-OH. Em contrate, o tratamento
com o doador mitocondrial AP39 reduziu a producdo de eotaxina-1 nas lesbes de
pele de camundongos com DA, sugerindo uma inibi¢cdo da infiltracdo de eosindfilos
no tecido. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esta
hipétese. Estudos que relacionam o H,S com a eotaxina-1 também foram
publicados, Zhang et al. (2013) indicam que a administracdo de NaHS reduziu
significativamente os niveis das citocinas inflamatérias Th2 e da eotaxina-1 no
lavado broncoalveolar num modelo de asma em camundongo sensibilizado com
ovalbumina. Naturalmente, o papel regulador do H,S na inflamacéo € complexo e os
efeitos benéficos provavelmente envolvem varios mecanismos, além da inibicdo da
migracdo dos eosinofilos para os tecidos inflamados.

Os niveis séricos elevados de IgE sdo uma caracteristica imunoldgica da DA e
a IgE é liberada em resposta a varios alérgenos. As células Th2 produzem IL-4 e IL-
13, que sao citocinas envolvidas na producédo excessiva de IgE, subsequentemente
a IgE se liga a alérgenos e mastdcitos para induzir a degranulacdo dos mastoécitos e
a liberacdo de mediadores inflamatérios (Frew, 2010; Gandhi et al., 2016). No
presente estudo, o incremento dos niveis plasmaticos de IgE total em camundongos
com DA experimental, ndo foi reduzido pelo tratamento tépico com Dexa, Dexa-TBZ,
Dexa-ADT, TBZ ou ADT-OH, nem com os doadores de agao mitocondrial AP39 ou
RTO1. Consistente com nossos resultados, Roviezzo et al. (2015) reportaram que a
administracdo por aerossol do doador NaHS (100 ppm) diariamente por 2 semanas
em camundongos com asma alérgica crbénica, ndo influenciou os niveis plasmaticos
de IgE. No entanto, Han et al. (2016) em um modelo animal de rinite alérgica
mostraram que o tratamento oral por 10 dias consecutivos com o doador NaHS em
doses elevadas (1 mg/kg) reduz significativamente a IgE total sérica. Considerando
estes reportes, e analisando os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se
deduzir que a auséncia de efeito com o tratamento os diferentes doadores de H,S

nos niveis plasmaticos de IgE, pode ser consequéncia de baixas concentracdes das
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drogas administradas ou tempos curtos de tratamento. Interessantemente, os niveis
elevados da IL-4 nas lesdes da pele dorsal de camundongos com DA experimental,
foram significativamente reduzidos pelo tratamento com Dexa-TBZ ou Dexa-ADT,
mas ndo com Dexa, que ainda mostrou valores acima do observado no grupo
DNCB. Sabe-se que os corticosteroides suprimem a sintese de citocinas derivadas
de Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), que sdo necessérias para a producdo de IgE, o que
contribui para sua eficacia no controle de doencas alérgicas. Curiosamente, 0S
corticosteroides também podem inclinar a balanca para a predominancia de células
Th2 por um efeito que pode ser devido a supressdo de interferon (IFN)-y, que
normalmente inibe a diferenciagdo de Th2 (Agarwal, Marshall, 2001; Barnes, 2001).
Nesse sentido, as moléculas hibridas evitaram este efeito prejudicial da
dexametasona. Além disso, o tratamento com as porc¢ées liberadoras TBZ e ADT-
OH, e os doadores mitocondriais AP39 e RTO1l também resultou em reducdes
significativas dos niveis de IL-4. Notavelmente, este resultado é consistente com a
capacidade conhecida do H,S de atenuar a producéo de citocinas Th2 (Zhang et al.,
2013; Cao et al., 2014).

