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RESUMO

DALLAZEN, J. L. Investigacdo do potencial farmacolégico do hibrido anti-
inflamatério nao esteroide doador de sulfeto de hidrogénio, ATB-352, no
tratamento da dor aguda pés-operatéria. 2023. 163 p. Tese (Doutorado em
Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2023.

Estima-se que 80% dos pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos reportam
dor pos-operatoria. Anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs), como o cetoprofeno
(CETO), apresentam eficacia analgésica na dor pés-operatéria e reduzem o emprego
de opioides, mas causam sérios efeitos adversos, incluindo lesbes a mucosa
gastrointestinal. AINEs acoplados a por¢gdes doadores de H2S, um novo transmissor
endbégeno, apresentam efeitos citoprotetores; entretanto, pouco se sabe sobre a
eficacia dessas moléculas na dor pds-operatoria € os mecanismos envolvidos. Os
objetivos deste estudo foram: 1) avaliar a relevancia do H2S endégeno no modelo
experimental de dor pds-operatoria (cirurgia de incisao plantar, CIP) em camundongos
BALB/c machos; 2) avaliar comparativamente a eficacia analgésica, antioxidante e
anti-inflamatéria de doses equimolares do AINE referéncia (CETO), e do seu hibrido
AINE doador de H2S (ATB-352) no modelo CIP; 3) averiguar a participagao do sistema
endocanabinoide nas agbes analgésicas do CETO e ATB-352; 4) avaliar o dano
gastrico e as alteragdes na atividade locomotora e exploratéria dos animais frente ao
CETO e ATB-352. A realizagdo da CIP induziu alodinia mecanica e hiperalgesia
térmica ao calor de forma prolongada (= 5 dias), efeitos estes associados com a menor
geragao de Hz2S e alteracdo na expressao proteica das enzimas envolvidas na sua
sintese (cistationina y-liase e cistationina B-sintase) na pata operada. A inibicao
seletiva da CSE ou dual da CSE/CBS exacerbou, de forma tempo-dependente (7 — 10
dias), os parametros nociceptivos. O tratamento oral com ATB-352 (4,6, 15 e 46
mg/Kg) promoveu eficacia analgésica superior ao CETO (3, 10 e 30 mg/Kg) e, ambos,
reduziram a liberagcdo de interleucina-13 e elevaram a atividade da superdxido
dismutase. Entretanto, somente o ATB-352 reduziu a expressao da 3-nitrotirosina. O
bloqueio farmacolégico dos receptores canabinoides 1 (CB1) e 2 (CB2) nao
influenciou na analgesia promovida pelo CETO, mas o antagonismo CB1 reverteu o
efeito antialodinico e anti-hiperalgésico ao calor promovido pelo ATB-352, e o
antagonismo CB2 reverteu apenas o efeito antialodinico. Enquanto o tratamento com
o ATB-352 ndo induziu lesdes gastricas e aumentou os niveis de muco gastrico, o
qual foi revertido pelo antagonista CB1, dose equimolar do CETO promoveu dano
gastrico, sendo potencializado pelo antagonismo CB1. CETO e ATB-352 néo
alteraram o comportamento exploratério/locomogao espontanea dos animais. Conclui-
se que o tratamento com o ATB-352 promove eficacia analgésica superior ao CETO,
bem como acdo antioxidante e seguranga gastrica, via mecanismo dependente do
aumento nas concentragdes centrais e periféricas do endocanabinoide anandamida,
resultante da inibicao irreversivel da sua enzima de degradagao, amida hidrolase de
acidos graxos (FAAH), conforme avaliado por ensaios de ELISA e docagem
molecular, respectivamente.

Palavras-chave: Sistema endocanabinoide. Sulfeto de hidrogénio. Analgesia.
Gastroprotegdo. Docagem molecular.



ABSTRACT

DALLAZEN, J. L. Investigation of the pharmacological potential of the hybrid non-
steroidal anti-inflammatory hydrogen sulfide donor, ATB-352, in the treatment of
acute postoperative pain. 2023. 163 p. Thesis (Ph. D thesis in Pharmacology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2023.

It is estimated that 80% of patients undergoing surgical procedures report
postoperative pain. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), such as
ketoprofen (KETO), have analgesic efficacy in postoperative pain and reduce the
consumption of opioids, but cause serious adverse effects, including damage to the
gastrointestinal mucosa. NSAIDs coupled to H2S donor moieties, a novel endogenous
transmitter, have cytoprotective effects; however, there is limited understanding of the
effectiveness of these compounds on postoperative pain and the mechanisms
involved. The aims of this study were: 1) to evaluate the relevance of endogenous H2S
in the experimental model of postoperative pain (plantar incision surgery, PIS) in male
BALB/c mice; 2) to comparatively evaluate the analgesic, antioxidant and anti-
inflammatory efficacy of equimolar doses of the reference NSAID (KETO) and its H2S
donor NSAID hybrid (ATB-352), in the PIS model; 3) to investigate the participation of
the endocannabinoid system in the analgesic effects of KETO and ATB-352; 4) to
evaluate the gastric damage and alterations in the locomotor and exploratory activity
of the animals treated with KETO and ATB-352. PIS procedure induced long-lasting
mechanical allodynia and thermal hyperalgesia to heat (= 5 days), effects associated
with lower generation of H2S, and alteration in the protein expression of the enzymes
involved in its synthesis (cystathionine y-lyase and cystathionine B -synthase) in the
operated paw. Selective or dual CSE/CBS inhibition time-dependently (7 — 10 days)
exacerbated nociceptive parameters. Oral treatment with ATB-352 (4.6, 15 and 46
mg/Kg) promoted analgesic efficacy superior to KETO (3, 10 and 30 mg/Kg), and both
reduced the release of interleukin-13 and increased the activity of superoxide
dismutase. However, only ATB-352 reduced 3-nitrotyrosine expression.
Pharmacological blockade of cannabinoid receptors 1 (CB1) and 2 (CB2) did not
influence the analgesia promoted by KETO, but CB1 antagonism reversed the anti-
allodynic and anti-hyperalgesic effect to heat promoted by ATB-352, and CB2
antagonism reversed only the anti-allodynic effect. While treatment with ATB-352 did
not induce gastric lesions and increased gastric mucus levels, which was reversed by
the CB1 antagonist, an equimolar dose of KETO promoted gastric damage, being
potentiated by CB1 antagonism. KETO and ATB-352 did not alter the exploratory
behavior/spontaneous locomotion of the animals. We conclude that the treatment with
ATB-352 promotes analgesic efficacy superior to KETO, as well as antioxidant action
and gastric safety, via a mechanism dependent on the increase in central and
peripheral concentrations of the endocannabinoid anandamide, resulting from the
irreversible inhibition of its degradation enzyme, amide fatty acid hydrolase (FAAH), as
assessed by ELISA assays and molecular docking, respectively.

Keywords: Endocannabinoid system. Hydrogen sulfide. Analgesia. Gastroprotection.
Molecular docking.



1 INTRODUGAO

A dor tem como fungdo biologica alertar e proteger o organismo de um
dano/risco em potencial, sendo essencial para a sobrevivéncia. Ao contrario da dor
aguda, que fisiologicamente tem carater adaptativo e de interagdo com o ambiente, a
dor crénica, aquela que perdura por mais de 3 meses, ndo assume esse papel e ndo
apresenta beneficios evolutivos (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021; NIKOLENKO et al.,
2022).

Dentre as doengas mais prevalentes e incapacitantes, segundo o Estudo de
Carga de Doenca Global (Global Burden of Disease Study, ABBAFATI et al., 2020), a
dor e as doencas relacionadas sédo consideradas um dos maiores problemas clinicos,
sociais e econbmicos do mundo, sendo um dos principais sintomas que forca
pacientes a procurarem auxilio médico (MILLS; NICOLSON; SMITH, 2019). Quando
tratada inadequadamente, a dor acarreta outras complicagdes, tais como disturbios
de humor, do sono e da realizagao de tarefas diarias. Coletivamente, essas alteracoes
contribuem para reducdo da qualidade de vida, e aumentam o risco de
morbimortalidade dos pacientes (VELLY; MOHIT, 2018; WANG; MULLALLY, 2020).

De acordo com estudos epidemiolégicos (HENSCHKE; KAMPER; MAHER,
2015), mensalmente, pelo menos 60% da populagdo mundial, independentemente de
idade e classe social, padece com algum tipo de complicagdo dolorosa, gerando
custos financeiros superiores aos gastos com doengas cardiacas e cancer. Recente
forca-tarefa do Department of Health and Human Services dos Estados Unidos da
América - EUA (CHENG; RUTHERFORD; SINGH, 2020), 50 milhdes de individuos
adultos padecem com dor crdnica, cujo custo anual supera as cifras de 560 bilhdes
de dolares (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021).

Condi¢des socioeconbmicas e demograficas sdo fatores determinantes na
prevaléncia da dor (MILLS; NICOLSON; SMITH, 2019). Apesar da escassez de
estudos epidemioldgicos nos paises em desenvolvimento, acredita-se que a dor se
faz mais presente nesses, do que em paises desenvolvidos (COHEN; VASE;
HOOTEN, 2021). No Brasil, um estudo descritivo (VASCONCELOS; ARAUJO, 2018)
sugere que a incidéncia da dor crénica em diferentes estados brasileiros varia de 29,3
a 73,3%, dado este reforgado por revisdo sistematica em 2021(AGUIAR et al., 2021).
Mais recentemente, uma revisdo sistematica e meta-analise trouxe a luz que a

prevaléncia da dor crdénica (moderada e intensa) no Brasil € de 35,7% em adultos e a



47,3% em idosos, sendo as regides sul e sudeste as mais incidentes (SANTIAGO et
al., 2023). Fatores como sexo feminino, idade avangada, baixo nivel educacional,
intensa atividade laboral, sedentarismo e disturbios de humor destacam-se entre os
fatores associados a dor crénica (SANTIAGO et al., 2023). Vale ressaltar que 48,7%
dos brasileiros apontaram ineficacia ou pouco efeito na terapia analgésica
preconizada (SOUZA et al., 2017), indicando que, no Brasil, a dor crénica representa
uma condigdo de muito sofrimento, incapacitante e negligenciada.

