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Resumo

Rodrigues L. [Efeitos antipruriginosos do sulfeto de hidrogénio (exdgeno e enddgeno) sobre o
prurido agudo e cronico em pele de camundongos]. [Tese (Doutorado em Farmacologia)]. Séo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2017

O prurido, assim como a dor, € uma experiéncia sensorial aversiva, associada ao desejo de
cocar-se. Resultados prévios deste grupo demonstraram que a injecdo i.d. de moléculas
doadoras do sulfeto de hidrogénio (H,S), um novo mediador enddgeno, reduziu o prurido
agudo e a inflamacdo cuténea induzidos por histamina ou composto 48/80 (C48/80) na pele
dorsal de camundongos, sugerindo o envolvimento do H,S no controle do prurido mediado
por aminas. Todavia, pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos na indugdo ou
inibicdo dessa percepcdo sensorial (aguda ou crénica), e a participacdo do H,S. A fim de
aprofundar esse conhecimento, 0s objetivos deste estudo foram: i) testar e caracterizar os
mecanismos envolvidos nos efeitos protetores de diferentes moléculas doadoras de H,S
(liberagdo rapida e lenta) sobre o prurido agudo e inflamacdo associada, induzidos por
estimulos dependente e independente de histamina, ii) averiguar a capacidade de producdo
endogena de H,S e as enzimas envolvidas em sua sintese na pele murina saudavel e doente,
iii) padronizar um modelo de prurido crénico associado ao escore de intensidade da area
inflamada na psoriase (PASI), e investigar o efeito protetor de um doador de H,S de liberacdo
lenta (GYY4137). Utilizando camundongos Balb/C, foi realizada a avaliacdo do
comportamento de prurido agudo e inflamagdo cutanea (extravasamento plasmatico, influxo
de neutrofilos), frente a diversos estimulos, na auséncia e vigéncia do co-tratamento (i.d.) com
doadores de H,S. A psoriase experimental foi induzida pela aplicacdo tdpica do creme
imiquimode (IMQ 5%) na pele dorsal destes, por 5 dias consecutivos, e grupos paralelos com
a doenca foram tratados pela via intraperitoneal (i.p.) com o GYY4137 em diferentes doses
(25-100 mg/kg). Os registros do prurido e PASI foram obtidos durante a inducédo da psoriase e
as analises bioquimicas e moleculares foram realizadas ao término do experimento. O
tratamento com doses crescentes de GYY4137 (0,3 — 30 nmol/sitio, i.d.) inibiu o prurido
agudo induzido por histamina ou cloroquina e reduziu o influxo de neutréfilos frente ao
C48/80, mas ndo afetou o extravasamento plasmatico induzido por histamina ou C48/80. O
bloqueio das enzimas geradoras de H,S maximizou o prurido e o influxo de neutrofilos
desencadeado por C48/80. O pre-tratamento com a glibenclamida (10 mg/kg; i.p, -30 min),
bloqueador dos canais de Katp, Nndo reverteu o efeito do doador de H,S de liberacdo rapida
sobre o prurido agudo e inflamacdo induzidos por histamina. Em animais com psoriase, 0
tratamento (i.p.) com 0 GY'Y4137 reduziu (P<0,05) a inflamacdo cutanea (escores PASI) e 0
prurido, assim como inibiu o0 eixo NF-kB-caspase-1-IL-1p, e aumentou a atividade das
enzimas antioxidantes (catalase, GST, GR e GPx). A pele de animais com psoriase exibiu
menor capacidade na sintese de H,S, que foi paralela & menor expressdo da enzima
Cistationina-p-sintetase (CBS). O bloqueador da enzima Cistationina-y-liase (CSE) né&o
interferiu no escore PASI ou prurido. Conclui-se que moléculas doadoras de H,S representam
novos alvos terapéuticos no controle da inflamagdo aguda ou imunomediada associada a
percepcao de prurido agudo ou crénico. No microambiente inflamatorio agudo, 0 mecanismo
envolvido é independente da ativagdo de canais de Katp, enquanto no crénico (psoriase) é
dependente, em parte, da inibicdo da ativacdo do eixo NF-kB- caspase-1-1L-1p e aumento das
defesas antioxidantes.

Palavras chaves: Sulfeto de hidrogénio. Prurido. Inflamagdo cutinea. Psoriase. Histamina.
GY'Y4137. Atividade antioxidante. Camundongos.