De forma contraria com informacao da literatura, nosso modelo de DA néo
promoveu aumento nos niveis das citocinas IL-5 e IL-13, ao contrério, estas citocinas
estavam diminuidas em camundongos sensibilizados e desafiados com DNCB
guando comparados com o grupo veiculo. Nao se sabe ainda qual é a origem destes
dados contraditorios, visto que a eosinofilia, niveis aumentados de IgE plasmatica,
bem como niveis aumentados de IL-4 e eotaxina-1 em pele, todos associados a
resposta Th2, estavam presentes em nosso modelo. Todavia, estudos adicionais se
fazem necesséarios para elucidar esta questao.

Em continuidade ao estudo, foram analisados os efeitos dos doadores de H,S
na producao enddgena de H,S em pele de camundongos com DA experimental. De
forma interessante, o tratamento com Dexa-TBZ, mas ndo com Dexa-ADT ou Dexa,
nem com as frag6es TZB ou ADT-OH, induziu a producdo enddégena de H,S em pele
de camundongos com DA, revertendo os valores previamente diminuidos pela
aplicacdo de DNCB. Este efeito poderia estar relacionado com um aumento da
expressdo das enzimas geradoras de H,S por parte do H,S exdgeno, tal como
observado por Wu et al. (2017), que relatam que o tratamento com NaHS aumentou
a expressdo das enzimas CSE e CBS em tecido do coragéo, figado e rins, em um

modelo de envelhecimento acelerado induzido por D-galactose em camundongos.
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Entretanto, sdo necessarios estudos de expressdo proteica em pele das enzimas
CSE e 3MST nos grupos tratados com Dexa, Dexa-TBZ e Dexa-ADT, para confirmar
esta hipotese.

Com o proposito de avaliar o envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia da DA e nos possiveis mecanismos farmacolégicos dos doadores de
H,S, foram determinadas a atividade das enzimas antioxidantes, assim como a
expressao de marcadores de estresse oxidativo (residuos proteicos de nitrotirosina e
proteinas carboniladas) na pele dos camundongos. A inflamacéo crénica da pele
esta associada a superproducdo de ROS, como anion superéxido (O,") e peréxido
de hidrogénio (H,0;). O acumulo de ROS eventualmente excede a capacidade de
defesa do sistema antioxidante, essa condicdo, definida como estresse oxidativo,
desempenha um importante papel patogenético na DA humana (Bertino et al., 2020).
O estado de estresse oxidativo/nitrosativo provoca alteracbes nos componentes
celulares, como lipidios, proteinas e DNA. Por exemplo, o peroxinitrito, um potente
agente nitrante e oxidante pode reagir com a tirosina das proteinas para formar
nitrotirosina (Pacher et al., 2007), que é identificada como um marcador de dano
celular. Ha evidéncias de niveis aumentados de marcadores de estresse oxidativo,
bem como de deficiéncias no sistema antioxidante na DA humana, o que contribui
para a patogénese dessa doenca. Por exemplo, Omata et al. (2001) reportam que
niveis de marcadores urinarios de estresse oxidativo sdo mais altos em criancas
com DA do que em criancas sem DA. Chung et al. (2009) mostram que a
capacidade antioxidante do sangue é significativamente menor em criangas com DA
em comparagao com o grupo controle. Mais recentemente, Sivaranjani et al. (2013)
revelam que, em comparacdo com o grupo controle, os pacientes com AD tem niveis
mais baixos de defesas antioxidantes, incluindo as enzimas SOD, catalase, GPx e
Vitaminas A, E e C. De fato, no presente estudo, descobrimos que as atividades das
enzimas SOD, catalase e GST se encontram significativamente reduzidas em pele
de camundongos com DA experimental. Além disso, a inducdo da DA experimental
também causou aumentos significativos dos niveis de nitracdo e carbonilacdo de
proteinas em pele.