O conceito de dor foi recentemente revisado e definido pela Associacéo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP), como “uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel associada com, ou que se assemelha aquela associada com,
dano real ou potencial ao tecido” (RAJA et al., 2020). Atualmente, postula-se um
modelo biopsicossocial, onde a dor é compreendida e abordada em termo
multidimensional. O componente emocional torna a dor uma experiencia subijetiva,
sendo este influenciado diretamente por respostas fisioldgicas/bioldgicas,
experiéncias prévias de vida, contexto social e psicolégico e, portanto, sendo
percebida de diferentes maneiras por cada individuo. Por ser uma sensacao
desagradavel, admite-se que determinados estimulos promovem alteracdes
fisiolégicas, reconhecidas como fontes potenciais de risco e prejuizo ao nosso
organismo (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021). A comunicacéao verbal da dor é apenas
um dos diversos meios comportamentais utilizados por nés para descrevé-la e, apesar
de animais ndo humanos serem incapazes de realizar isso, hao podemos descartar

que eles também experenciam a dor (RAJA et al., 2020).



1.1 Fisiologia da dor

As alteragbes fisiologicas causadas por estimulos nocivos decorrem,
principalmente, da ativagdo de neurdnios aferentes primarios (fioras Ad e C),
resultando em processo chamado de “nocicepgao” (BALIKI; APKARIAN, 2015). Esses
neurénios especializados podem ser classificados de acordo com a velocidade de
conducgéo, didmetro, grau de mielinizagéo, e tipo de estimulo a qual respondem. Em
sua grande maioria, sdo denominados de nociceptores polimodais, pois respondem a
estimulos quimicos, mecanicos e térmicos (TRACEY, 2017). As fibras Ad, de diametro
médio, sao pouco mielinizadas (velocidade de conducgao de 5-30 m/s) e respondem a
estimulos térmicos na faixa de 43 a 53 °C, enquanto as fibras C, de pequeno didmetro,
sdo amielinizadas (baixa velocidade de condugédo, 0,5 a 2 m/s), e respondem a
estimulos térmicos em torno de 43 °C (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010; NIKOLENKO
et al.,, 2022). As fibras C podem ainda ser classificadas em “peptidérgicas”, que
expressam neuropeptideos, como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e a substancia P (SP), e as fibras “ndo-peptidérgicas” (marcadas pela
isolectina B4, 1B4; e/ou receptor P2X3) (MIDDLETON et al., 2021). Tanto as fibras
nociceptivas Ad, quanto as do tipo C, apresentam limiar de ativacdo elevado e
terminacdes livres na periferia, que inervam a pele, tecidos profundos e 6rgaos
(DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010; NIKOLENKO et al., 2022). As fibras Ad sao
responsaveis pela transdugao do sinal nociceptivo mais localizado, intenso e de curta
duracéo, chamado de “dor primaria”. Ja as fibras C transduzem a “dor secundaria”,
sendo esta mais difusa e prolongada (NIKOLENKO et al., 2022).

Ao que tange a nocicepgao cutanea, principalmente decorrente de estimulos
mecanicos, estudos recentes demonstram que as terminacdes nervosas de fibras C
estdo longe de ser terminagdes “livres” na periferia (ABDO et al., 2019; STUCKY;
MIKESELL, 2021). Até pouco tempo acreditava-se que, enquanto as fibras Ad
possuem bainha de mielina sintetizada pelas células de Schwann, as fibras C estavam
organizadas em “pacotes de Remak”, onde varios axdnios estdo envoltos por uma
unica célula de Schwann (“ndo mielinizante”). Portanto, as terminagdes ao passarem
pela membrana basal atingindo a epiderme, perdiam a mielina e entravam em contato
direto com os queratindcitos. No entanto, sabe-se atualmente que existe um novo tipo
de células de Schwann, organizada em “rede/malha” horizontal, entre a derme e a
epiderme (ABDO et al., 2019; STUCKY; MIKESELL, 2021). Tais células estdao em



contato intimo com as fibras C, formando uma estrutura envolta de fibrilas de
colageno, as quais penetram junto na epiderme. Essas “células de Schwann
nociceptivas” estdo sendo consideradas um novo 6rgao responsavel pela detecgao
de estimulos nocivo mecanico, transferindo o sinal nociceptivo para o terminal da fibra
C. Isto leva a compreensao atual que, os queratindcitos juntamente com as células de
Schwann e as fibras C representam uma complexa ligagdo na transdug¢ao do sinal
doloroso cutédneo (ABDO et al., 2019; STUCKY; MIKESELL, 2021).

Os nociceptores sdo pseudounipolares, com corpos celulares localizados no
ganglio da raiz dorsal (GRD) e axdnios bifurcados que emergem para periferia ou para
0 corno da raiz dorsal da medula espinal. A transmissao do sinal nociceptivo ocorre a
nivel central, onde as fibras C penetram no corno dorsal da medula em laminas
superficiais | e Il (mais responsivas a estimulagao lesiva/nociva), e as fibras do tipo
Ad, penetram tanto em laminas superficiais (Il), quanto em profundas (V), mais
sensiveis ao toque (MIDDLETON et al., 2021). Nestas regides ocorrem as primeiras
sinapses com os interneurdnios (excitatérios, inibitérios, ou neurénios da ampla faixa
dindmica), via liberacdo de neurotransmissores excitatérios (glutamato) e dos
neuropeptidios, SP e CGRP (BASBAUM et al., 2009; DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010;
WOLLER et al., 2017).

As fibras nociceptivas ascendem contralateralmente, via sistema anterolateral
da medula, para o encéfalo, principalmente pela via espinotalamica, onde irdo
alcangar o talamo, local da segunda sinapse (BASBAUM, 2022). Desse ponto em
diante ocorrera a percep¢ao da dor, onde proje¢cdes nervosas atingem areas sensorio-
discriminativas, como o cortex somatossensorial primario, e areas aversivas e
emocionais relacionadas a dor, como o coértex cingulado anterior, insula e amigdala
(BALIKI; APKARIAN, 2015; FENTON; SHIH; ZOLTON, 2015; KUNER; FLOR, 2016;
PEIRS; SEAL, 2016) (Fig. 1).

Os nociceptores expressam diversas classes de canais e receptores capazes
de modular respostas frente aos estimulos nocivos e, consequentemente, gerar
potenciais de ac&o, que despolarizam a membrana celular e propagam o sinal
nociceptivo (GANGADHARAN; KUNER, 2013; GEPPETTI et al., 2015; TRACEY,
2017). Nesse contexto, diferentes estimulos lesivos podem ser detectadas por: canais
idbnicos sensiveis a acido e protons (ASIC), receptores (P2Y) ou canais (P2X) de
adenosina trifosfato (ATP) e os receptores de potencial transitério (TRPs); calor
nocivo: TRPV1 e V2 (vanildéides 1 e 2;); frio nocivo: TRPA1 (anquirina 1) e M8



(melastatina 8); ou estimulo mecanico: TRPV1, TRPA1,canais Piezo1 e 2, e canais
de potassio dependentes de voltagem (Kv1.1) e canais de potassio de dois poros
(TREK-1, K2p); estimulos quimicos: TRPs (GANGADHARAN; KUNER, 2013; JULIUS,
2013; PEIRS; SEAL, 2016; TRACEY, 2017; WOLLER et al., 2017). Em adicao,
mediadores inflamatoérios, como citocinas e derivados lipidicos, por meio da ativagao
de seus respectivos receptores acoplados a proteina G (GPCR) ou tirosina-quinase
(RTK), podem sensibilizar os nociceptores através de respostas intracelulares que
culminam na fosforilagdo de canais TRP ou canais de sédio dependentes de voltagem
(Nav1.7-1.9), reduzindo assim o limiar de ativagdo das fibras nervosas e facilitando a
geracao de potenciais de agcao (BARAL; UDIT; CHIU, 2019; COOK et al., 2018;
PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017) (Fig. 1).

Frente a uma lesdo tecidual, mediadores inflamatorios séo liberados por células
imunes residentes deste tecido ou que sao recrutadas até ele (macréfagos, neutréfilos
e mastoécitos), microglia, astrocitos e células de Schwann, bem como por neurénios,
como pelas terminagdes nervosas dos aferentes primarios, no ganglio da raiz dorsal
e no corno dorsal da medula (GONCALVES DOS SANTOS et al., 2020). A liberagéo
sustentada de mediadores resulta em sensibilizagcdo do neurbnio de primeira
(nociceptor) e segunda ordem, no corno dorsal da medula (GONCALVES DOS
SANTOS et al., 2020).

Por sua vez, a ativacado de estruturas supra espinhais, como o hipotalamo e
amigdala, leva a estimulagao de areas importantes que modulam o sinal nociceptivo,
como as vias descendentes inibitérias da dor (BANNISTER, 2019). A estimulagao da
substancia cinzenta periaquedutal culmina na ativacdo de neurénios encefalinérgicos
do bulbo ventromedial, os quais se projetam por meio da medula e inibem neurdnios
pré e pdés-sinapticos ascendentes no corno dorsal (KUNER; KUNER, 2021). O sistema
endocanabinoide (o qual sera aprofundado no tépico 1.2) também regula as vias
descendentes da dor, bem como ansiedade, medo e estresse, via comunicagao
substancia cinzenta periaquedutal-bulbo ventromedial e ganglio da base, regides
estas com elevada expresséo de receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) (FINN et
al., 2021). Neurotransmissores lipidicos, como anandamida (AEA) e 2-araquidonil
glicerol (2-AG), ativam os receptores metabotrdpicos (proteina Gi) CB1, levando a
inibicdo da atividade de neurbnios pré-sinapticos, como os gabaérgicos
(MALDONADO; BANOS; CABANERO, 2016). Vale ressaltar que os receptores CB1

encontram-se ainda expressos perifericamente em nociceptores e a nivel central na



amigdala, a qual ativa a substancia cinzenta periaquedutal (KUNER; KUNER, 2021;

WOODHAMS et al., 2017).
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Figura 1 — Esquema ilustrativo do mecanismo da transdugdo, transmissdo, modulag¢do e
percepgao do estimulo doloroso da periferia até o Sistema Nervoso Central.

