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RESUMO

EKUNDI-VALENTIM, E. Efeitos diferenciais do sulfeto de hidrogénio exdégeno e
endégeno na sinovite experimental induzida por carragenina em ratos wistar.
2010. 116 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

O poluente ambiental sulfeto de hidrogénio (H.S) é também produzido
endogenamente em mamiferos, onde é capaz de modular a inflamacao. Este estudo
se propds a avaliar o papel do H.S, administrado exogenamente, e produzido
endogenamente na sinovite induzida pela injecdo intra articular (i. art.) de
carragenina (CGN) no joelho de ratos Wistar machos (250 g), e 0s possiveis
mecanismos envolvidos. Ratos foram tratados (-60 min) com a indometacina, o
inibidor da cistationina y-liase DL-propargilglicine (PGly) ou o doador de H.S, o
reagente de Lawesson (LR), e os parametros funcionais e bioquimicos da sinovite
foram avaliados ap6s 4h. Os animais com sinovite exibiram dor, alodinia e edema
articular no joelho ipisilateral associado ao numero elevado de neutrofilos, aumento
das atividades de MPO, iNOS (producdo NOx-), caspase-1 e via do NF-xB. Ainda,
nitracdo de residuos protéicos (3-NT) e aumento da IL-1B foram mensurados no
joelho dos animais. O LR (ou indometacina) reduziu significativamente a nocicep¢ao
(alodinia secundaria) e todos os parametros inflamatérios e bioquimicos, exceto a
maior atividade da iNOS, NOx- e 3-NT. O tratamento com a PGly ndo afetou a
inflamagéo e dor, mas aumentou o nimero de macréfagos e as atividades da iINOS
(producdo NOx) e AP-1. Conclui-se que, enquanto a administragdo exdgena do
doador de H.S produz efeitos antiinflamatérios e anti-nociceptivos, o H>S produzido
endogenamente exerce pouco efeito imunomodulatorio neste modelo. Estes dados
reforgam a idéia do desenvolvimento e uso de doadores de H,S como potenciais
ferramentas terapéuticas (ou complementares) dos farmacos disponiveis para o

tratamento da artrite ou seus sintomas.

Palavras chaves: Sulfeto de hidrogénio. Sinovite. Carragenina.Alodinia tactil
secundaria. IL-1B.CSE. CBS. Rato.



ABSTRACT

EKUNDI-VALENTIM, E. Differing effects of exogenous and endogenous
hydrogen sulfide in carrageenan- induced Knee joint synovitis in the wistar rat.
2010. 116 p. Ph. D. thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2000.

The noxious gas H.S is produced endogenously, and the physiological concentrations
of HoS are able to modulate pain and inflammation in rodents. The aim of this study
was to evaluate the effects of exogenous and endogenous H,S in inflammatory
response on knee joint of rats induced by intra articular injectionof carrageenan (CGN)
and the possible mechanisms involved in this process. Synovitis was induced in Wistar
rats by intra-articular injection of carrageenan (CGN) into the knee joint. Sixty minutes
prior to CGN injection, the rats were pretreated with indomethacin, an inhibitor of H»S
formation PGly (DL-propargylglycine) or an H,S donor LR (Lawesson’s reagent).
Injection of CGN evoked knee inflammation, pain as characterized by impaired gait,
secondary tactil allodynia of the ipsilateral hindpaw, joint swelling, histological
changes, inflammatory cell infiltration, increased synovial myeloperoxidase, protein
nitrotyrosine residues, inducible NOS (iNOS) activity and NO production, proteolitic
activity of interleukin 1 converting enzyme, NF-kB activation. Pretreatment of rats with
LR or indomethacin significantly attenuated the pain responses, and all the
inflammatory and biochemical changes, except for the increased iINOS activity, NO
production and 3-NT. Propargylglycine pretreatment potentiated synovial INOS activity
(and NO production), enhanced macrophage infiltration, and AP-1 activation, but had
no effect on other inflammatory parameters. Whereas exogenous H.S delivered to the
knee joint can produce a significant anti-inflammatory and anti-nociceptive effect,
locally produced H,S exerts little immunomodulatory effect. These data support the
development and use of HoS donors as potential alternatives (or complementary
therapies) to the available anti-inflammatory compounds used for treatment of joint

inflammation or relief of its symptoms.

Keywords: Hydrogen sulfide. Synovitis. Carrageenan. Tactile secondary allodynia.
IL-18. CSE. CBS. Rat.
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1.1 Consideracoes gerais

1.1.1 Inflamagé&o articular e modelos experimentais

Em geral, as articulagbes podem ser classificadas em sinartrose (sem
movimentos), anfiartroses (movimentos reduzidos) e as diartroses (movimentos
amplos / extensos), sendo esta ultima a de maior importancia clinica por constituir-se
alvo predileto para a inflamacao articular (artrite).