Por outro lado, € de conhecimento que o H,S tem capacidade antioxidante e
citoproterora em sistemas fisioldgicos expostos a ROS e RNS. O H,S exerce seus
efeitos antioxidantes por meio de varios mecanismos, incluindo extingdo direta de

ROS, modulacéo da expresséao e da atividade de GSH e tioredoxina, ou aumento da
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sintese de proteinas antioxidantes por ativacdo do fator de transcricdo Nrf2 (Corsello
et al., 2018; Bettowski, 2019; Murphy et al., 2019). Além disso, o Nrf2 esta associado
a funcao de barreira epidérmica para protecdo contra danos oxidativos (Schafer et
al.,, 2012). No presente estudo, o doador hibrido Dexa-TBZ na dose de 250
nmol/animal, aumentou significativamente a atividade da enzima GPx em pele dos
animais com DA experimental, este aumento foi significativamente diferente (22,3%;
P<0,05) da dexametasona, que ndo mostrou qualquer alteracdo. A enzima GPx é
uma enzima eliminadora de peroxidos, importante para proteger do estresse
oxidativo. Nesse contexto, este resultado implica que a presenca da porcao
liberadora de H,S, TBZ na molécula de dexametasona aumenta a capacidade de
eliminacdo de ROS em pele, bloqueando os efeitos nocivos da oxidacdo. Ademais, 0
tratamento com os doadores hibridos, Dexa-TBZ ou Dexa-ADT, mas ndo com
dexametasona, também foi capaz de prevenir a nitracdo e a carbonilacdo de
proteinas em tecidos de pele. Estes resultados mostram que a adicdo da por¢éo
liberadora de H,S, TBZ ou ADT-OH na molécula de dexametasona, é capaz de
estimular as defesas antioxidantes e diminuir os niveis de ROS e RNS, o que resulta
em maior protecdo contra os danos causados pelo estresse oxidativo. Além disso, o
tratamento topico com o doador especifico para mitocdndria AP39 também mostrou
protecdo contra o estresse oxidativo ao prevenir a carbonilagcdo de proteinas em
pele de camundongos com DA. Consistente com nossos resultados, alguns estudos
ja provaram que doadores de H,S tém efeito antioxidante potente em modelos de
dermatites e doencas atopicas. Por exemplo, Wu et al. (2019), observaram que o
sulforafano (um composto que contém enxofre) aliviou os sintomas da DA induzida
por DNCB em camundongos, através da ativacao do fator Nrf2 e da supresséo da
sinalizacdo JAK1/STAT3. Em um modelo de asma alérgica em camundongos,
Benetti et al. (2013) demonstram que o tratamento com NaHS é capaz de prevenir a
inflamagéo alérgica pulmonar através do aumento da expressao de enzimas SOD,
GR e GPx.

Curiosamente, enquanto que as porc¢des liberadoras de H,S, TBZ ou ADT-OH
nao alteraram os valores de producédo enddégena de H,S, a atividade de GPx e o
conteudo de nitrotirosina e proteinas carboniladas, o tratamento com os doadores
hibridos sim alteraram estes parametros, Dexa-TBZ aumentou a producdo endoégena
de H,S e a atividade da GPx e ambos Dexa-TBZ e Dexa-ADT diminuiram a

expressao de nitrotirosina e proteinas carboniladas em pele. A explicacao para este
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achado pode estar nos diferentes niveis de liberacdo de H,S a partir de TBZ ou
ADT-OH versus Dexa-TBZ ou Dexa-ADT. Por exemplo, a liberacdo de H,S a partir
do doador hibrido ATB-346 (nhaproxeno conjugado com TBZ) incubado em
homogenatos de figado de rato foi seis vezes maior do que TBZ a uma concentracao
equimolar (Wallace et al., 2010). Resultados semelhantes foram relatados com o
doador hibrido ATB-429 (mesalamina conjugado com ADT-OH), onde a quantidade
de H,S liberada por este composto foi significativamente maior do que aquela
liberada por ADT-OH sozinho (Distrutti et al., 2006b). Assim, esses dados suportam
a hipétese de que os efeitos benéficos adicionais da Dexa-TBZ e Dexa-ADT sao
devidos a sua capacidade de gerar H,S, bem como estimular a producdo de H,S por
vias enzimaticas.