Fonte: elaborado pelo autor (2023).



1.2 Sistema endocanabinoide

O sistema endocanabinoide atua de maneira pro-homeostatica em diversos
sistemas e regula variadas fun¢gdées do organismo (humor, memoria, aprendizado,
recompensa, fertilidade, movimento, fome, dor, motilidade gastrointestinal, balango
energético, imunidade etc) (GYIRES; S. ZADORI, 2016). Ele é compreendido
pelos seus receptores, mediadores endoégenos e suas respectivas proteinas de
sintese, transporte e degradagdo. Os receptores CB1 e CB2 sao os principais e
melhores alvos caracterizados até o momento. Ambos estdo acoplados a proteina G
inibitéria (Gio), a qual inibe a ciclase de adenilil, ativa vias da proteina quinase ativada
por mitbgeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK), ativa de canais de potassio
(ex.: inwardly rectifying potassium channels) e inibe canais de calcio do tipo N- e P/Q-
dependentes de voltagem, e recruta B-arrestina (FINN et al., 2021; SHAHBAZI et al.,
2020). Em algumas circunstancias (ex.: ativagao por “ligantes enviesados”), CB1 e
CB2 podem ainda estimular a formagéo de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc)
e acoplar-se a proteina Gs e Gq (IBSEN; CONNOR; GLASS, 2017). Os receptores
CB1 podem formar heterodimeros com outros receptores dopaminérgicos (receptor
D2) e opioides (receptor delta). Eles estdo extensamente expressos no sistema
nervoso periférico (SNP) e sistema nervoso central (SNC), figado, sistema digestorio
e pele. E importante mencionar que os receptores CB1 desempenham papel
importante na neurotransmisséo inibindo a liberagdo de neurotransmissores, uma vez
que estao presentes em grande parte nas terminagdes pré-sinapticas dos neurdnios
e interneurdnios, principalmente de fibras gabaérgicas, serotoninérgicas e
colinérgicas (FINN et al., 2021; SHAHBAZI et al., 2020). Por sua vez, os receptores
CB2 estao primariamente expressos em células do sistema imune, incluindo micréglia,
entretanto, apesar de ainda ser muito debatido, sob condi¢gbes patoldgicas também
podem ser expressos em neurdnios. De maneira geral, ativagao CB2 esta associada
a efeitos anti-inflamatoérios e imunomoduladores, reduzindo a liberacédo de citocinas,
por exemplo (FINN et al., 2021; SHAHBAZI et al., 2020).

Endogenamente, os mediadores canabinoide mais estudados sdo a AEA e a 2-
AG e, apesar das similaridades estruturais, esses dois derivados lipidicos séo
sintetizados e degradados por vias metabdlicas diferentes. A via candnica de sinese
da AEA ocorre a partir da hidrolise do fosfolipidio de membrana N-araquidonoil
fosfatidiletanolamina (NAPE) pela NAPE-fosfolipase D (LU; MACKIE, 2021;



SCHURMAN et al., 2020). Ja a via candnica de sintese de 2-AG ocorre primeiramente
com a remocgao do inositol trifosfato (IP3) do fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), seguido
da remog¢ao do grupo acil da molécula pela enzima diacilglicerol (DAG) lipase (LU;
MACKIE, 2021). 2-AG apresenta-se no cérebro em concentragdes 170 vezes maiores
que AEA. Enquanto a 2-AG é agonista total e apresenta maior afinidade pelo receptor
CB2, a AEA é agonista parcial e apresenta maior afinidade pelo receptor CB1
(MARCU; SCHECHTER, 2016; SHAHBAZI et al., 2020). Além disso, vale ressaltar
que a AEA é agonista total de TRPV1, e que sua ativagdo prolongada leva a
dessensibilizacio da fibra (VUCKOVIC et al., 2018).

Os mediadores endocanabinoide se diferenciam de outros neurotransmissores
por diversos fatores. Primeiramente, eles sdo produzidos “sob demanda” a partir da
clivagem de seus precursores da membrana de células neurais e ndo-neurais, como
do sistema imune, em resposta a uma injuria tecidual (inflamacgao) ou sinalizagao
nociceptiva, ndo sendo, portanto, armazenados em vesiculas (LU; MACKIE, 2021).
Apesar de apresentarem tempo de meia-vida extremamente curto (>5 min), sé&o
liberados em um espago temporal muito preciso e geralmente atuam de maneira
retrograda, funcionando como um neuromodulador, controlando a liberagao de outros
neurotransmissores (LU; MACKIE, 2021; SCHURMAN et al., 2020). Além disso,
podem atuar hiperpolarizando a membrana de neurdnios através de canais idnicos
mencionados anteriormente, desempenhando importante papel na neuroplasticidade
(LU; MACKIE, 2021). Vale ressaltar que, devido sua caracteristica hidrofilica, o
transporte entre membranas, bem como entre as sinapses, requer transportadores
especificos (LU; MACKIE, 2021; SCHURMAN et al., 2020).

Por fim, apés desempenharem seus efeitos, AEA e 2-AG sio rapidamente
hidrolisadas pelas enzimas amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e
monoacilglicerol lipase (MAGL), respectivamente, gerando outros derivados lipidicos,
como o acido araquidénico (AA), o qual serve de substrato para as enzimas
ciclooxigenase-2 (COX-2) e consequente sintese de prostaglandinas (PGs) (LU;
MACKIE, 2021; SCHURMAN et al., 2020).

O intercambio de substratos e metabdlitos do sistema prostanoide e
endocanabinoide pode ainda levar a oxidagdo de AEA e 2-AG pela enzima COX-2,
gerando respectivamente ésteres de glicerol de prostaglandina (PG-Gs) e
prostaglandina etanolamidas (PG-EAs), as quais sdo notavelmente pro-algésicas e
inflamatorias (BUISSERET et al., 2019). Mais adiante, a hidrélise de PG-Gs e PG-EAs



leva também a formacdo de PGs (BUISSERET et al., 2019). Outras vias de
metabolizagdo relevantes dos endocanabinoide ocorrem através da oxidagao por
lipoxigenases (LOX) e citocromo P450 (URQUHART; NICOLAOU; WOODWARD,
2015).

O sistema canabinoide enddgeno participa ativamente da modulagéo e controle
de vias ascendentes e descentes da dor, correndo em paralelo com o sistema opioide,
por exemplo (FINN et al., 2021; WOODHAMS et al., 2017). Sabidamente a ativagao
CB1 em terminagdes nervosas de nociceptores, bem como no corno dorsal da medula
espinal, é responsavel pela promogao de analgesia em diversos modelos de dor
aguda, crénica, inflamatéria e neuropatica (WOODHAMS et al., 2015). Da mesma
maneira, ativacao de CB2 também é responsavel por efeitos antinociceptivos, apesar
de estar mais ligado a efeitos anti-inflamatorios (WOODHAMS et al., 2015).

Devido os mediadores endogenos (AEA e 2-AG) apresentarem vida curta, a
manipulacédo do sistema endocanabinoide através do desenvolvimento de agonistas
em moduladores alostéricos dos receptores CB1 e CB2, bem como inibidores das
enzimas de degradacédo dos mediadores enddgenos, apontam para potenciais alvos
farmacolégicos no desenvolvimento de moléculas analgésicas e anti-inflamatorias
(BUISSERET et al., 2019; FINN et al., 2021; WOODHAMS et al., 2017). Em adigéo, o
cross-talking entre o metabolismo das prostaglandinas e endocanabinoide revela
ainda o potencial de inibidores das enzimas COX elevarem niveis séricos e teciduais
de AEA, por exemplo (BUISSERET et al., 2019). Estudos demonstram que isbmeros
R do ibuprofeno, naproxeno e flurbiprofeno (“R-profenos”) inibem a oxidagao de AA e
2-AG pela COX-2, mantendo o ténus endocanabinoide (DUGGAN et al., 2011), e
ainda o bloqueio duplo da FAAH/COX-2 pode oferecer maior protegéo gastrointestinal
(SASSO et al., 2015). Portanto, o desenvolvimento de moléculas com foco neste
sistema e que apresentem efeito analgésico e anti-inflamatério superior as alternativas

terapéuticas atuais, com minimos ou nenhum efeito canabimimetico, sdo desejados.



1.3 Dor pés-operatéria e o seu manejo farmacologico

Existe ampla variedade de condigbes dolorosas e, para as quais, 0 manejo e 0
controle da dor demandam mais atenc&o. Importantemente, a dor aguda, se nao
tratada adequadamente, tende a evoluir para dor crénica, além de aumentar os riscos
de mortalidade e morbidade (GAN, 2017; LOVICH-SAPOLA; SMITH; BRANDT, 2015).

Pelo menos trés classificagdes basicas de dor s&o descritas: 1) nociceptiva:
resultante da atividade neural (ativagdo dos nociceptores) secundaria ao dano tecidual
(ndo-neuronal) real ou eminente; 2) neuropatica: dano ou doenga do sistema nervoso
somatossensorial (ex.: neuropatia diabética); 3) nociplastica: resultante de um
processo nociceptivo anormal, sem qualquer evidéncia de lesdo tecidual ou no
sistema somatossensorial (ex.: fibromialgia) (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021).