Em mamiferos, a articulacao do joelho é formada pela extremidade distal do
fémur, a extremidade proximal da tibia e a patela (rétula). Essa estrutura
compreende ainda as capsulas (externa e interna) e ligamentos que estabilizam a
articulagdo em conjunto com 0s meniscos, que estabilizam os joelhos e amortecem o
impacto sobre as cartilagens (Figura 1); (ELLIS et al., 2005; KUMAR et al., 2010).

Morfologicamente a capsula articular externa possui estrutura fibrosa rica em
fibras colagenas espessas, enquanto a capsula articular interna caracteriza-se como
uma estrutura altamente flexivel, que forma o principal tecido intracapsular e
apresenta trés camadas: uma intima (também chamada de militante), a qual elabora
o liquido sinovial (ultrafiltrado de plasma), que contém o acido hialurénico e exerce a
importante funcado de diminuir o atrito das cartilagens durante os movimentos, a
camada subintima, que é amplamente vascularizada e, por fim, a camada externa ou
subsinovial, a qual estabelece o limite com a capsula fibrosa (ELLIS et al., 2005;
SKARE, 2007). A camada intima da membrana sinovial possui dois tipos principais
de células: as células do tipo A, semelhantes aos macréfagos, que exibem varios
lisossomos e vesiculas micropicnéticas e, as células do tipo B, que se assemelham
aos fibroblastos (SKARE, 2007).

As células da membrana sinovial nao estdo limitadas por uma membrana
basal verdadeira e repousam numa matriz rica em fibras colagenas e proteoglicanos
(SKARE, 2007). Em relagédo a vascularizagao, existem complexas redes arteriais e
venosas que formam multiplas fistulas, as quais se comunicam com o suprimento
vascular do periosteo e do osso periarticular. A area do leito capilar sinovial é
espessa € desempenha papel fundamental na troca de moléculas. Os capilares
sinoviais sdo dotados de fenestragcdes cobertas por uma membrana fina que facilita
a troca de pequenas moléculas com o liquido sinovial. O suprimento nervoso

articular € duplo e compreende nervos, que sao responsaveis pela inervacao da
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articulagdo e musculos, que circundam a articulagdo do joelho (ELLIS et al., 2005;
SKARE, 2007).

ARTICULACAO
NORMAL

ARTICULACAO
REUMATOIDE

Membrana

sinovial Macréfagos

I
Complexos 74
imunes 3
i "/ Célula

Neutrdfilo dendritica

0sso Subcondral Linf6cito

Figura 1. Artrite reumatoide. Vista esquematica de uma articulagao
Fonte: Modificado de Kumar et al. (2010).

E de conhecimento que a estabilidade da articulagdo é o resultado de uma
articulacdo saudavel. Desta feita, as alteracbes das articulacbes e dos seus
componentes (exemplo: cartilagens, tenddes, musculos e 0ssos etc.) causadas por
lesbes mecanicas (fratura), bioldgicas (geralmente infec¢cdes causadas por bactérias
ou virus) ou por um tipo de doencga autoimune, que se caracteriza pela presenca de
reacbes imunolégicas contra os proprios tecidos das articulacbes (artrite
reumatoide), podem levar a inflamacao (aguda ou crénica) e subsequente disfuncao

dessas estruturas como um todo ou de componentes isolados.

De acordo com a estrutura anatémica afetada, a terminologia do processo
inflamatoério pode variar. Assim sendo, temos que o processo inflamatério da
membrana sinovial, independentemente da etiologia, recebe a expressao sinovite
(KUMAR et al., 2010). E importante acrescentar que a sinovite € um processo
inflamatério, o qual € sabidamente conhecido como uma resposta protetora do

organismo, caracterizada por sinais cardinais como rubor, calor, edema e dor.
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Os sinais cardinais da inflamacao sao ferramentas valiosas na monitoracao
da evolugdo de um processo inflamatério, o qual &€ também um fendmeno
imunologico. Por exemplo, a artrite reumatodide (AR) é uma doenca sistémica
autoimune (crénica e inflamatéria), que afeta principalmente as articulagdes, cuja
etiologia € desconhecida e para qual ndo existe ainda a cura. Estima-se que,
aproximadamente, 1% a 2% da populacdo mundial (cerca de 60 a 120 milhdes de
individuos) sdo acometidos pela AR, sendo as mulheres trés a cinco vezes mais
afetadas do que os homens, independentemente da ragca (SYMMONS et al., 2002).
Essa patologia desenvolve-se de forma simétrica nas articulagdes das maos, punhos
e tornozelos em qualquer faixa etaria (WALSH et al., 2005), muito embora
predomina-se a faixa etéria entre os 40 e 70 anos de idade (FIRESTEIN, 2005;
KVIEN e UHLIG, 2006). Pelo fato de acometer principalmente os membros, a AR é
considerada uma doenca lider de incapacidade fisica, causando assim sério impacto
sécio-econdmico (YELIN, 1996; COOPER, 2000).