Embora a esplenomegalia ndo seja um sinal clinico associado a DA em
humanos, estudos em animais de experimentacdo demonstraram essa alteracao
como resultado da aplicagcéao repetida de DNCB (Jung et al., 2015; Kim et al., 2017,
Ku et al.,, 2017). No presente trabalho, os camundongos com DA experimental
desenvolveram esplenomegalia com numero de esplendcitos totais elevado, e esta
resposta foi completamente inibida pelo tratamento tépico com as diferentes doses
de Dexa, Dexa-TBZ e Dexa-ADT. De fato, ja foi relatado que em animais de
experimentacdo os corticosteroides (como a dexametasona) exercem efeitos
inibitérios sobre 6rgdos linfoides, tais como timo e baco, e estes efeitos
imunossupressores sdo considerados deletérios, o qual € provavelmente causado
por um aumento da taxa de apoptose de timécitos e esplendcitos (Rooman et al.,
1999). Ainda, o tratamento com a porcéo liberadora ADT-OH e com o doador
mitocondrial AP39 também reduziu a esplenomegalia induzida por DNCB em
camundongos.

Outros efeitos colaterais dos corticosteroides sdo o aumento dos niveis de
glicose no sangue e elevacao dos niveis de enzimas hepaticas (ALT e AST). Os
corticosteroides podem interferir no metabolismo de glicose, pois inibem a captacao
periférica de glicose pelo musculo e tecido adiposo, antagonizando a resposta a
insulina. Além disso, aumentam a gliconeogenése no figado, contribuindo para o
estado de hiperglicemia, o que pode resultar em risco aumentado em pacientes
portadores de diabetes (Kuo et al., 2015). No presente trabalho, um aumento
significativo da glicemia foi observado com o tratamento com dexametasona (250

pgmol/animal) em comparagao com o grupo veiculo, enquanto que o tratamento com
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as doses equimolares de Dexa-TBZ ou Dexa-ADT teve um efeito preservador,
impedindo o incremento da glicose no sangue. Dados da literatura demonstram que
o H,S contribui diretamente para a manutencdo homeostatica dos niveis de glicose
em sangue (Piragine, Calderone, 2020). A regulacdo do metabolismo da glicose
promovida pelo H,S €& complexa e ocorre em varios niveis, desde a
producao/liberacdo de insulina pelas células B pancreaticas até a resposta de
orgaos-alvo (como figado, musculo esquelético e tecido adiposo) a insulina (Xue et
al., 2013; Cai et al., 2016; Pichette et al., 2017; Takahashi et al., 2017; Guo et al.,
2019). Assim, o efeito preventivo da Dexa-TBZ e Dexa-ADT no aumento da glicose
em sangue, sugere que estes novos compostos podem exibir um melhor perfil para
seu uso em pacientes portadores de diabetes do que os corticosteroides
convencionais.

Adicionalmente, no presente estudo foi observado um aumento dos niveis das
enzimas hepaticas (ALT e AST) em plasma dos animais com DA experimental e um
incremento ainda mais pronunciado em animais tratados com dexametasona,
indicando um dano hepatico, este efeito ndo foi diferente do observado nos animais
tratados com os doadores hibridos Dexa-TBZ ou Dexa-ADT. No entanto, as
respectivas porgdes liberadoras, TBZ e ADT-OH foram capazes de atenuar
completamente o aumento dos niveis de ALT retornando aos valores normais
observados no grupo de animais tratados com veiculo. De fato, um estudo conduzido
por Wei et al. (2017) demonstra que o conteudo de H,S em plasma esta
negativamente correlacionado com os niveis de das enzimas hepaticas ALT e AST,
sugerindo que H,S pode proteger a funcao hepatica.

Por fim, considerando todos os dados acima descritos (resumidos nas Tabelas
4 e 5), a seguir, comparamos resumidamente os efeitos dos diferentes tratamentos.