Entretanto, muitas condigbes dolorosas se enquadram em mais de uma
classificagdo, uma vez que apresentam uma combinagao de fenbmenos (nociceptivos
e neuropaticos), sendo, portanto, chamadas de “dor mista” (TROUVIN; PERROT,
2019). Apesar da auséncia deste conceito na taxonomia da IASP, essa denominagéo
vem sendo, nos ultimos 20 anos, consolidada e cada vez mais reconhecida entre
clinicos e pesquisadores (COHEN; VASE; HOOTEN, 2021; TROUVIN; PERROT,
2019). Nesse contexto, podemos mencionar a dor pés-operatéria, a qual desponta
como um dos principais problemas da atualidade. Ela acomete elevado numero de
pacientes submetidos a intervengédo cirurgica superficial e invasiva que, de forma
pouco controlada sdo submetidos ao tratamento com opioides, levando ao risco de
desencadeamento de dependéncia quimica (KEHLET, 2018)

Nos EUA, por exemplo, em torno de 80% dos casos pds-cirurgicos a prescrigao
de opioides é recomendada, sendo que 6% deles continuam a usa-los mesmo apés
resolugcao do quadro clinico, por um periodo superior a 90 dias (BRUMMETT et al.,
2017; HARBAUGH et al., 2018). Tal pratica tem contribuido para estimular ou
intensificar a dependéncia quimica nesses individuos. De fato, estudo retrospectivo
demonstrou que, durante os 3 primeiros meses pos-cirurgicos, 69 % das prescrigdoes
de opioides foram realizadas por médicos cirurgides, enquanto médicos de cuidado
primario continuam receitando opioides em 53 % dos casos, mesmo apés 9 ou 12
meses pos cirurgia (KLUEH et al., 2018). Esses achados reforgam que o emprego

inadvertido de opioides existe, particularmente nos EUA, onde a crise de dependéncia



opioide foi decretada, elevando também o risco de efeitos adversos (nausea,
constipacao, depressao respiratéria) e morte (RAWAL, 2016; WU; RAJA, 2011).

De fato, desde a década de 90, as prescricdes de opioides quadruplicaram nos
EUA em relagéo ao periodo anterior. Oxicodona e hidrocodona representam dois dos
principais opioides prescritos para analgesia da dor pods-operatoria e, por isto,
destacam-se como os principais envolvidos nos o6bitos por overdose (RUDD et al.,
2016; ZHAO-FLEMING et al., 2018). Estima-se que as mortes por overdose triplicaram
e ja representam 68 % dos casos de overdose medicamentosa (HILL et al., 2017;
VADIVELU et al., 2018). Em 2020, os EUA reportaram 68 mil mortes por overdose de
opioides (MULLACHERY; LIMA-COSTA; DE LOYOLA FILHO, 2023). O Canada
reportou aproximadamente 4.000 mortes por overdose de opioides em 2017, e a
Europa 8.200 em 2019 (AYOO et al., 2020). Associado ao uso abusivo dos opioides,
destaca-se o enorme dispéndio (150 bilhdes de ddlares por ano) aos cofres dos
sistemas de saude com os tratamentos de dependéncia e efeitos adversos graves e,
também, a¢des criminal e judicial decorrentes dos acidentes fatais (AYOO et al., 2020;
FLORENCE et al., 2016; UPP; WALJEE, 2020; ZHAO-FLEMING et al., 2018).

A partir dos anos 2000, o consumo mundial de opioides aumentou 250%, sendo
que a América do Norte, Europa e Oceania, respondem por 80 — 90% desse consumo.
Em 2019 foram relatadas 109.500 obtidos atribuidos ao uso abusivo de opioides no
mundo (MAIA; DALDEGAN-BUENO; FISCHER, 2021). Apesar destes numeros
alarmantes, o consumo de opioides da populagdo da América Latina representa
apenas 2% do total. (MAIA; DALDEGAN-BUENO; FISCHER, 2021). No Brasil, por
exemplo, estudos recentes apontam que apesar do incremento (3 vezes maior) no
consumo de opioides entre os anos de 2000 a 2018, esse ainda permanece bem
abaixo da média mundial, representando apenas 1,7 % das prescrigdes (98% dos
casos sendo a codeina) para tratamento de dor, contra 71 % e 26 % de prescrigdes
de analgésicos nao-opioides e AINEs, respectivamente (DAL PIZZOL et al., 2019;
MAIA; DALDEGAN-BUENO; FISCHER, 2021; MULLACHERY; LIMA-COSTA; DE
LOYOLA FILHO, 2023). No Brasil, opioides s&do prescritos majoritariamente em
quadros oncoldgicos, de dor cronica e para procedimentos odontolégicos (DAL
P1ZZOL et al., 2019; MAIA; DALDEGAN-BUENO; FISCHER, 2021; MULLACHERY;
LIMA-COSTA; DE LOYOLA FILHO, 2023).

E fato que o procedimento cirlirgico consiste em um servico critico de saude

publica, que geralmente se faz necessario para reduzir o risco de morte ou



incapacidade. Estima-se que mais de 320 milhdes de cirurgias sao realizadas
anualmente em todo o mundo (MEARA et al., 2016; POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE;
SCHUG, 2017; POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; ZAHN, 2018) e, naturalmente, a dor
€ uma consequéncia normal e frequente, podendo acometer 80% dos pacientes. Pelo
menos 75% dos casos reportados de dor pds-operatoria sdo avaliados como dor
moderada ou de grave intensidade (GAN, 2017; GAN et al., 2014). A auséncia de
controle analgésico e inflamatério eficaz e satisfatorio, causa incapacitagcdo e
complicagbes que prorrogam a internagao hospitalar, culminando em maior dispéndio
financeiro e impacto negativo na qualidade de vida do paciente (KEHLET, 2018;
LOVICH-SAPOLA; SMITH; BRANDT, 2015).

Como mencionado anteriormente, a dor pds-operatéria € caracterizada como
aguda e complexa (“dor mista”), associada ao um intenso processo inflamatério com
lesdes em nervos periféricos, que variam de acordo com a area e extensao cirurgica,
bem como dos traumas teciduais gerados (POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; SCHUG,
2017; POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; ZAHN, 2018). Resultante da sensibilizagéo
periférica e central, este processo induz dor espontanea (repouso), alodinia (dor
induzida por um estimulo inécuo), ou hiperalgesia (dor exacerbada por um estimulo
nocivo), tanto no local da incisdo, quanto em regides secundarias proximas da lesao
(BRENNAN, 2011; BRENNAN; ZAHN; POGATZKI-ZAHN, 2005).

A sensibilizacdo periférica em fibras aferentes primarias (C e Ad) decorrem, em
grande parte, da resposta inflamatéria resultante do trauma mecéanico promovido pelo
procedimento cirurgico, sendo orquestrada pelo infiltrado de células inflamatérias
(neutrdfilos e macréfagos), com subsequente sintese e liberagao de mediadores pro-
inflamatdrios, como prostaglandina E2 (PGE2), citocinas (caspase-1/ interleucina-1p3
[IL-1B] e o fator de necrose tumoral-a [TNF-a]) e neurotrofinas (NGF) (CARVALHO;
CLARK; ANGST, 2008; LIANG et al., 2010; SAHBAIE et al., 2012; SPOFFORD;
BRENNAN, 2012; SUN et al., 2015; ZAHN, 2004). A degranulagdo mecanica de
mastocitos no sitio operado resulta na liberacado de mediadores inflamatérios, como
as aminas (histamina, serotonina) e triptases, que atuam sobre seus respectivos
receptores, podendo amplificar a resposta inflamatéria (ativagdo do receptor
histaminérgico 1, serotoninérgico e de protease-2, PAR-2) (OLIVEIRA; SILVA;
FERREIRA, 2013; OLIVEIRA et al., 2011).

Em termo moleculares, duas vias estao intrinsecamente relacionadas a inducéo

da sensibilizagcado periférica dos nociceptores, a saber: 1) via de sinalizacédo



dependente da MAPK p38 no GRD ativada por TNF-a (YAMAKITA et al., 2017); e 2)
via de proteinas quinases reguladas por estimulos extracelulares 1/2 (extracelular
signal-regulated kinase, ERK-1/2) no GRD e células satélites gliais (YAMAKITA et al.,
2018).

O mecanismo de sensibilizagao periférica pode ser fortemente influenciado pela
extensdo e profundidade dos procedimentos cirurgicos, os quais podem lesionar os
musculos, além de tecidos superficiais (pele) e terminagdes nervosas (XU,
BRENNAN, 2010). Ademais, o processo inflamatorio decorrente da lesdo na pele e
nos musculos promove reducédo do pH (~pH 6,8), aumento das concentragcbes de
lactato e reducgao da tenséo de Oz (pO: - hipdxia), caracterizando um mecanismo “tipo
isquémico” (KANG et al., 2013; KIM et al., 2007; WOO et al., 2004). O &cido (H") e o
lactato presentes no meio sdo capazes de ativar canais ASIC em fibras C, que inervam
0s musculos. A sensibilizagdo dessas fibras se manifesta principalmente como dor
espontanea (nao-evocada) (KIDO et al., 2013). De maneira semelhante, o estresse
oxidativo gerado no musculo apés procedimento, induz intensa produgéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e perdxido de hidrogénio (H202), os quais ativam canais
TRPA1 em fibras nociceptivas, deflagrando assim a dor espontanea (SUGIYAMA;
KANG; BRENNAN, 2017). De maneira semelhante, o infiltrado de células imunes
contribuem para o processo denominado de “explosao respiratoria ou oxidativa” no
tecido inflamado, onde a geragao excessiva tanto de EROS (radical superdxido [O27],
radical hidroxila [HO*], H202 e acido hipocloroso [HOCI]), quanto espécies reativas de
nitrogénio (ERN: radical 6xido nitrico ["'NO] e peroxinitrito [ONOQO-]) promovem danos
em lipideos e proteinas, além de desequilibrio no sistema antioxidante enzimatico
endogeno (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e ndo enzimatico
(glutationa reduzida) (AL-SHEHRI, 2021; DIAS et al., 2020). Por sua vez, a
sensibilizacao central decorre da ativagao de receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-
4-isoxazolpropiénico (AMPA), especificamente via fosforilagdo da subunidade GIuR1
pela fosfolipase C gama (PLCy), e independentemente dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (WANG et al., 2013; ZAHN; POGATZKI-ZAHN; BRENNAN, 2005).