A AR é uma doenga imunoldgica complexa, que envolve numerosas células
do sistema imunolégico e as consequéncias do mal funcionamento deste.
Caracteriza-se por disturbios regulados pelas células T e B (KLARESKOG et al.,
2009) e grande aumento na génese e ativagcdo de citocinas (fator de necrose
tumoral, interleucinas 1B e 6); (CHOY e PANAY, 2001; SILVERMAN et al., 2003),
quimiocinas e proteinases, que contribuem para a amplificacdo da resposta
inflamatoria e sua interagdo com as células do hospedeiro, i.e. fibroblastos,
condrécitos e osteoclastos, que resulta em alteragbes nas articulagdes, tais como a
formacdo do pannus invasivo, que leva a destruicdo do osso e da cartilagem
(CONNELL e MCINNES, 2006).

Na pesquisa farmacolédgica experimental com a finalidade de se estudar os
mecanismos fisiopatolégicos que medeiam a artrite e 0 consequente delineamento
de novos agentes terapéuticos, varios modelos experimentais mimetizando a artrite
humana foram desenvolvidos ao longo dos anos (para revisdo: BENDELE et al.,
1999). Esses podem ser divididos em crénicos e agudos: existem trés principais
modelos de artrite crénica em roedores, que sdao amplamente usados tais como
artrite induzida por adjuvante (PEARSON et al., 1963), artrite induzida por colageno
(TRENTHAN et al., 1978) e artrite induzida por antigeno (BRACKERTZ et al., 1977).

Quanto aos modelos agudos, destacam-se a monoartrite e / ou sinovite induzida por
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carragenina (CGN); (GARDNER et al., 1960), um mucopolissacarideo sulfatado
extraido das algas marinhas Clondrus spp. € Gigartina spp., também conhecida
como Irish Moss ou CGN moss. A estrutura quimica consiste em residuos
sulfatados de galactose unidos por ligacdes a1-3 e B1-4, onde os locais e extensao
das sulfatagbes e cadeias secundarias variam entre os tipos kappa, lambda e lota.
Ademais, outros exemplos de artrite aguda podem ser observadas pela
administracdo articular da mistura de CGN e kaolin (YANG et al., 1996 ), zimosan
(FOLLIARD e TERLAIN, 1988) e, ainda, por injecoes de venenos e toxinas ofidicos
(MELLO et al., 2002; FERNANDES et al., 2007).

A injecéo intra articular (i.art) de CGN isolada desencadeia um quadro agudo
de sinovite mono articular (GARDNER et al., 1960), cujas alteracdes articulares
mimetizam alguns dos sinais / sintomas da AR, incluindo o edema (extravasamento
plasmatico), a dor, infiltragcdo leucocitaria e alteracées morfolégicas e bioquimicas
da sindvia. Contudo, esse modelo tem a particularidade de nao ser imunoldgico,
pois sua agdo parece inicialmente resultar da incapacidade dos macréfagos
degradarem as particulas de CGN. Isto culmina no acumulo dessas no interior dos
lisossomos e, consequentemente, leva ao processo inflamatério seguido de morte
celular (VINEGAR e SCHREIBER, 1969). Portanto, a ativacdo das células T nao
parece ser fator importante nos eventos inicias desse modelo de inflamagéo
articular, muito embora é sabido que estas células desempenham um papel crucial
na AR (FOX et al., 1997).

1.1.2 Terapia farmacoldgica da artrite

Apesar de lentos, avangos na compreensdo da patogenia da AR tém
ocorridos na identificacdo de fatores de risco, tais como fatores genéticos
associados (ou ndo) a variagdes entre etnias (HUGHES et al., 2008; DAHA et al.,
2009) e na terapia farmacolégica.

A AR constitui-se numa patologia de progressao importante e com grande
variabilidade entre individuo. Portanto, a intervencao farmacolégica imediata faz-se
necessaria, pois a destruicdo articular nesses pacientes comecga na fase inicial da
doenca (EMERY et al., 2008). Esse tratamento farmacol6gico tem como objetivos

principais, controlar os sintomas de dor e rigidez articular, melhorando assim a
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funcéo e qualidade de vida dos pacientes, e minimizando o risco de lesdo estrutural
mediante a reducao da inflamacao (TAYAR e SUAREZ-ALMAZOR, 2010).

Até o presente momento, o controle parcial dos sintomas da artrite €
usualmente feito com antiinflamatérios nao esteréides (AINES) e / ou com baixas
doses de glicocorticéides (AMERICAN COLLEGE OF RHEUMATOLOGY, 2002).
Ademais, numa grande populacdo de pacientes com artrite, a coadministracdo de
drogas antirreumaticas modificadoras da doenca (DMARDs; metotrexato) é
necessdria para inibir a progressdo da doenca. E importante acrescentar que,
recentemente, uma mudanca de paradigma no controle dessa doenga vem
ocorrendo com a introdug&o dos agentes bioldgicos bloqueadores de citocinas ou de
seus receptores. Dentre estes, incluem-se o0s agentes biolégicos inibidores das
citocinas TNF-a (ex.: infliximab, etanercept, adalimumab, golimimab, e certolizumab)
e IL-6 (tocilizumab; NORIHIRO et al., 2007). Além disto, foram introduzidos os
antagonistas do receptor de IL-1 (ex.: anakinra); (KARY e BURMESTER, 2003), e do
linfécito T citotdxico associado ao antigeno 4 imunoglobulina (ex.: abatacept; MARK
et al., 2005) e dos anticorpos anti-CD-20 (ex.: rituximab) ; (JONATHAN et al., 2004)