Abstract

Rodrigues L. [Antipruritic effects of hydrogen sulfide (exogenous and endogenous) on acute
and chronic pruritus in the mice skin]. [Ph. D. thesis (Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2017

Pruritus, like pain, is an aversive sensory experience associated with the scratching desire.
Previous findings from this group demonstrated that hydrogen sulphide (H,S) donor
molecules, a new endogenous mediator, when intra-dermal injected, reduced acute histamine
and cutaneous inflammation induced by histamine or compound 48/80 (C48/80) on the dorsal
skin of mice, suggesting the involvement of H,S in the control of amine-mediated pruritus.
However, little is known about the mechanisms involved in the induction or inhibition of this
sensorial perception (acute or chronic) and the participation of H,S. In order to get a better
understanding, the objectives of this study were: i) to test and characterize the mechanisms
involved in the protective effects of different H,S donors molecules (fast and slow release) on
acute pruritus and associated inflammation induced by histamine dependent and independent
stimuli; ii) to investigate the endogenous production of H,S and the enzymes involved in its
synthesis in healthy and unhealthy/disease murine skin; and iii) to standardize a model of
chronic pruritus associated with the psoriasis area severity index (PASI) in the inflamed skin,
and to investigate the protective effect of a slow release H,S donor (GYY4137). The
behaviour evaluation of acute pruritus and cutaneous inflammation (plasma extravasation,
neutrophil influx) was performed alongside with different stimuli with or without the co-
treatment (i.d.) with H,S donors in Balb/C mice. Experimental psoriasis was induced by
topical application of imiquimod cream (IMQ 5%) on the dorsal skin, for 5 consecutive days,
and at the same time, groups with the disease were treated intraperitoneally (i.p.) with
GY'Y4137 at different doses (25 — 100 mg/kg). Records of pruritus and PASI were obtained
during psoriasis induction, and biochemical and molecular analyses were performed at the end
of the experiment. Firstly, treatment with increasing doses of GYY4137 (0.3 — 30 nmol/site,
i.d.) inhibited acute pruritus induced by histamine or chloroquine and reduced the neutrophils
influx induced by C48/80, without affecting histamine or C48/80 plasma-induced
extravasation. Secondly, blocking the H,S-generating enzymes potentiated pruritus and the
neutrophils influx triggered by C48/80. Pretreatment with glibenclamide (10 mg/kg; i.p., -30
min.), a Katp channel blocker, did not reverse the effect of the fast-release H,S donor on acute
pruritus and inflammation induced by histamine. Finally, psoriatic animals, treated with
GYY4137 (i.p.) showed a lower skin inflammation (PASI scores) and pruritus as well as the
NF«kB-Caspasel-IL-1B axis inhibited (P>0.05), and increased activity of antioxidant enzymes
(catalase, GST, GR and GPx). The skin of psoriatic animals exhibited a lower capacity to
synthetize H,S, which was parallel to expression of the enzyme Cystathionine-p-synthetase
(CBS). The Cystathionine-y-lyase (CSE) enzyme blocker did not interfere with the PASI or
pruritus score. We may conclude that H,S donor molecules represent new therapeutic targets
to the control of acute or immune-mediated inflammation associated with the perception of
acute or chronic pruritus. Also, in the acute inflammatory microenvironment, the mechanism
involved is independent of Karp channels activation, whereas in the chronic condition it is
partly dependent on the inhibition of NF-kB-caspase-1-IL-1p axis activation and increased
antioxidants defence.

Keywords: Hydrogen sulphide, Pruritus, Cutaneous inflammation, Psoriasis, Histamine,
GYY4137, Antioxidant activity, Mice.
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3MP 3-mercaptopiruvato

3MST 3-Mercaptopiruvato sulfurtransferase
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ATM Ourotiomalato de Sodio
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bovina
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HTAB Brometo de Hexadeciltrimetilamonia

IL Interleucina



IMQ
INF
KRP
LR
M2VP

MPO
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NADPH

NF-kB
NO
PAGE
PAR
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PMSF
SDS
SOD
SP
TLR
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TNF
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Reagente de Lawesson
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Mieloperoxidase
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nicotinamida e adenina