No tocante ao sistema endocanabinoide, é de conhecimento que a redugao da
sintese e liberacao de AEA e o bloqueio dos receptores CB1 e CB2 em neurbnios
espinhais pré-sinapticos e células gliais (astrocitos e microglia), respectivamente,

representam alguns dos mecanismos envolvidos na manutengcdo da dor,



neuroinflamacéo e atraso da recuperagao em quadros pés-cirurgicos (ALKAITIS et al.,
2010; ROMERO-SANDOVAL; EISENACH, 2007). Estudos clinicos demonstram que
pacientes portadores de microdele¢do do gene ou polimorfismo de nucleotideo unico
na enzima FAAH, que resulta na perda de fungcdo ou menor atividade enzimatica,
estdo associados a menor sensibilidade (ou insensibilidade) a dor, bem como menor
consumo de opioides e maior concentragdo circulante de endocanabinoides em
pacientes pés-cirurgicos (CAJANUS et al., 2016; HABIB et al., 2019). Esses achados
mostram que a enzima FAAH representa um importante alvo farmacolégico no
tratamento da dor pos-operatoria.

Recentemente, um guia basico baseado em evidéncias clinicas foi elaborado
pelas Associagbes Americanas, American Pain Society e American Society of
Anesthesiologists, com o intuito de auxiliar no manejo terapéutico da dor pdés-
operatoria (CHOU et al.,, 2016). Preconiza-se intervengdo analgesia multimodal
(elevada qualidade de evidéncia clinica), ou seja, emprego de farmacos com
mecanismos de acgao diferentes, com acdes sobre o0 SNP e SNC, podendo também
ser combinada com técnicas nao-farmacoldgicas. Essa intervengdo promove
analgesia eficaz e superior, reduz o aporte de opioides (“opioid-sparing effect’) e o
tempo de recuperagao/internamento, evitando assim a cronificagcdo da dor (reduz
sensibilizacao periférica e central) (CHOU et al., 2016; GABRIEL et al., 2019; GLARE;
AUBREY; MYLES, 2019; POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; SCHUG, 2017).

Dentre os farmacos listados, destacam-se: analgésicos (paracetamol) e anti-
inflamatoérios nao esteroides (AINEs, celecoxibe, naproxeno); corticosteroides
(dexametasona); agonista a2 adrenérgicos (clonidina e dexmedetomidina);
antagonistas de receptores NMDA (cetamina); anestésicos locais (lidocaina);
anestesia neuroaxial (ex.: epidural) ou regional com bloqueadores de nervos
periféricos; e anticonvulsivantes ligantes da subunidade a2d de canais de calcio
(gabapentina e pregabalina) (CHOU et al., 2016). A analgesia multimodal pode ser
iniciada no intervalo pré-operatério (analgesia preemptiva), durante a cirurgia
(intraoperatéria), e continuada, que consiste no periodo pds-operatorio (CHOU et al.,
2016; GABRIEL et al., 2019) (Fig. 2).



POS-OPERATORIO

AINEs Dexametasona Opioides

Coxibes Paracetamol (i.v.) AINEs

Paracetamol Opioides Paracetamol (i.v.

Pregabalina Cetamina (i.v.) ou V.0.)

Anestesia regional Lidocaina (i.v.) Anestésicos locais
Dexmedetomidina Lidocaina topica
Anestesia regional Pregabalina

Figura 2 — Esquema ilustrativo dos medicamentos utilizados na analgesia multimodal.
Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Devido a acao rapida e eficacia elevada, o emprego de opioides continua sendo
frequente, somado ao fato de diferentes tipos de formas farmacéuticas se encontram
disponiveis. Entretanto, eles possuem janela terapéutica estreita e,
consequentemente, a manutengao entre o controle efetivo da dor e os graves efeitos
adversos desta classe sdo comuns, sendo muitas vezes o paciente submetido ao risco
de subterapia analgésica e instalagdo da dor persistente e hiperalgesia (CHAPARRO
et al., 2013; GLARE; AUBREY; MYLES, 2019; WU; RAJA, 2011).

Parcela inferior a 50 % dos pacientes relata analgesia satisfatoria e em torno
de 10 a 50 % relatam dor apds um més da cirurgia, sendo que 2 a 10 % destes
evoluem para dor crbénica grave, a qual perdura por mais de 3 meses (APFELBAUM
et al., 2003; GAN, 2017; GAN et al., 2014; GLARE; AUBREY; MYLES, 2019;
LAVAND’HOMME, 2017; LOVICH-SAPOLA; SMITH; BRANDT, 2015; RAWAL, 2016).
Desta feita, a falta de uma terapia analgésica e anti-inflamatdria eficiente e segura,
somada ao risco de dependéncia aos opioides, acabam por justificar a busca por
novas opgoes terapéuticas mais eficazes e seguras.

Apesar das limitagdes que envolvem modelos experimentais de dor, como a
avaliagdo do componente emocional, existem diversos modelos animais que
mimetizam a dor pds-cirurgica, sendo o mais utilizado o modelo de cirurgia de incisao
plantar (CIP, descrito na sequéncia) (POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; SCHUG, 2017,
POGATZKI-ZAHN; SEGELCKE; ZAHN, 2018). Podendo ser realizado tanto em ratos
(BRENNAN; VANDERMEULEN; GEBHART, 1996), quanto em camundongos
(POGATZKI; RAJA, 2003), o modelo de dor pds operatdria € caracterizado pela
inducdo de alodinia mecanica, hiperalgesia térmica ao calor e comportamentos de
guarda (dor ndo-evocada/espontanea), os quais perduram por uma semana apos a
indugao da CIP. Através de estudos nao-clinicos utilizando modelos experimentais de

dor, como a CIP, é possivel descrever melhor os seus mecanismos fisiopatoldgicos,



além de auxiliarem na descoberta de novos farmacos mais eficazes e seguros para o
seu tratamento.

Estudos voltados a novos alvos terapéuticos para o controle da dor pds-
operatdria sao necessarios, e dados da literatura vem demonstrando que doadores
do sulfeto de hidrogénio (H2S), um novo transmissor endégeno, se apresentam como
analgésicos e anti-inflamatérios eficazes (GUO; LI; YANG, 2020). Outras respostas
sensitivas, como o prurido agudo e crbénico também sao suprimidas pelo H2S
(COAVOY-SANCHEZ et al., 2016; COAVOY-SANCHEZ; COSTA; MUSCARA, 2020;
EKUNDI-VALENTIM et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017).

1.4 Sintese e biologia do sulfeto de hidrogénio (H2S)

O H2S é um gas incolor, inflamavel e com odor caracteristico de ovo podre.
Produzido naturalmente em atividades vulcanicas, gas natural, fontes de aguas
termais (sulfurosas) e decomposicdo da matéria organica por bactérias anaerdbicas
(AROCA et al., 2020; REIFFENSTEIN; HULBERT; ROTH, 1992).

O H2S foi considerado por muito tempo exclusivamente como um gas toxico e
poluente ambiental, estando associado a casos de envenenamento de trabalhadores
durante exposigcao ocupacional em industrias de refinaria do petréleo, téxtil, celulose
e ceramica, aléem de estacbes de tratamento de esgoto e reciclagem de lixo.
Concentragdes elevadas desse gas (20 — 50 ppm) causam tontura, fadiga e cefaleia,
podendo ser fatal em concentragdes maiores que 500 ppm (AROCA et al., 2020;
REIFFENSTEIN; HULBERT; ROTH, 1992). Atribui-se aos efeitos toxicos do H2S, a
inibicdo do citocromo C oxidase que impede a cadeia respiratéria (transporte de
elétrons) mitocondrial e a consequente formagdo de ATP (SZABO;
PAPAPETROPQULOQOS, 2017).

No inicio da década de 80, o H2S passou a ser conhecido sob outra perspectiva,
quando demonstraram sua produgdo enddgena em mamiferos (BINKLEY; DU
VIGNEAUD, 1942; STIPANUK; BECK, 1982). Importante descoberta sobre o papel
neuromodulador desse gas ocorreu quase 15 anos apos (ABE; KIMURA, 1996).
Desde entdo, a participagdo do H2S em processos fisiopatoldégicos vem sendo
demonstrada em diversos sistemas: renal, circulatério, SNC e SNP, digestério,
reprodutor e respiratério (AROCA et al, 2020; CIRINO; SZABO;
PAPAPETROPOULQOS, 2023), passando a ser considerado um terceiro



“gasotransmissor”, juntamente com o 6xido nitrico (NO) e mondxido de carbono (CO)
(WANG, 2002). Fisiologicamente, o H2S desempenha fun¢bes importantes no controle
do tbnus e pressdo vascular (vasodilatacdo), modulacdo e neurotransmisséo,
citoprotecdo (antioxidante), angiogénese e apoptose, metabolismo energético e
fungdes mitocondriais, dor, inflamagao, dentre outras (AROCA et al., 2020; SZABO;
PAPAPETROPOULOS, 2017; WALLACE; WANG, 2015).