E de conhecimento que a IL-1p é liberada de mondcitos, macréfagos,
neutrofilos e células dendriticas como pré-molécula inativa (WATANABE, 2007), a
qual precisa ser clivada (Tyr-Val-His-Asp116/Ala117), pela cisteina-protease
denominada caspase-1 (conhecida como enzima conversora de IL-1B), para ser
liberada na sua forma ativa (DINARELLO et al., 2000). Dentre as implicacées dessa
citocina na artrite, destacam-se a indugdo do influxo leucocitario na cavidade
articular, da hiperplasia e formagdo do pannus invasivo. Esse mediador promove
também o aumento na producdo de colagenase por células sinoviais e de
metaloproteinases por condrocitos (PETTIPHER et al.,, 1986; ROUX-LOMBARD et
al.,1992), contribuindo fortemente para a destruicao da cartilagem e do o0sso.

A ligacao da IL-1B com seu receptor do tipo um (IL-1RI) resulta na ativacao
das vias de sinalizagdo, capazes de elevar a concentracdo de célcio intracelular,
ativar as proteinas quinases do tipo C (PKC) e as ativadas por mitogeno (MAPK),
além dos fatores de transcrigdo nuclear kappa B (NF-«xB) e da proteina estimuladora
de ligacao (AP-1); (BRADDOCK et al., 2004). Semelhantemente a IL-13, o TNF - a
causa ativacao de células endoteliais e do sistema imunolégico (IKUTA et al., 1991;
MEEKINs et al., 1994). Isto culmina em aumento da expressdao de moléculas de
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adesao na microcirculacdo, as quais aumentam o recrutamento de outras células
para o foco inflamatério bem como estimulam a biossintese de outras citocinas,
como a IL-6, que esta intimamente relacionada a reagao de fase aguda, aumento da
velocidade de sedimentacao eritrocitaria e, em particular, na elevacao da proteina C-
reativa (PRC), um marcador inflamatério importante (SNICK, 1990; KOPF et al.,
1994).

Por seu turno, em pacientes sob tratamento com os agentes biolégicos
evidéncias mostram que estes exibiram maior incidéncia do risco de infeccdes
oportunistas (ex: tuberculose); (KROESEN et al., 2003) e cancer de pulmao
(WEINBLATT et al.,, 2006) e pele (GARTLEHNER, 2006 ). Ademais, quadros
exacerbados de hepatite crénica foram diagnosticados nesses individuos (ESTEVE
et al., 2004; WENDLING et al., 2005; GOMEZ-REINO e CARMONA, 2006). Apesar
dos avancos farmacolégicos com a terapia biolégica, a identificacdo de pacientes
refratérios a tal terapia, que adicionada ao custo elevado dos agentes bioldgicos,
acabam limitando este tipo de tratamento a uma grande populacao de individuos em
todo mundo (PENG-THIM e KENG-HONG, 2007). Por conseguinte, a descoberta e
delineamento de novos candidatos alternativos e / ou complementares para a terapia
da AR ainda se faz necessario. Nesse sentido, estudos mostram que banhos em
aguas sulfuradas promovem efeito antioxidante sobre eritrécitos obtidos de
pacientes com AR (WOZAKOWSKA-KAPLON et al., 2006), além de exercerem
efeitos antiinflamatérios em pacientes com osteoartrite, pois estimulam a resposta
imunolégica destes (IBADOVA et al., 2005).

1.2 Sulfeto de hidrogénio (H2S): biossintese e catabolismo

Historicamente, os efeitos toxicos do gas sulfidrico (H2S) no meio ambiente,
cujo odor caracteristico assemelha-se muitas vezes a ovos podres, sdao bem
conhecidos (NICHOLLS, 1975; REIFFENSTEIN et al.,, 1992). Recentemente,
juntamente com o 6xido nitrico (NO) e o mondxido de carbono (CO), os efeitos
fisiologicos do H>S vém sendo amplamente estudados devido sua recente
nomeagao como o terceiro gasotransmissor endégeno de importancia farmacolégica
(SZABO, 2007; LOWICKA e BELTOWISKY, 2007).
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Em geral, sua producdo no meio ambiente decorre pela decomposicao de
materiais organicos, producao do gas natural e petréleo, atividade vulcanica, na rede
de tratamento de esgotos e em mais de 70 tipos de producéao industrial, dentre elas
a producao de fibra sintética, de alimentos, de papel, ceramica e reciclagem de lixo
(DONHAM et al., 1982; HOIDAL et al., 1986; JAAKKOLA et al., 1990; HALL e
RUMACK, 1997; WATT et al.,, 1997). Cabe ressaltar que nesses ambientes de
trabalho, a exposicao involuntaria demasiada de individuos ao H,S, além de tdxica
pode ser letal (ARNOLD et al., 1985; KILBURN, 1993; GUIDOTTI, 1994), pois esse
gas possui a capacidade de inibir a cadeia de elétrons na mitocondrias, resultando
no bloqueio da enzima citocromo C oxidase (KHAN et al., 1990; DORMAN et al.,
2002). Como consequéncia, tecidos com alta demanda de oxigénio, como o cérebro
e coragao, podem sofrer graves transtornos do metabolismo oxidativo (AMMANN,
1986).