Ambos os doadores hibridos Dexa-TBZ e Dexa-ADT (na dose de 250
nmol/animal) exibiram efeitos comparaveis a dose equimolar de dexametasona na
reducdo do comportamento de cocar, escore de lesdes cutaneas, edema de orelha,
eosinofilia e esplenomegalia induzidas por DNCB. Adicionalmente, em contraste com
a dexametasona, ambos os doadores Dexa-TBZ e a Dexa-ADT mostraram um efeito
preservador, evitando o aumento de IL-4 e dos marcadores de estresse oxidativo
(nitrotirosina e proteinas carboniladas). Ainda, a Dexa-TBZ, mas nao Dexa-ADT,
também promoveu um aumento na producdo enddgena de H,S e na atividade da

GPx. Este efeito aditivo da Dexa-TBZ nos sugere que este composto poderia gerar
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H,S tanto por atividades ndo enziméticas como enziméticas (induzindo a expresséo
das enzimas geradoras de H,S). Além disso, enquanto que a dexametasona induziu
hiperglicemia, ambos os doadores hibridos Dexa-TBZ e Dexa-ADT preveniram este
efeito adverso.

No que concerne as fracdes liberadoras de H,S, TBZ e ADT-OH, sabe-se que
a fragdo TBZ possui um unico atomo de enxofre, portanto pode liberar uma molécula
de H,S por composto doador, enquanto que ADT-OH contem trés atomos de enxofre
e seria capaz de liberar mais H,S, em diferentes etapas (Ger6 et al., 2016).
Curiosamente, ambas a fracfes liberadoras de H,S, TBZ e ADT-OH tiveram efeitos
comparaveis entre si, inibindo a eosinofilia, reduzindo o aumento de IL-4 e
prevenindo os niveis elevados de ALT, de uma maneira semelhante.

Por outro lado, o doador AP39 na dose de 0,2 nmol/animal, foi mais eficaz do
que o RTO1 (dose equimolar) e do que AP39 (0,1 nmol/animal) no controle dos
sinais clinicos da DA experimental, inibindo o comportamento de cocar, escore de
lesdo cutanea, edema de orelha, eosinofiia e a esplenomegalia induzidos por
DNCB. Ambos os compostos reduziram significativamente os niveis de IL-4 de
maneira semelhante. Entretanto que AP39, mas ndo RTO1, diminuiu a producao de
eotaxina-1 e a expressdo de proteinas carboniladas. Foi descrito que, o doador de
acdo mitocondrial AP39, foi gerado ligando ADT-OH a uma molécula de
direcionamento mitocondrial trifenilfosfénio, este direcionamento pode resultar em
um acumulo de 500 vezes da droga na mitocondria (Ger6 et al., 2016), isso
explicaria o efeito melhorado do AP39 em comparagdo com ADT-OH. Por outro lado,
0 doador RTO1 é um analogo de AP39 desprovido de um atomo de enxofre,
portanto, RTO1 libera H,S em uma taxa mais lenta e por um periodo de tempo mais
curto do que o AP39 (Waters et al.,, 2017), que foi evidenciado pela auséncia de

efeito sobre muitos parametros avaliados no presente estudo.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que:

a) A presenca das porcoes liberadoras de H,S (TBZ ou ADT-OH) na molécula da
dexametasona, ndo interfere com os efeitos benéficos deste corticoide, e
apresenta um avango sobre a molécula parental, podendo estimular a atividade
das defesas antioxidantes no tratamento da DA e prevenir a hiperglicemia
associada ao uso de corticosteroides. Sugerindo que essa associacdo possui um
grande potencial terapéutico para ser empregado na pratica clinica.

b) A entrega especifica de H,S na mitocondria por meio do doador AP39, pode
suprimir os sinais clinicos da DA induzida por DNCB em camundongos através
da modulacdo imunolégica e manutencdo do equilibrio redox, e pode ser um

potencial opcao terapéutica para o tratamento de pacientes com DA.
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