Fator Nuclear kappa B

Oxido Nitrico

Eletroforese em gel de poliacrilamida
Receptor Ativado por Proteinase
Fosfolipase C

Fluoreto de fenilmetilsulfonilo
Dodecil sulfato de sddio
Superéxido Dismutase
Substancia P

Receptores do tipo toll

Acido tionitrobenzdico

Fator de necrose tumoral

Receptor de Potencial transiente
Anquirina tipo 1

Receptor de Potencial transiente
Valinoide tipo 1

Tiredoxina Redutase

2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-
2H-tetrazolio-5-carboxanilida



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — llustracdo esquematica das vias de condugao para 0 Prurido..........cccceeererveienuennns 20
Figura 2 — llustracdo da pele normal € COM PSOFTASE. .......ecveererierieirie e 22
Figura 3 — Biossintese de H,S em células de mamiferos.. .........ccocvvvvviviiieieienene e, 26
Figura 4 — Esquema representativo da inducdo e mensuragéo do prurido agudo. .................. 35
Figura 5 — Diagrama detalhado sobre a mensuracdo de parametros inflamatorios................. 36
Figura 6 — Inducdo e analise da psoriase experimental.. ............cccooveveiiieiieeiesie s 41
Figura 7 — Efeito do GY'Y4137 no comportamento de prurido em camundongos. ................ 52
Figura 8 — Efeito do Na,S sobre o comportamento de prurido induzido por C48/80 em

(o721 010 0o (o] g o o 13RS 53
Figura 9 — Efeito do GY'Y4137 no extravasamento plasmatico induzido por histamina e
C48/80 na pele dorsal de CamuUNUONGOS. ......cveveiiiriiiiriisieee e 55
Figura 10 — Curva dose-efeito do GY'Y4137 no aumento da atividade da MPO frente a
injecdo i.d. do C48/80 na pele dorsal de camunNdONQOS..........ccvevievieeiiiiieeseeie e 56
Figura 11 — Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre o prurido agudo
INAUZIAO POF CABIBO. ..ottt ettt e te et esbe e beeneesreetesneesreenee s 57
Figura 12 — Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre a atividade da enzima
MPO INduzida POr CAB/80..........coiiieiiieiese ettt 58
Figura 13 — Geragao de H,S na pele dorsal naive e inflamada. ............ccooeviriiiininninen 59
Figura 14 — Efeito inibitério dos doadores de H,S na desgranulacéo in vitro de mastocitos
INAUZida POr C48/80 1N VITIO.......eiuiiiieiiiieieeee sttt 60
Figura 15 — Efeito dos doadores de H,S sobre a desgranulacdo de mastdcitos no mesentério
(0L 101U 62
Figura 16 — Efeito dos doadores de H,S sobre a desgranulacdo de mastdcitos na pele dorsal

o L3 or= T 01010 To (o] oo o L3RS 63
Figura 17 — Bloqueio do canal de Katp ndo reverte o efeito protetor do Na,S sobre o
extravasamento plasmatico e o prurido induzido por histamina. ...........cccccevevevenn e se s 65
Figura 18 — Relacéo dose e tempo-resposta da cloroquina na inducdo do comportamento de
Prurido em CAMUNAONGOS. .....oovetiiiitiitieieeiet ettt sttt e bbbt besneeneas 67
Figura 19 — Efeito do GY'Y4137 no comportamento de prurido induzido por cloroquina em

(or= 141010 [T g o o 13 OSSR 68
Figura 20 — Caracterizacdo dos sinais clinicos no modelo de psoriase experimental induzida
0101 1 1Y, [ SRR 70
Figura 21 — Efeito do tratamento sistémico com GY'Y4137 sobre os sinais da psoriase em

(ot 0 0101010 0] To 0 L3PPSO PP PP 72
Figura 22 — Efeito do GY'Y4137 no prurido espontaneo em camundongos com psoriase
INAUZIdA POF IIMQ.. ..ot b ettt e bbbt b e 73
Figura 23 — Efeitos do tratamento sistémico com GYY4137 na pele dorsal de camundongos
COIM PSOFTASE. ....vveveeuteeuee it ete et e eteeete et e s teeeteeseeete e beeseesaeesbeesseabs e beesteeseesaeesseesseabeebeensesaeeneennenns 75