A biossintese do H.S em tecidos de mamiferos é catalizada pelas enzimas
cistationina y liase (tambem conhecida como cistationase; CSE; E.C. 4.4.1.1),
cistationina B-sintetase (CBS; E.C. 4.2.1.22) ou pela MPST ( B- mercapto-piruvato-
cianeto-sulfotransferase); (STIPANUK e BECK, 1982; ERICKSON et al., 1990). As
enzimas CSE e CBS utilizam o 5-fosfato de piridoxal (vitamina B6) como co-fator,
enquanto a MPST é dependente de zinco (JULIAN et al.,, 2002). Essas enzimas
distribuem-se de forma ampla e diferenciada no organismo. Enquanto no sistema
nervoso central de mamiferos a CBS é expressa, aproximadamente, 30 vezes mais
do que a CSE (AWATA et al.,, 1995), tanto no figado como no rim, destaca-se
principalmente a expressao da CSE (STIPANUK e BECK, 1982; ZHAO et al., 2001).

A sintese endogena do H>.S em mamiferos depende da transsulfuracdo do
aminoacido L-metionina e do metabolismo da homocisteina, um amino&cido
sulfidrilico que ocupa uma posi¢ao regulatéria central no metabolismo da metionina,
e que esta presente no plasma, nas formas reduzida (1%) e oxidada (98 a 99%)
(BRUGADA e MARIAN, 1997). A homocisteina reage com a serina em reacao
catalisada pela CBS formando a cistationina, que € subsequentemente hidrolisada,
pela CSE, em cisteina, gerando ainda os produtos aménia e cetobutarato. A cisteina
pode ser também hidrolisada pela CBS, formando o H»S e o produto L-serina ou, em
reacdao de hidrélise catalisada pela CSE, pode gerar o H»S e os seus produtos
piruvato e aménia (Figura 2).

29



Outra possivel via alternativa para a geracado do H.S envolve a catédlise da
cistina (Cis-S-Cis), pela CSE, em tiocisteina, a qual é subsequentemente hidrolisada,
pela CSE, em cisteina e H,S (HUGES et al., 2009). Paralelamente, vias distintas de
biossintese de H»S vém sendo sugeridas na literatura, incluindo a via da reagao do 3
mercapto-sulfurtransferase (MPST). Nesta, a cisteina reage com o cetoacido
formando o 3-mercaptopiruvato, que sofre subsequente dissulfuracao pela MPST,
gerando o H,S e o piruvato (JULIAN et al., 2002; SHIBUYA et al., 2009;). Além
disso, a CBS catalisa a reagao no tiol da cisteina, formando o S-tiolato (Cis-S-R)
concomitantemente com a geracao de H.S. Todavia, a maioria dos estudos sugere
que o H,S é sintetizado, principalmente, pelas vias da CSE e CBS, sendo as demais

enzimas menos importantes na biossintese desse mediador.
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Figura 2. Mecanismos de sintese e metabolismo do H,S in vivo
Fonte: Adaptado de Whiteman e Moore (2009).

O gene humano que codifica a CSE esta localizado no bragco curto do
cromossomo 1 (1p31.1) e, até o presente momento, pelo menos duas variantes de
RNAm para CSE foram caracterizadas. Contudo, a fungé&o especifica destas na
sintese de H,S ainda é pouco conhecida (GE et al., 2001). Da mesma forma, o gene
que codifica a enzima CBS, localizado no cromossomo 21 (21g22.3), também
codifica varios RNAm. No entanto, a fungao destas isoformas na biossintese de H»S

é desconhecida (MUNKE et al., 1988). Da mesma maneira, o catabolismo do HxS
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produzido endogenamente € pouco compreendido, e a maioria das informacoes
advém de dados da literatura obtidos com o H>S exdgeno ou doadores deste.

