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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 nao 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 o0 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.
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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.



1 INTRODUCAO

1.1 Dermatite atopica

A dermatite atépica (DA) € 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 associagéo 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



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 patdgenos 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 manifestacdes clinicas da
DA (Nutten, 2015).

Estudos recentes sugerem gque, 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).



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 Th17 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



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 atépicas (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).
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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 funcéo barreira
ao regular negativamente a expressdo da filagrina (FLG). Além disso, essas citocinas atuam
diretamente nos nervos causando coceira, além da inducdo de inflamacéo 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
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prurido pode ocorrer durante todo o dia, mas € mais intenso a noite. Em casos
graves, 0s pacientes arranham as areas da pele lesionada até ocasionar

escoriacbfes e sangramento (Hong et al., 2011; Arkwright et al., 2014). Véarios



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
prevencao 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 séo 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 infecgcédo latente, entre outros, sdao a razdo fundamental para

procurar novas alternativas terapéuticas que permitam alcancar um melhor controle



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 toxica 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 enddégeno (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



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 reacao 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.,



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 ndo-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).



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



ligadas (polissulfetos e persulfetos) também podem ser produzidas pela 3MST e
possuem varios papéis fisiolégicos nas células de mamiferos, como protecéo contra
0 estresse oxidativo e a ativagdo dos canais TRPAL, entre outros (Koike et al., 2017;
Kimura, 2020).

Os mecanismos moleculares fisioldgicos pelos quais 0 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 superéxido, 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 alteracdes
conformacionais nas proteinas alvo para modificar sua atividade (Mustafa et al.,
2009, 2011; Filipovic, 2015). A persulfidacdo 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 IV (Nicholls et al., 2013); portanto, existem processos de

oxidacdo rigidamente regulados para seu catabolismo. O mecanismo conhecido



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 eliminagdo 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;



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 o 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.



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 inflamatoéria. 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 ativacao de p38, ERK e NF-kB. Em uma pesquisa anterior, Mirandola



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



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 fisiopatoldgicas em muitos 6rgaos,
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 tdo 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 associagoes,
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 alteracdes da funcao



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 analise da participacéo
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 administracao
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 administragédo 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, lesbes 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



(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 expressado 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 hepéticos em
plasma de camundongos e os efeitos dos doadores de H,S (hibridos e suas

respectivas porcdes liberadoras) sobre estes.



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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