Figura 24 — Efeito do GY'Y4137 no nimero de leucdcitos totais no bacgo e sangue periférico
de camundongos com psoriase induzida por IMQ.. ......ccccceiiiiiiie i 76



Figura 25 — Efeito do tratamento com GY'Y4137 sobre os leucdcitos circulantes em

camundongos com psoriase induzida por IMQ. ........cccooiiiriiiiiene e 78
Figura 26 — Efeito do GY'Y4137 sobre a atividade de enzimas antioxidantes na pele dorsal de
camundongos com psoriase induzida Por IMQ .........cceiiiriniiiene e 80
Figura 27 — Efeito do tratamento com GY'Y4137 sobre a concentracao de citocinas na pele
dorsal de camundongos com psoriase induzida por IMQ.........ccceciiieiiere e 82
Figura 28 — Efeito do tratamento com GYY4137 sobre a ativacdo do NF-kB na pele dorsal de
camundongos com psoriase induzida por IMQ.. .......ccceiieiiiieieee e 83
Figura 29 — Avaliacédo do tratamento com 0 GY'Y4137 sobre a expressao de caspase-1 (p10)
na pele dorsal de camundongos com psoriase induzida por IMQ .........ccocevevereieniene s 84
Figura 30 — Avaliacéo do tratamento com 0 GY'Y4137 sobre a expressao de IL-1p na pele
dorsal de camundongos com psoriase induzida por IMQ.........cccccvvviiiiieierere e 85
Figura 31 — Avaliacdo da sintese de H,S pela formacdo de sulfeto de chumbo em tecidos de
CAMUNAONYOS NATVE.. ©..vvivieieeeieiteeite et e steeste et e ete e te e e sseestaessesseesseeteeseesseesseasseaseeteensesseesseeneenns 87
Figura 32 — Efeito da psoriase experimental induzida por IMQ sobre a sintese de H,S na pele
dorsal de CAMUNUONGOS.. ...cvieeiiieeie ettt et e e be e s re et e ereesbeesbeeneesreenreenee e 88
Figura 33 — Avaliagdo da psoriase experimental induzida por IMQ sobre a expressao de
enzimas geradoras de H,S na pele dorsal de camundongos. .........cccocvvvereiienieeneeie e 90
Figura 34 — Efeito da inibi¢do da enzima CSE sobre o desenvolvimento da psoriase
experimental induzida Por IMQ. ......oooiii s 92

Figura 35 — Efeito da inibicdo da sintese enddgena de H,S sobre a contagem de células totais
no sangue periférico e alteracdes no baco dos animais com psoriase induzida por IMQ. ....... 93



SUMARIO

LRI 10] 516 107:X @ X 18
1.1 Prurido aQUAO € CEOMICO ....c.eiuiiiieiiiesieeete ettt bbbttt b b e s 18
1.2 Sulfeto de hidrogénio (H,S): histérico, biossintese e catabolismo..........c.cccccoveveiiiicie e, 23
1.3 Efeitos DIiolAgiCoS O HaS .....ooooiiiece et 26
A T ] 1) Tor= LAY W (oI o] ] =1 0 ISP 31
1.5 Objetivos e estratégias para alCanGa-10S..........c.ccciiieiiiiiie i 33
2 MATERIAL E METODOS ..ottt ses et ses st sane e 34
2.1 AANIMIIS. ...ttt bbb R h bR bR bbbt b ettt 34
2.2 Inducéo e quantificaco do prurido agUAO .........ccceoeiiieiiiiice e 34
2.3 Quantificacdo do extravasamento plasmAatiCo CULANEO .........c.ccvvvriierieriereeeeese e 35
2.4 Quantificacdo da atividade da MielOPeroXidase ..........cceveiiiririiienene e 36

2.5 Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre o prurido agudo e o influxo de

NEULTOTIIOS ...t b bbb bbbt bt 37
2.6 Avaliacéo da producédo de H,S durante a inflamagao aguda ...........cccccveveviviienenene e 37
2.7 Avaliagdo da desgranulagdo de MAaStOCITOS .........c.eiriririeiieirie e 38
2.7.1 Isolamento de mastécitos e quantificacdo da liberacéo de histamina via HPLC MS/MS............. 38
2.7.2 Analise da desgranulacao de mastocitos por microscopia intravital ............cccoceeeviierienieneriennn. 39
2.7.3 Andlise histologica de mastdcitos desgranulados na pele dorsal ..., 39