O H.S pode ser eliminado no plasma mediante a reagdo com a
metahemoglobina, uma forma de hemoglobina que nao se liga ao oxigénio ou, ainda
pode ser eliminada via reagao de oxidagao intracelular no citosol ou na mitocéndria.
No citosol, esse gas é metilado pela tiol-S-metiltransferase (E.C. 2.1.1.9), formando
o metanotiol (CH4S) ou metil mercaptano (CH3S) e o dimetilsulfeto (CH3SCHs;
LEVITT et al.,, 1999; FURNE et al., 2001). Na mitocéndria, o H>S é rapidamente
oxidado a tiossulfato (S20s%) em um processo provavelmente ndo-enzimatico, mas
associado a cadeia transportadora de elétrons (SEARCY et al., 1996). Ja a reagéo
direta desse gas com a metahemoglobina forma a sulfahemoglobina e, esta, pode
atuar como removedora do H>S circulante. O H,S pode ser também oxidado para
sulfito por neutrofilos ativos (MITSUHASHI et al., 2005) ou, ainda, pode ser
consumido por espécies oxidantes enddgenas, tais como o peroxinitrito (BATH et al.,
2002), hipoclorito (WHITEMAN et al., 2005), anion superédxido (SEARCY et al., 1996;
GENG et al., 2004, CHANG et al., 2008), peréxido de hidrogénio (GENG et al., 2004,
CHANG et al., 2008) e NO (WHITEMAN et al., 2006).

A geracdo do sulfito, a partir do tiossulfato, é catalisada pela enzima
tiossulfato cianido sulfotransferase (rhodanese, EC 2.8.1.1), a qual transfere o
enxofre da molécula de tiossulfato para o cianido ou para outros aceptores. O sulfito,
por sua vez, é rapidamente convertido em um metabdlito mais estavel (sulfato) pela
acdo da enzima sulfito oxidase (PICTON et al., 2002) E interessante ressaltar que
determinados estudos utilizaram como marcadores da intoxicagcdo por inalacao
ambiental de H.S, as medidas de concentragdes urinaria e plasmatica de tiossulfato
(KAGE et al., 1997; MILBY e BASELT, 1999). Concentragées elevadas de tiossulfato
foram detectadas na urina de individuos com sindrome de Down, sugerindo que
nesses individuos ocorre maior produgdo de H,S (BELARDINELLI et al., 2001). Em
estudo experimental com ratos, a analise das concentragdes de sulfito, sulfato e
tiossulfato no tecido pulmonar desses animais expostos ao poluente HoS revelou um
aumento marcante das concentracdes de sulfito e sulfato, mas nao do tiossulfato
(DORMAN et al., 2002). Paralelamente, um estudo in vitro mostrou que a incubacao

de tecidos (ex.: figado, célon e tecido muscular) ou plasma obtidos de ratos tratados
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com o H>S ou de seu metabdlito (metanotiol) resultou na geragdo de tiossulfato e
sulfato (FURNE et al., 2001).

Por seu turno, o tiossulfato ou o sulfato ndo apresentam caracteristicas
confidveis para serem eleitos como marcadores especificos da producdo de H.S,
uma vez que concentragdes significativas de tiossulfato foram detectadas no plasma,
e ndo na urina, de individuos intoxicados por H.S (KAGE et al., 1997; DURAND e
WEINSTEIN, 2007). Além disto, concentragdes significativas de tiossulfato foram
obtidas na urina de individuos saudaveis, nas quais os valores variaram
consideravelmente mediante as pequenas flutuagdes atmosférica de H,S (DURAND
e WEINSTEIN, 2007). Grande parte do sulfato eliminado na urina € proveniente da
oxidagdo da cisteina, pela enzima cisteina dioxigenase, ou do sulfito, pela acdo da
enzima sulfito oxidase (LOWILKA e BELTOSKY, 2007). Apesar disto, a importancia
do H.S para a saude humana e animal (mamiferos) vem sendo bastante discutido,
muito embora 0os mecanismos envolvidos nos processos fisiopatoldgicos estao longe

de serem elucidados.

1.3 Implicacoes do H,S (exogeno e endogeno) na inflamagao

No tocante ao processo inflamatério, os dados existentes sdao ainda bastante
contraditérios. Alguns estudos sugerem que o H.S exerce um papel protetor,
enquanto outros demonstram o contrario. Segundo Bhatia et al. (2005a), a formacao
de edema e influxo de neutréfilos induzido pela injecao subplantar de CGN na pata
de ratos s&o potencializados pelo aumento da concentracéo local de H,S, visto que
esses efeitos foram reduzidos pelo tratamento dos animais com a DL-
propargilglicina (PGly), um inibidor da CSE. Da mesma forma, na endotoxemia
induzida por lipopolissacarideo (LPS), administracéo de sulfeto de sédio agravou o
dano pulmonar, pois aumentou a atividade da mieloperoxidase, bem como a
concentracdo de TNF - a. O pré tratamento dos animais com a PGly foi capaz de
reverter este quadro (LI et al., 2005). Além disto, na pancreatite evocada pela
ceruleina, a inibicdo da CSE com PGly reduziu as lesdes hepatica, neuromuscular e

pancreatica observadas na pancreatite (BHATIA et al., 2005b).