Por se tratar de um acido fraco (pKa de 6,76 a 37 °C), o H2S é encontrado em
dois estados de dissociagéo: anion hidrossulfeto (HS-, pKa 7,04) e o anion sulfeto (S%
, pPKa 11,96), pela reagdo: H2S = H* + HS- = 2H* + S%. Em pH 7,4 (fisiologico) a 37
°C, ~20 % do H2S encontra-se na sua forma nado dissociada, e ~80% na forma
dissociada (HS") (OLSON; STRAUB, 2016; POWELL; DILLON; MATSON, 2018).
Devido seu carater lipofilico e baixo peso molecular, o H2S atravessa facilmente
membranas biologicas (CAO et al., 2019; CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOULOQOS,
2023; ZAORSKA et al., 2020).

Até o presente momento sabe-se que o H2S é produzido por células e tecidos
de mamiferos, via acao de trés principais etapas enzimaticas: predominantemente
cistationina B-sintase (CBS), cistationina y-liase (CSE) e 3-mercaptopiruvato
sulfurtransferase (3-MPST). De menor relevancia, a produgao do H2S também ocorre
independentemente de vias enzimatica e, também, parte do H2S é produzida pela
microbiota intestinal no célon (CAO et al., 2019). A produgao de H2S pela via ndo
enzimatica requer agentes redutores, como o NADH e NADPH, obtidos da glicdlise.
Nessa via, o enxofre elementar, tiossulfato (S203%), sulfito (SO3%), polissulfetos
(RSnR, ou H2Sn) e tiocisteina podem ser reduzidos pela glutationa (GSH-GSSG) (CAO
etal., 2019).

Na geracédo do Hz2S dependente da CSE e CBS, ambas enzimas usam a L-
cisteina e a vitamina Be (5-fosfato pirodoxal) como substrato e cofator,
respectivamente, e fazem parte da via da transulfuracdo. A L-cisteina é um
aminoacido obtido na dieta ou por meio de uma reacdo de condensacao de serina
com homocisteina através da CBS, gerando cistationina, a qual pode ser convertida
para cisteina, aménia (NHs3) e a-cetobutarato via hidrélise pela CSE. Outra via de
sintese se da por meio da conversao L-cisteina e a-cetoglutarato, em 3-
mecaptopiruvato (3MP), pela agdo da cisteina aminotransferase (CAT) e,
subsequentemente, ocorre a conversdo do 3MP em H2S pela agao da 3-MPST, uma

enzima que contém zinco e pertence a familia das sulfurtransferase. Alternativamente,



3MP pode ser obtido a partir de D-cisteina pela acdo da D-amino-oxidase (DAO) e,
subsequentemente, o H2S via agao enzimatica da 3-MPST (CAO et al., 2019; WANG,
2012) (Fig. 3). Vale ressaltar que a via da 3-MPST é dependente de agentes redutores
ou de enzimas como a tioredoxina (TRx) (CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOULOQOS,
2023).
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Figura 3 — Esquema ilustrativo das vias de sintese do H;S. Cistationina-y-liase (CSE); Cistationina-
B-sintase (CBS); 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase (3-MPST); D-amino-oxidase (DAO); Cisteina
aminotransferase (CAT).

Fonte: elaborado pelo autor (2023).



As enzimas envolvidas na sintese enddgena do H2S estdo amplamente
expressas e distribuidas em diversos tecidos. A CBS apresenta expressao
predominante no SNC (hipocampo, cerebelo, cértex e tronco cerebral), mas também
é encontrada em rins, figado, musculos esqueléticos trato gastrointestinal (TGI)
(POWELL; DILLON; MATSON, 2018; WALLACE; WANG, 2015; WANG, 2012). ACSE
apresenta elevada expressao no sistema cardiovascular (aorta, artéria mesentérica,
veia porta) e respiratorio (pulmdes), sendo encontrada também no pancreas,
estdbmago, intestino, placenta, figado e rins (POWELL; DILLON; MATSON, 2018;
WANG, 2012). Por sua vez, a 3-MPST é altamente expressa em todas as células e
tecidos, estando mais presente no SNC, coragao, endotélio vascular e musculo liso,
figado e rins, e menos expressa no timo, bago, pulméao e intestino (CIRINO; SZABO;
PAPAPETROPOULOQOS, 2023; POWELL; DILLON; MATSON, 2018; WANG, 2012). As
3 principais enzimas estao localizadas no citosol e nas mitocondrias das células. Em
condicgoes fisioldgicas, CSE e CBS sdo mais expressas no citosol, enquanto a 3-MPST
nas mitocondrias. Na vigéncia de fatores estressantes, como aumento do calcio
intracelular ou hipdxia, as enzimas CSE e CBS podem ser translocadas para a
mitocondria (CAO et al., 2019; CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOULQOS, 2023;
WALLACE; WANG, 2015) (Fig. 3).

Em mamiferos, as concentragdes fisioldgicas do H2S podem variar de acordo
com o material biolégico, bem como pela técnica utilizada para sua detecgéo (ex.:
colorimétrica usando azul de metileno, eletrodos ion-seletivos ou polarograficos,
cromatografia gasosa etc.). Postula-se que as concentracdes basais de H2S estdo na
faixa nano e micromolar (15 nM - 300 uM) (AROCA et al., 2020; KIMURA, 2017;
SZABO; PAPAPETROPOULQOS, 2017; WALLACE; WANG, 2015; ZAORSKA et al.,
2020), sendo que a liberagado do H2S pode ocorrer imediatamente das células ou de
“estoques”, via dois mecanismos: 1) ligacbes de enxofre sulfano (ex: polissulfetos,
persulfato, tiossulfato e enxofre elementar no citosol), em condi¢ées redutoras; ou 2)
acido-labil enxofre (ex.: aglomerados ferro-enxofre e persulfetos na mitocéndria), em
condi¢des acidas (WANG, 2012).

A metabolizacdo do H2S ocorre por oxidagao na mitocéndria pela sulfeto-
quinona redutase ou via metilacao, pela S-metiltransferase, no citosol das células. No
plasma, o H2S pode reagir com a meta-hemoglobina, gerando sulfehemoglobina. O
H2S, sulfato, sulfeto e tiossulfeto e demais metabdlitos sdo excretados pelo rim na

urina ou ainda pelos pulmdes durante a expiragdo (WALLACE; WANG, 2015).



O H2S néo apresenta uma unica “via” de sinalizagéo ou “receptor” no qual ira
atuar para desempenhar seus efeitos fisioloégicos e farmacolégicos (Fig. 4). A
capacidade de atravessar livremente as membranas permite que o H2S, sintetizado
por uma unica célula, atinja mais de 200 células vizinhas (CIRINO; SZABO,;
PAPAPETROPOULOS, 2023; SZABO; PAPAPETROPOULOS, 2017). Pelo menos
trés mecanismos podem ilustrar os efeitos do H2S: 1) interagao direta ou reducéo de
centros metalicos de proteinas, como a por¢cdo heme do citocromo C oxidase,
hemoglobina, mioglobina e mieloperoxidase (MPO) (Fig. 4A); 2) agdo antioxidante
pelo sequestro de EROs e ERNSs, inducdo da sintese de glutationa (GSH),
translocacao do fator de transcricdo nuclear eritréide 2 (Nrf2) para o nucleo, o qual
levaria ao aumento da expressao e atividade das enzimas antioxidantes (Fig. 4B),
como o a heme oxigenase-1 (OH-1), superoxido dismutase (SOD) e TRx e, 3)
modificagdes pobs-traducionais por meio de S-persulfidacdo (do inglés, “S-
persulfidation”) de proteinas, onde um grupamento tiol (-SH) de uma cisteina reativa
€ modificado para um grupamento persulfeto (-SSH) (Fig. 4C) (AROCA et al., 2020;
CIRINO; SZABO; PAPAPETROPOULOS, 2023; KIMURA, 2013; OLAS, 2017). Este
ultimo mecanismo gera alteragbes conformacionais em proteinas alvo e,
consequentemente, altera sua atividade, sendo considerado a principal via de atuagao
do H2S (KIMURA, 2017). Entretanto, estudos recentes mostraram que devido ao
estado de oxidagao do H2S e da cisteina serem iguais, parece ser pouco provavel do
H2S sulfurar este residuo. Polissulfetos (H2Sn), sintetizados pela via enzimatica de 3-
MPST, sao mais nucleofilicos que o H2S, apresentando estado de oxidagao diferente
da cisteina e, portanto, sendo um mecanismo mais plausivel para a S-persulfidacao
(KIMURA, 2017, 2020). Por outro lado, em estados inflamatérios e de estresse
oxidativo, mais de 40 % dos residuos de cisteina se encontram oxidados e nitrosilados
(-SOH ou -SNO), condicao esta que favorece a S-persulfidacado pelo H2S (KIMURA,
2020, 2021). Como exemplos de regulagao por S-persulfidagado, estao a abertura de
canais de potassio sensiveis a ATP (Katr) (MUSTAFA et al., 2011), S-sulfidacédo da
proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch (Keap1), que facilita sua dissociagao
do fator Nrf2 (YANG et al., 2013), inibicdo do fator nuclear-kB (NF-kB) por meio da
subunidade p65 (SEN et al., 2012), ativagao do canal TRPA1 (HATAKEYAMA et al.,
2015; SHIGETOMI et al., 2013), indugdo da NO sintase endotelial (MAZZA et al.,
2013), ativacédo da proteina quinase G1a (STUBBERT et al., 2014), supressao da



atividade da fosfatase e homoélogo de tensina (PTEN) (GREINER et al., 2013), dentre

outras.
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1.5 Farmacologia do H2S e seus doadores sintéticos no manejo da dor (nocicepgao)

e inflamacgao

Em virtude dos inumeros alvos farmacologicos e vias de sinalizagdo, muitos
dos efeitos bioldgicos observados pela administragao exdgena do H2S ou até mesmo
decorrentes da reducao/elevagao da sua sintese endégena em quadros patoldgicos,
foram inicialmente consideradas paradoxais (BHATIA; GADDAM, 2020; GUO; LlI;
YANG, 2020). Em parte, as concentragcdes/doses e vias de administracdo do H2S
podem determinar efeitos farmacolégicos ou toxicolégicos desse composto
(POWELL; DILLON; MATSON, 2018; SZABO; PAPAPETROPOULOQOS, 2017).