2.8 Efeito do tratamento farmacol6gico com o bloqueador dos canais de Karp Na acdo anti-

pruritogénica e anti-inflamatoéria do H,S frente a histamina.............ccccccoeviveiiiievcie e, 40
2.9 Quantificacdo do prurido desencadeado por cloroquina e o efeito do GYY4137 ..........cc........ 40
2.10 Induc@o da psoriase eXPerimental ... 40
2.11 Avaliagdo dos sinais clinicos e do prurido crénico na psoriase experimental........................ 40
2.12 Quantificacao de esplendcitos, leucécitos no sangue e de neutrofilos na pele dorsal ............. 42
2.13 Andlise histolOQICa da PEIE........cviuiiiiieie e 42
2.14 Avaliacéo da atividade de enzimas antioxidantes na pele dorsal............ccccooeviiiiiiciicinnnns 43
2.14.1 Tioredoxina redutase (TIXR) ......oieiueiiriiise sttt sttt bbb 43
2.14.2 Superdxido diSMULASE (SOD) ......cueiiiiiiieiiieieie ettt ettt 44

2. 04,3 CatAlASE. ... et et e e —teeee e e e e ———teeeeetaa—————teeeaeeaa—————aeaeaaaa———— 44



2.14.4 Glutationa PeroXidase (GPX) ......cuccuciiiiiieieiieiiese st esese et e st sae e e e e e e stesta e e e sresraesresrees 45

2.14.5 Glutationa redutase (GR)........oiiieieieieisi sttt 45
2.14.6 Glutationa S-transferase (GST) ...uciiiiii ettt te e e sreeraesrenre s 46
2.15 Determinacdo da razdo entre os niveis de glutationa oxidada e a glutationa reduzida
(GSSG/GSH) como marcador de eStresse OXidatiVO ........ccccveveriiiereneeie e 46
2.16 Quantificacdo de citocinas na pele dorsal de animais com PSOriase.........ccocceveviveveieeiienennnns 47
2.17 Quantificacdo do NF-kB na pele murina com pSOriase ...............cccccevvvevieiiiiieieneenese e e 48

2.18 Avaliacdo da expressdo proteica de Caspase-1, IL1p, CSE e CBS na pele dorsal de

CAMUNAONGOS COM PSOFTASE ..c.vevrerveiteeuiesteereeiesteeseestesseestestesseestestaestesteeseesbesseessesteessestestaesesteeseessenseas 48
2.19 Quantificagdo da producéo de H,S na pele dorsal de animais com psoriase..........cc.ccocerveneen. 49
2.20 ANAIISE BSTALISTICA ......vcvieeiiietiie ettt 50
S RESULTADOS . ...ttt bbbt b e bt s bt e s bt e e s e e s b e e b e e s beenbeesbbeebbeenbeebeenbee e 51

3.1 Efeito do doador de H,S de liberacéo lenta, GYY4137, no prurido agudo induzido por vias

histaminérgicas Na PEIE MUIINA .........cccviii e be e b sre e re s 51

3.2 Efeito do doador de H,S de liberacdo rapida, Na,S, no prurido agudo induzido por vias

histaminérgicas Na PEIE MUIINA .........cccviii it be et sre e e sreens 53

3.3 Curva dose-efeito do GYY4137 no extravasamento plasmatico produzido por histamina e

C48/80 na pele dorsal de CamMUNAONGOS........c.ccveiiiiieiieeieie ittt sre e sre s be e sreeraesresre s 54
3.4 GYY4137 reduz o influxo de neutrdfilos induzido por C48/80 na pele murina ............c.......... 56
3.5 Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S no prurido agudo na pele murina......... 57
3.6 Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre o influxo de neutrofilos................ 58
3.7 Produgéo de H,S na pele dorsal na inflamagdo aguda.............ccccoovriiiienincnece e 59
3.8 Efeitos dos doadores de H,S na desgranulacao de mastdcitos induzida por C48/80................ 60

3.8.1 Doadores de H,S reduzem a liberacéo de histamina de mastdcitos desgranulados por C48/80 in

3.8.2 Doadores de H,S reduzem a desgranulacao de mastdcitos induzida por C48/80 in vivo ............ 61
3.9 Envolvimento dos de Katp no efeito protetor do H,S no extravasamento plasmatico e no
L T o PSSR 64