Contrariamente, Zanardo et al. (2006) observaram que o edema de pata

induzido pela CGN foi reduzido por doadores de H.S (NaHS e Na.S), sendo esse
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efeito revertido pela betacianoalanina, um inibidor de CSE. O efeito inibitério do H»S
sobre o influxo de mononucleares foi também visualizado no modelo de bolsa de ar
cutdnea (air pouch) frente a CGN em pele de camundongos (ZANARDO et al.,
2006), bem como sobre 0 aumento na producdo de malondialdeido e hidroxiprolina
no pulmao de ratos com fibrose induzida por bleomicina (FANG et al., 2006). Outros
autores observaram que em camundongos submetidos a lesdo pulmonar aguda por
fumaca, o tratamento destes com o0 Na,S reduziu a oxidagao de proteinas no pulmao
bem como as concentragbes de IL-1B. Tal efeito foi associado ao aumento dos
niveis de IL-10 e da taxa de sobrevivéncia dos animais (EZELICHIE et al., 2008). Em
modelos de inflamacao alérgica pulmonar induzida por ovalbumina (em ratos), a
administragao intra peritoneal (i.p.) de NaHS reduziu a inflamag¢do e remodelacéo
das vias aéreas, aumentando também o pico expiratorio e reduzindo o depdsito de
colageno e do influxo leucocitario no lavado broncoalveolar (CHEN et al., 2009).

O efeito protetor do H.S foi também visualizado em dois modelos de de
Parkinsonismo induzido por 6-hidroxidopamina [6-OHDA] e por rotenona (LI-FANG
et al., 2010). No primeiro modelo, os niveis enddégenos de H.S na substancia negra
estavam reduzidos quando comparados ao controle. A injecdo sistémica de NaHS
reverteu esse processo e melhorando a disfuncdo de movimentos, a perda de
neurdnios positivos a tirosina hidroxilase na substancia negra, e reduzindo os niveis
elevados de malondialdeido no nucleo estriado lesionado No segundo modelo, a
suplementacdo com o NaHS inibiu a ativagdo da microglia na substancia negra e
reduziu o acumulo de fatores pro-inflamatérios (TNF-a, 6xido nitrico) no nucleo
estriado via mecanismo dependente do NF-xB (LI-FANG et al., 2010). Na sepses
induzida por perfuracdo do ceco em camundongos, Spiller et al. (2010) observaram
que os doadores de H>S (NaHS ou reagente de Lawesson) restauraram o rolamento
e a adesao leucocitaria na microcirculagdo mesentérica dos animais. Isto levou, a
reducdo da bacteriemia, hipotensdo, lesdo pulmonar e, ainda, elevou a taxa de
sobrevivéncia dos animais (SPILLER et al., 2010). Segundo Baumgart et al. (2008),
a exposicao de ratos anestesiados e ventilados mecanicamente a 100 ppm de H.S
inibiu a inflamacao decorrente da instrumentacéo cirurgica.

Outrossim, estudos paralelos mostram que os farmacos antiinflamatérios nao
esterdides (AINES) quando associados a molécula de H,S (ex.: mesalamina, ATB-

343, ATB-337, S-diclofenaco) que, pela sua estrutura quimica, liberam essa
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molécula, mostraram-se potentes agentes antiinflamatérios quando comparado aos
AINES comuns, indicando que o H.S aumenta a atividade antiinflamatéria desses
compostos (WALLACE et al., 2007; SIDHAPURIWALA et al., 2007), além de
apresentarem menor toxicidade gastrica (WALLACE et al., 2010). Da mesma forma,
a adicdo da molécula de H,S no composto GYY4137 (acido fosfino didico p-
metoxifenil morfolino) resultou no produto de liberacdo lenta de H.S, capaz de
reduzir a endotoxemia induzida pelo LPS em ratos (Li et al., 2009), bem como a
sintese de mediadores pr6 inflamatérios (TNFa, IL-1B, IL-6, Oxido nitrico, e
prostaglandina E; em macrofagos RAW 264.7 estimulados com LPS (WHITEMAN et
al., 2009).

Em modelos de inflamacao articular (CGN + Kaolin) o tratamento (i.p.) dos
animais com NaHS mostrou-se potente inibidor da infiltracdo leucocitaria, mas néo
atuou de forma positiva sobre a dor articular (ANDRUSKI et al., 2008). Na artrite
induzida por adjuvante em ratos, o farmaco liberador de H.S (ATB 346), quando
administrado (i.p.), reduziu a geragao do edema de pata nesses animais (WALLACE
et al., 2010). Reforcando estas evidéncias, estudos in vitro utilizando cultura primaria
de células sinoviais e condrocitos estimulados com cristais de urato de sédio ou com
IL-1B, a co-incubagéo da cultura com o diallyl sulfeto, foi capaz de inibir a expressao
da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), bem como a ativacdo do NF-xB (LEE et al.,
2009). Em cultura de sinoviocitos extraidos de joelho pacientes com AR submetidos
a cirurgia de substituicao total de joelho, KLOESCH et al. (2010) verificaram que a
adicao de NaHS reduziu os niveis de IL-6 bem como inibiu a ativagdo da MAPK
(p42/44) nestas culturas.