No que tange os efeitos do H2S em vias de dor e inflamacgao, estudos utilizando
moléculas doadoras (rapidas e lentas) desse gas apontam que, a administragdo
sisttmica ou local em baixas doses, promoveu efeito antinociceptivo e anti-
inflamatério em diversos modelos experimentais (GUO; LI; YANG, 2020). A
administracao sistémica de doadores rapidos de H2S (Na2S ou NaSH) reduziu a
alodinia mecanica induzida por lipopolissacarideo (LPS) e PGE:2 (intraplantar, i.pl.) em
camundongos (CUNHA et al., 2008), assim como a dor orofacial induzida por
formalina em ratos (DONATTI et al., 2014). Em modelos de artrite, a administragao
local de baixas doses do doador de H2S de liberagdo espontanea (Reagente de
Lawesson) inibiu o edema articular e a alodinia mecanica induzidos por carragenina
em ratos (EKUNDI-VALENTIM et al., 2010), enquanto a administragao sistémica de
doadores lentos (alil- e fenil-isotiocianato, e GYY4137) reduziu a alodinia mecanica
em modelo de inflamagao articular frente ao iodoacetato monossdédico, ou pela
remocdo do menisco em ratos (BATALLE; CABARGA; POL, 2019; VAAMONDE-
GARCIA et al., 2020). Em modelos de neuropatia induzidas por constrigdo do nervo
isquiatico ou por quimioterapico (paclitaxel), o tratamento sistémico (intraperitoneal ou
inalatério) dos animais com os doadores de H2S de liberagao esponténea ou lento
reduziu a alodinia mecanica e térmica em ratos (CABARGA; BATALLE; POL, 2020;
KIDA et al., 2015; LIN et al., 2014; QABAZARD et al., 2020). Além disso, em cartilagem
de humanos com osteoartrite, tanto a geracdo de H2S, quanto a expressao de 3-
MSPT, estao reduzidas (BURGUERA et al., 2020). Esses dados foram reforgados por
estudos in vitro em condrdcitos (NASI et al., 2020). Da mesma forma, a geragéao de
H2S em modelo de neuropatia também se apresentou reduzida, tanto na periferia
(superficie plantar), quando no SNC (QABAZARD et al., 2020). Os mecanismos



propostos para o efeito antinociceptivo sao: abertura de canais de Katp e via sistema
opioide (CUNHA et al., 2008; DISTRUTTI et al., 2006, 2010). Ja o efeito anti-
inflamatorio € mediado por varios mecanismos, a saber: ela redugdo da migracéo e
adeséo celular, redugcado do estresse oxidativo, inibicdo da expressao e liberacédo de
citocinas pro-inflamatdrias (ex.: IL-1B, TNF- q, IL-6), redugao da expressao da COX-2
e ativacdo NF-kB (LEE et al., 2009a; SEN et al., 2012; WHITEMAN et al., 2010;
ZANARDO et al., 2006), bem como redugao da ativagédo de células gliais (microglia e
astrocitos) e a expressao de citocinas pro-inflamatorias a nivel central, reduzindo a
neuroinflamacéo (KIDA et al., 2015; KIMURA, 2013). A ativacao de receptores TRPA1
pelo Hz2S, via administracdo de doadores lentos ou polissulfetos, também promove
analgesia através da estimulagado da liberagdo de neuropeptideos anti-inflamatorios,
como a somatostatina (POZSGAI; BATAI; PINTER, 2019).

Por outro lado, a administracdo exégena de elevadas concentragdes sulfeto,
principalmente utilizando doadores de liberagédo rapida/espontanea, ou a produgao
endégena exacerbada de H2S, podem promove efeitos nociceptivos via:
sensibilizagao de canais de calcio tipo T (Cav3.2) (DONATTI et al., 2014; ELIES et al.,
2016), ativacao de canais TRPV1 e A1 (KOROLEVA et al., 2017; OKUBO et al., 2012;
TANG; WU; WANG, 2010), upregulation de receptores NMDA na medula (ZHAO et
al., 2016), ativacao de Nav1.7 e 1.8 (YAN et al., 2016) e supresséo de Kv1.1 e 1.4
(FENG et al., 2013).

Diante do conhecimento atual da biologia do H2S, diferentes classes quimicas
de doadores com perfil farmacocinético distinto de liberacdo de H2S foram propostas
e empregadas em modelos de inflamagao e dor (nocicepgao), a saber: 1) doadores
de liberagao rapida ou espontanea, como os sais inorganicos (hidrossulfeto de sédio,
NaHS; e sulfeto de sédio, Na2S) e o Reagente de Lawesson (LR), os quais sofrem
hidrolise apds dissolugdo em agua, liberando H2S ou HS- (dependendo do pH) de
maneira rapida e descontrolada (tempo de meia-vida curto); 2) doadores de liberagao
lenta, como a molécula sintética GYY4137 (derivado do LR), que por hidrélise libera
H2S de maneira lenta e sustentada; 3) doadores de liberagdo controlada, como os
controlados por pH (compostos JK-1 e JK-2), ativados por agentes oxidantes (redox e
estresse oxidativo: compostos a base de tiocarbamato), doadores mitocondriais
formados por um cation lipofilico trifenilfosfonio acoplado a por¢ao doadora de H2S:
ADT (5-[4-hidroxifenil]-3H-1,2-ditiol-3-tioana) ou TBZ-OH (4-hidroxitiobenzamida), ex:

AP39 e AP123, respectivamente; 4) farmacos hibridos, como os AINEs acoplados a



porcdes doadoras de H2S, por exemplo: ATB-346 (naproxeno acoplado ao TBZ-OH),
ATB-343 (indometacina acoplada ao ADT-OH), ATB-429 (mesalamina acoplada ao
ADT-OH), ATB-337 (diclofenaco acoplado ao ADT-OH ), ATB-340 (aspirina acoplada
ao TBZ-OH) e ATB-352 (cetoprofeno acoplado ao TBZ-OH) (GOJON, 2020; POWELL;
DILLON; MATSON, 2018; SZABO; PAPAPETROPOULOS, 2017; WALLACE et al.,
2018; ZHAO; BIGGS; XIAN, 2014).

A segurancga e a eficacia analgésica e anti-inflamatéria dos AINEs hibridos
doadores de H2S vem se consolidando em especial com o ATB-346, o qual esta sendo
utilizado em de estudo clinico de fase 2B em pacientes com osteoartrite (WALLACE
et al., 2018, 2020). Além disso, os efeitos de doadores de H2S desperta o interesse
do nosso grupo de pesquisa, cujos estudos confirmam o potencial e eficacia
analgésica e anti-inflamatéria em diversos estudos pré-clinicos. Nesse contexto,
Ekundi-Valentim et al. (2010) demonstrou que o reagente de Lawesson administrado
localmente em dose baixa, inibiu a nocicepc¢ao e inflamacgao (edema, migracao celular
e liberacdo de IL-1B) no modelo de sinovite induzido por carragenina (CGN) em ratos.
Em termos de mecanismos moleculares, nosso grupo demonstrou que o GYY4137
inibiu tanto o prurido agudo via inibicdo histaminérgica e da via PAR-2, quanto a
inflamacao e escores de gravidade da psoriase, via aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e inibicdo do eixo NF-kB/Caspase-1/IL-18 (COAVOY-SANCHEZ et al.,
2016; EKUNDI-VALENTIM et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017).

1.6 Farmacologia do AINE hibrido doador de H2S hibrido: ATB-352

Conforme bem estabelecido, os AINEs desempenham acdes anti-inflamatorias
e analgésicas via inibigado seletiva (ou ndo) das enzimas COX-1 e 2, impedindo assim
a sintese de eicosanoides derivados da via do AA, como as PGs, prostaciclina (PGl)
e tromboxano A2 (TXAz2). Em concentragdes elevadas, as PGs e PGl participam do
processo inflamatorio, pois favorecem a vasodilatagdo, aumento do fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular e, também, promovem sensibilizagdo de terminacdes
nervosas  (nociceptores) no  sitio inflamado (BINDU; MAZUMDER;
BANDYOPADHYAY, 2020). Apesar da eficacia analgésica, anti-inflamatéria e anti-
térmica dos AINEs, o uso prolongado desses farmacos causa efeitos adversos,

particularmente irritagcdo gastrica e formagdo de Ulceras gastricas e intestinais,



sangramentos, complicagdes renais e cardiovasculares e retardo na resolugao da
lesao (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020).

Vale ressaltar que o H2S mostrou-se ser importante protetor gastrico,
prevenindo lesdes induzidas por estresse, etanol, isquemia/reperfusao e AINEs, bem
como melhora do quadro inflamatério em modelos de colite (DANIELAK et al., 2021;
MAGIEROWSKI et al., 2015). Os efeitos protetores do H2S se devem ao seu papel
anti-inflamatério e redutor do estresse oxidativo, via mecanismos variados, como
inibicdo da migracdo e aderéncia dos leucécitos ao endotélio vascular; redugao da
sintese de citocinas; aumento da atividade de enzimas antioxidantes; producgao
gastrica e duodenal de bicarbonato; estabiliza o biofiime da microbiota intestinal;
manutengado da integridade do muco gastrico e intestinal, além de favorecer maior
fluxo sanguineo da mucosa gastrica, devido ao efeito vasodilatador e angiogénico
desse gas, acelerando o processo de reparo e cicatrizagao das ulceras (BURET et al.,
2021; WALLACE et al., 2015; WALLACE; IANARO; DE NUCCI, 2017).