3.10 Padronizacao da relacéo dose e tempo-resposta do prurido frente a cloroquina................... 66

3.11 Efeito do tratamento com GYY4137 no prurido induzido por cloroquina...........c.ccccceeruennee. 68



3.12 Caracterizacdo dos sinais clinicos no modelo de psoriase induzida por Imiquimode (IMQ)

LTl or=Ta 0 TUT T o] T oSS SSSSR 69
3.13 Relacédo dose-efeito do GY'Y4137 sobre os sinais clinicos na psoriase experimental.............. 71
3.14 Relacdo dose-efeito do GY'Y4137 sobre o prurido espontaneo em animais com psoriase.....73
3.15 GY'Y4137 atenua as alteragdes histopatoldgicas na pele murina com psoriase.............c........ 74

3.16 Avaliacdo dose-resposta do GYY4137 sobre o nimero de leucdcitos totais no sangue e bacgo
de ANIMAIS COM PSOTTASE .....vieeiitetirieieetee ettt se bbbt btk bbb bbbt bt bbbt et n b 76

3.17 Avaliacdo dose-resposta do tratamento com o GYY4137 sobre a leucocitose em
CAMUNAONGOS COM PSOTTASE ....uvuvritiretistesistesestee st st et sttt sttt eb e b e b e s b e s et e st st e sttt st e e et e e be et 77

3.18 Efeito do GY'Y4137 sobre a atividade de enzimas antioxidantes na psoriase experimental .79
3.19 Relacdo dose-efeito do GYY4137 sobre a concentracdo de citocinas na pele dorsal.............. 81

3.20 Avaliacdo dose-efeito do GYY4137 na ativagdo do fator de transcricdo NF-kB na pele

dorsal de camunNdONQgOS COM PSOFTASE......ccveueiieeiiitiieeiteste st este e e stesre e e e stesreeeeste e e e srestaeseesteereesresres 83

3.21 GYY4137 reduz de forma dose-dependente a expressdo de caspase-1 na pele dorsal de

CAMUNAONGOS COM PSOFTASE ..cuvivreviiteette st eteeiesteereeste s e e stestesseestesteestesteessesbesseestesbesseestestaesesteaseestesses 84

3.22 Avaliacao dose-efeito do GYY4137 na expressdo de IL-1p na pele dorsal de camundongos

COM PSOFTASE. .. veettete et ettt ettt et e st e st e et e st e e te e besbeets e besaeebesbeeasesbesbeesbesbeeseesbeaheeseesbeeseestesbeeneesteateestenrees 85
3.23 Pele NAIVE PrOTUZ HoS.....ooeiece ettt et be s te e e s be et steare s 86
3.24 Redugdo na producéo de H,S na pele dorsal de animais com psoriase..........ccccvevvrvrereerienenn. 88
3.25 A expressdo de enzimas geradoras de H,S é reduzida na pele murina com psoriase ............ 89
3.26 O bloqueio da sintese de H,S ndo agrava os escores (PASI) da psoriase .........ccccceeverrennnnen. 91

3.27 O bloqueio da sintese enddgena de H,S nao interfere na celularidade e esplenomegalia no

paloTo (=l (oo L=l o1 o] T Ty OSSPSR PRSP 93
B DISCUSSAD ...ttt 94
B CONCLUSODES ..ottt an s 108

REFERENCIAS ..ottt et e e et e e et e s e e e et et e e s es et e e e et et e s e e es et e s eees et ereees et eee e esereeeesanane 110



18

1 INTRODUCAO

1.1 Prurido agudo e crénico

O prurido (coceira) em sua forma aguda, assim como a dor, serve CoOmo um
mecanismo de autoprotec¢do, pois ajuda a preservar o corpo de danos deflagrados por agentes
externos lesivos/irritantes que tenham ultrapassado a barreira epidérmica e penetrado na pele,
0 ato de cocar-se € uma resposta motora que pode livrar o corpo do estimulo lesivo (Ikoma et
al., 2006). Alteracbes na homeostase da pele, observadas principalmente em doengas
dermatoldgicas, tais como urticdria, eczema atdpica, mastocitose cutanea, dermatites e
psoriase, apresentam como sintoma comum o prurido crénico, neste contexto a sensacdo de
coceira ndo possui valor protetor e pode causar grande prejuizo para a qualidade de vida dos
seus portadores (Greaves, Wall, 1996; Yoshipovitch et al., 2003; Pettigrew et al., 2010).