1.4 Justificativa do estudo

Postula-se que as alteracbes microvasculares funcionam como ponto chave
no desencadeamento de varias condi¢oes fisiopatoldgicas, incluindo o diabetes,
artrite e a cicatrizacao de feridas (DONELLY et al., 2000). Embora estudos em
cultura de células (in vitro) venham contribuindo sobremaneira para melhor
compreensao de fisiopatologias, sabe-se que o mecanismo funcional operante no
sistema in vivo é bem mais complexo, especialmente em mecanismos relacionados

a mudancas do estado fisiologico para o patolégico. Consequentemente, a
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associacao do modelo experimentais in vivo e das técnicas in vitro € fundamental
para a melhor compreensao dos processos fisiopatolégicos e o desenvolvimento de
alvos terapéuticos.

Apesar dos avangos na terapia da AR, ainda nao foi estabelecido, até o
presente  momento, um tratamento farmacoldgico satisfatério para todos os
pacientes com AR ou um tratamento que promova a cura. Nao obstante, os
farmacos disponiveis para o tratamento da artrite exercem indmeros efeitos
adversos e, alguns, possuem custos elevados. Por conseguinte, a descoberta e
delineamento de novos candidatos alternativos e / ou complementares para a terapia
da AR ainda se faz necessaria. Neste sentido, poucas evidéncias clinicas e
nenhuma farmacolégica mostram que aguas sulfuradas promovem efeitos protetor e
antiinflamatoério em pacientes com AR e osteoartrite (WOZAKOWSKA-KAPLON et
al., 2006; IBADOVA et al., 2005).

Sabendo que a sinovite € um dos sintomas inflamatérios da artrite, e que
expressao e atividade dos precursores de H.S (CSE e CBS) na articulagao até o
presente momento, este grupo achou pertinente investigar a recente implicagao
deste gas na progressao e manutencao da resposta inflamatéria e dor, usando o

modelo experimental de sinovite in vivo induzida por CGN.

1.5 Objetivo e estratégias

O objetivo deste estudo consistiu em

1) Avaliar os efeitos protetores do H.S exdgeno e endégeno na modulacéo da
resposta inflamatdria articular induzida pela injecao i. art. da CGN no joelho de ratos,

e 0s possiveis mecanismos envolvidos.
As estratégias para o desenvolvimento deste estudo, incluem estratégias in

vivo e in vitro, em que um dos grupos recebeu o tratamento intraperitoneal (i.p.) com

a indometacina, um AINE, usado como controle positivo do experimento.
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Estratégias

1.

Averiguar o efeito farmacolégico do agente doador de H,S (reagente de
Lawesson) e do inibidor da sintese de H.S (PGly) sobre o edema, via medida
do diametro do joelho com o auxilio do paquimetro digital (Starret 727, Sao

Paulo, Brasil).

. Avaliar o efeito desses mesmos tratamentos sobre a resposta dolorosa e

hipernociceptiva via testes comportamental de escore de deambulagcdo e
alodinia tactil secundaria na pata traseira injetada, mediante o emprego dos
filamentos de Von Frey eletrbnico adaptado pela empresa Insight Ltda
(Ribeirao Preto, SP, Brasil).

Investigar a capacidade dos agentes doadores de H,S e inibidor da sintese de
H.S modular o influxo de leucécitos e a produgdo de mediadores/marcadores
inflamatorios, i.e. citocinas (ex.: IL-1B, IL-6, IL-10, e TNFa), atividade

proteolitica da enzima conversora de IL-1p (caspase-1).

Avaliar os efeitos do H,S e sua inibicdo sobre a producao de NO e nitracao de
residuos proteicos (iNOS, cNOS, NOXx’, e 3-nitrotirosina) no lavado sinovial ou
membrana articular, por espectrofotdmetria de cintilacao, elisa (absorbancia)
e Slot blot respetivamente.

Explorar o possivel envolvimento das vias de transcricdo NF-kB e AP-1 nos
efeitos do doador e inibidor da sintese de H.S pelo ensaio de mobilidade
eletroforética (ge/ shift).

Padronizar e determinar os niveis de sulfeto total (lavado articular), atividade
e expressao proteica das enzimas CSE/CBS (tecido articular), e o efeito dos
tratamentos sobre estes parametros, por Elisa (fluorimetria) e western blot.
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1. O doador de H.S, reagente de Lawesson, reduziu a dor, influxo celular e as
alteracbes bioquimicas (exceto iINOS e NOy’) na sinovite induzida por CGN em
ratos Wistar, ao passo que o inibidor da sintese endégena do H.S, PGly, ndo

afetou a inflamacéo e nem a nocicepc¢ao;

2. O mecanismo de acao envolvido no efeito protetor do doador de H,S, reagente
de Lawesson, depende, em parte, da reducéo da atividade proteolitica da enzima
conversora de IL-1B (e consequentemente da IL-1B) e aumento da biossintese de

IL-10, independente da ativacédo dos fatores de transcricdo NF- xB e AP-1;

3. Tanto a CSE quanto a CBS, enzimas responsaveis pela sintese enddgena de
H.S, estdo constitutivamente expressas e ativas na membrana sinovial de ratos
Wistar naive e, importantemente, a atividade e expressado protéica destas nao

foram alteradas pela sinovite induzida pela CGN em ratos.
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