Com base no pressuposto, grupos de pesquisa, como o do Prof. John L.
Wallace (Universidade de Toronto, CA; fundador e diretor cientifico da Antibe
Therapeutics Inc.), bem como de outros centros (DANIELAK et al., 2021),
desenvolveram varias moléculas hibridas de AINEs acoplados a por¢gdes doadoras de
H2S (POWELL; DILLON; MATSON, 2018; SZABO; PAPAPETROPOULOS, 2017;
WALLACE et al., 2015). Dentre estas, nosso grupo demonstrou que, o tratamento com
o ATB-346 apresentou efeito anti-inflamatério e analgésico semelhante ao das doses
equimolares do naproxeno nos modelos de sinovite induzida por CGN (EKUNDI-
VALENTIM et al., 2013) e de periodontite em ratos (HERRERA et al., 2015).Todavia,
observou-se que em estdmago de animais tratados com o naproxeno, ao contrario do
grupo tratado com o ATB-346, ocorreu a formagao de ulceras e focos hemorragicos
(EKUNDI-VALENTIM et al., 2013; GEMICI et al., 2015; HERRERA et al., 2015;
WALLACE; IANARO; DE NUCCI, 2017).

Mais recentemente, uma nova molécula ATB-352, AINE hibrido (cetoprofeno,
CETO) doador de H2S (Fig. 5B), revelou-se excelente agente citoprotetor mesmo
quando empregado em tratamento prolongado (GEMICI et al., 2015), além da acgao
anti-inflamatdria, regeneracao 6ssea e tecidual via inibicdo da expressao de NF-kB,
de mediadores inflamatérios (IL-1B3, TNF-a) e enzimatico (COX-2 e iNOS) em modelo
de periodontite induzida por LPS em ratos (GUGLIANDOLO et al., 2018).



O cetoprofeno € um AINE derivado do acido propiénico (acido fraco, classe Il
do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica), capaz de atuar de forma inibitoria néo
seletiva sobre a COX-1 e 2, frequentemente prescrito em casos pds-cirurgicos
(SARZI- PUTTINI et al., 2011; WU; RAJA, 2011). Essa indicagdo clinica do
cetoprofeno ocorreu, em parte, como substituto da nimesulida retirada do mercado,
principalmente na Europa (CARBONE et al., 2013).

Por apresentar um centro quiral, o cetoprofeno é comercializado como mistura
racémica, sendo o isdmero S o principal responsavel pelos efeitos farmacolégicos,
uma vez que & bem mais potente inibidor da COX-1 e 2 (Clso 1,9 e 27 nM,
respectivamente), quando comparado ao isbmero R, sendo este 100 a 1000 vezes
menos potente (JAMALI; BROCKS, 1990; KUCZYNSKA; NIERADKO-IWANICKA,
2021). Apesar disso, o isbmero também R apresenta efeitos analgésicos em alguns
modelos experimentais, e pode sofre inversdo ao isdbmero S em uma taxa e 10% em
humanos, 45% em camundongos e 80% em ratos (ABERG et al., 1995; JAMALI,
BROCKS, 1990). Em termos farmacocinéticos, o cetoprofeno apresenta boas
propriedades, como concentragdes plasmaticas estaveis (Cmax entre 0,5 — 2 h; ~95%
ligacdo a proteinas plasmaticas), absor¢cao rapida e biodisponibilidade elevada
(~92%). O tempo de meia-vida (T12) do cetoprofeno é curto (~3 h), sofre
metaboliza¢ao simples e apresenta boa segurancga renal e hepatica (~80% é eliminado
na urina conjugado ao acido glicurdnico) e boa eficacia (JAMALI; BROCKS, 1990;
KUCZYNSKA; NIERADKO-IWANICKA, 2021). Além disso, apdés administragdo
intramuscular ou venosa, o cetoprofeno tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica e atingir rapidamente o fluido cérebro-espinhal (MANNILA et al.,
2006; NETTER et al., 1985).

Apesar dessas propriedades farmacocinéticas positivas, que justificam sua
prescricao para diversos quadros de dor e inflamacgao, incluindo o pds-operatério, o
cetoprofeno esta associado a elevado risco de dano gastrointestinal, até mesmo com
baixas doses (CARBONE et al., 2013; LANZA; CODISPOTI; NELSON, 1998). Nesse
sentido, assim como o naproxeno, a associagao do cetoprofeno (Fig. 5A) com uma
por¢cao doadora de H2S, a 4-hidroxitiobenzamida (TBZ; Fig. 5C), deve resultar numa
molécula com potencial analgésico e anti-inflamatdrio relevante e, talvez, superior a
estrutura da molécula parente, somado ao fato que o H2S exerce efeito protetor
gastrointestinal. De fato, Gemici e colaboradores (2015) demonstraram que a

administracao oral do cetoprofeno (30 mg/Kg), duas vezes ao dia, promoveu extensiva
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correspondente com doses equimolares do ATB-352 ndao causou lesdes, muito

embora observou-se reducao in vitro da sintese de PGs semelhante ao observado

com o cetoprofeno.
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Figura 5 — Estruturas moleculares do cetoprofeno (A), ATB-352 (B) e 4-hidroxitiobenzamida (C).

Fonte: elaborado pelo autor (2023).



1.7 Inibidores da sintese de H2S

O progresso observado no desenvolvidos doadores de Hz2S, também ocorre no
campo de inibidores das enzimas de sintese desse gas. Em geral, esses compostos
sdo utilizados como ferramentas experimentais na investigacdo do papel
fisiopatoldégico do H2S gerado endogenamente, ou com potencial terapéutico em
quadros onde a sintese aumentada H2S é deletéria, como no cancer, diabetes e
queimaduras (CAO et al., 2019; SZABO; PAPAPETROPOULOQOS, 2017; WALLACE;
WANG, 2015). Ainda nao dispomos de inibidores seletivos, mas sim de moléculas
com distintas afinidades e poténcia para cada enzima. Os inibidores mais seletivos
para CSE sdo: aminoetoxivinilglicina (AVG, Clso 1 uM), B-cianoalanina (BCA, Clso 14
MM), e DL-propargilglicina (PAG, Clso 40 uM). Ainda ndo ha inibidores mais seletivos
para CBS, sendo o mais potente o acido amino-oacético (AOAA, Clso 8,5 uM). Este
ultimo, apesar de originalmente ter sido descrito como seletivo para CBS, foi
posteriormente demonstrado que € até mais potente para CSE (Clso 1,1 uM), sendo
hoje utilizado como inibidor de ambas as enzimas (CSE/CBS) (ASIMAKOPOULOU et
al., 2013; SZABO; PAPAPETROPOULQOS, 2017). Recentemente, também foram
identificados inibidores com maior seletividade para 3-MPST, os quais possuem um
anel aromatico carbonil-S-pirimidona em comum, como o0 composto 2-4-hidroxi-6-metil
piridina-2-il-sulfanil-1-naftaleno-1-il-etano-1-one (Clso 2,7 uM) (HANAOKA et al.,
2017). Apesar destes compostos apresentarem Clso em baixas concentragdes (micro
molares) em enzimas recombinantes, quando sao aplicados em células ou animais,
as doses e concentragdes necessarias superam a faixa mM, demonstrando que nao
permeiam bem as membranas (SZABO; PAPAPETROPOULOQS, 2017).



7 CONCLUSOES

Com este trabalho podemos concluir que:

1) A redugdo da geracao de Hz2S apds 24 horas da realizagéo da CIP, assim como as
alteragGes na expressao de suas enzimas de sintese, ocorreram de maneira paralela
a reducao nos limiares mecanicos e térmicos de nocicepgao. Além disso, a inibigao
local das enzimas CSE e CBS retardou a recuperacdo dos limiares nociceptivos,
indicando que o H2S enddgeno é um mediador importante na manutengéo e controle
das respostas nociceptivas da dor pds-operatéria, particularmente dependente da via
de sintese da CBS, tanto no SNP quanto no SNC;

2) O tratamento de camundongos submetidos a CIP com o AINE hibrido doador de
H2S (ATB-352) promoveu eficacia analgésica, antioxidante e seguranga gastrica
superior ao AINE referéncia (CETO), apesar de ambos aumentarem a atividade de

SOD, e reduzirem a concentragao de IL-1[3;

3) Em termos mecanisticos, o antagonismo dos receptores CB1 e CB2 nao influenciou
nos efeitos antialodinico e anti-hiperalgésico ao calor promovidos pelo AINE referéncia
(CETO) no modelo murino de dor pés-operatéria. No entanto, o antagonismo CB1
reverteu tanto o efeito analgésico (antialodinico e anti-hiperalgésico ao calor), quanto
gastroprotetor (secregdo de muco) do ATB-352. Por sua vez, receptores CB2
participam apenas do efeito periférico antialodinico do AINE hibrido doador de H2S.
Sendo assim, demonstramos que o sistema endocanabinoide contribui para os efeitos
protetores do ATB-352, mas ndo do CETO.

4) Os mecanismos de agao envolvidos na agao protetora do ATB-352 dependem, em
grande parte, da inibicao dual COX/FAAH, que favorece maior concentragao sistémica

e central de anandamida, bem como da liberagédo de H:2S.

Os resultados apresentados apontam que o ATB-352 é uma alternativa mais
eficaz e segura, quando comparado ao CETO, tornando-o um possivel candidato

terapéutico para o controle da dor pds-operatoria (Fig. 43).
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Figura 43 — Resumo grafico dos efeitos do H2S e seu doador hibrido AINE no modelo murino
de dor pds-operatoria.
Fonte: elaborado pelo autor (2023).
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