Sabe-se que a coceira pode ser evocada por diversos mediadores, conhecidos
coletivamente como pruritogénicos, no contexto do prurido, a histamina é o mediador mais
amplamente estudado (lkoma et al., 2006; Jeffry et al., 2011). Além disso, estd bem
estabelecido que a aplicacdo intradérmica (i.d.) de histamina na pele de mamiferos induz
eritema reflexo-axonico, caracterizado por vasodilatacdo neurogénica e edema, decorrente da
liberacdo de neuropeptidios, como a substancia P (SP) e do peptideo vasodilatador
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) liberados das fibras CMipist+) (Schmelz et al.,
2000). Os efeitos da histamina, com relacdo a inflamacdo e coceira, decorrem
preferencialmente da ativacdo dos receptores (metabotrépicos) H;. Todavia, quatro subtipos
de receptores para histamina (H; — Hs) sdo conhecidos (Hill et al., 1997; Oda et al., 2000),
sendo o receptor H, também responsavel por mediar o prurido (Bell et al., 2004; Dunford et
al., 2007).

A histamina encontra-se amplamente distribuida no organismo, predominantemente
estocada em granulos intracelulares de mastécitos, juntamente com proteases e heparina de
alto peso molecular, em concentra¢cdes que variam de 1 a 4 pg por célula (Church, Levi-
Schaffer, 1997). Dados experimentais in vivo e in vitro mostram mecanismos de liberacdo de
componentes granulares armazenados em mastocitos via emprego de ferramentas
farmacologicas, como o composto 48/80 (C48/80). Essa ferramenta possui a propriedade de
desgranular mastocitos via interacdo direta com estruturas receptoras (Proteina Gj; e Gis)
presentes na membrana dessa célula. Isto estimula sinaliza¢Ges intracelulares, dependentes de

fosfolipase C (PLCP), que leva a sintese de segundos mensageiros e aumento de ca®
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intracelular, o qual favorece o rompimento de granulos, liberando a histamina e outros
mediadores do interior da célula (Sugimoto et al., 1998; Kim et al., 1999; Ohta et al., 2002; de
Vasconcelos et al., 2011; Suh et al., 2011).

Além de atuar em receptores especificos (H; e Hy) para promover prurido, alguns
estudos sugerem a co-participacdo dos receptores de potencial transiente (ex.: vanilGide -
TRPV1). Nesse sentido, Shim et al. (2007), mostram que o pré-tratamento de camundongos
com o antagonista de TRPV1 (capsazepina) reduz o comportamento de coceira induzido pela
injecdo i.d. de histamina. Os mesmos autores observaram que animais nocautes de receptores
TRPV1 exibiram menor comportamento de coceira frente & histamina em relacdo aos
selvagens (Shim et al., 2007). Estudos in vitro demonstram que a co-transfeccdo (cDNA) dos
receptores H; e TRPV1 de ratos em cultura de células embrionérias de rim humano (HEK
293T) aumentam o influxo de correntes de Ca** apés adicdo de histamina, comparado &
cultura transfectada somente com receptores H;. Mecanismos de sinalizagdo intracelular, tais
como ativacdo da PLCB3 (Nicolson et al., 2002), foram propostos para explicar o cross-talk
entre os receptores H; e TRPV1 na geragdo do prurido.

Além da importancia dos receptores de potencial transiente (TRPV1) no prurido
induzido por histamina, mecanismos que conduzem ao prurido independente da histamina
destacam a importancia do receptor de potencial transiente do tipo anquirina (TRPAL).
Wilson et al. (2011), demonstraram que cloroquina (farmaco utilizado para o tratamento de
malaria) induz prurido através da ativacdo de receptores da familia Mrgpr (Mas-related G
protein—coupled receptor), subtipos A3 e C11, via mecanismo dependente de TRPALl. O
agonista enddgeno do receptor MrgprC11 foi identificado e denominado como BAMS8-22
(Liu et al., 2011). Animais knockout para TRPA1 demonstraram acentuada reducgdo do
prurido, induzido por cloroquina e BAM8-22, quando comparados aos selvagens (Wilson et
al., 2011).

Reforcando o conceito de vias independentes da histamina, foi demonstrado que a
estimulacdo elétrica de baixa intensidade e alta frequéncia na pele evoca prurido em humanos,
mas ndo causa O eritema resultante do reflexo-axonico tipico da histamina, efeito esse
caracteristico da ativacdo das fibras CMipist+3. ISto sugere que vias neuronais perifericas
independentes participam da conducdo do prurido (lkoma et al., 2005). De fato, duas
populacdes de neurdnios responsaveis pelo processamento da coceira foram identificadas no

trato espinotalamico de macacos, sendo uma populacdo responsiva a histamina, e a outra a
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mucunaina, uma cisteina protease presente nos tricomas da leguminosa Mucuna pruriens,

tipica de regides tropicais (Figura 1; Davidson et al., 2007).

- B e T o Cowhage

@ Mast cell

“Histamine

C-polymodal terminal

Histamine 1/4 @
Y

Blood vessels

,cxvn ]

) £

GRPR

o =

C-mechanically insenstive terminal Central terminals Spinal interneurons

Spinothalamic
tract

Spinal cord

Figura 1 — llustracdo esquematica das vias de condugdo para o prurido. (a) fibras C polimodais
ativadas por estimulos ndo histaminérgicos, mucunaina liberada de tricomas (cowhage), ativa PAR, no
terminal sensorial. (b) ativagdo das fibras CMipise; por histamina e outros mediadores como
cloroquina (sob o receptor MrgpA3), esta ativagdo leva a liberagdo de mediadores pro-inflamatorios
como SP e CGRP. (c) fibras aferentes polimodais C e CMips.;, estabelecem sinapses no corno da raiz
dorsal na medula com neurénios de proje¢éo, ascendendo para o tdlamo.

Fonte: Davidson e Giesler, 2010.

Registros de potenciais de acdo em fibras C no nervo fibular em humanos
demonstraram que a mucunaina ativa nociceptores polimodais, mas ndo estimula as fibras
CMuipist+) (Namer et al., 2008). Os receptores ativados por proteinases do tipo 2 e 4 (PAR; e
PAR;; Reddy et al., 2008) sdo alvos da agdo pruritogénica da mucunaina, 0S quais
interessantemente estdo também envolvidos no prurido de pacientes acometidos por dermatite
atopica (Steinhoff et al., 2003). Reforcando tais achados, observou-se que a injecdo i.d. de
triptase em camundongos produz coceira, que foi inibida por FSLLRY-NH,, um antagonista
de receptores PAR; (Ui et al., 2006). E interessante acrescentar que, segundo Tsujii et al.
(2008), os receptores PAR; ¢ PARy participam da indugdo do prurido via mecanismos que,
em parte, dependem da liberacdo de histamina de mastdcitos cuténeos, visto que o anti-
histaminico H; (terfenadina) reduz o prurido induzido por agonistas dos receptores PAR; e

PAR;. O envolvimento dos receptores PAR; no prurido evocado por histamina foi descartado,
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pois a terfenadina néo inibiu o prurido evocado por agonistas dos receptores PAR>, sugerindo
que o prurido mediado por PAR; é dependente da ativacdo direta das fibras sensoriais.

Embora a literatura seja vasta no conhecimento de que a histamina e outros
mediadores endogenos (proteases, neuropeptideos, bradicinina e outros) e substancias
exogenas (toxinas, principios ativos) estimulam positivamente vias de sinalizagdo envolvidas
na conducédo do prurido, os avangos na terapia desse sintoma ainda séo discretos, resumindo-
se preferencialmente aos farmacos anti-histaminicos. Todavia, essa terapia farmacologica nem
sempre é satisfatdria para o prurido agudo em pacientes refratarios ou com prurido crénico,
destacando assim a importancia de mecanismos periféricos independentemente dos receptores
de histamina (Handwerker, 2010).

Considerando que o prurido cronico € uma condicdo observada em muitas doencas
dermatoldgicas, o tratamento deste sintoma é importante quando se considera a qualidade de
vida do paciente, mas também no sentido de prevenir o agravamento de lesdes na pele,
provocadas pelo ato de cocar-se (Ikoma et al., 2006). Dentre as doencas dermatoldgicas, a
psoriase é uma das mais comuns, sua prevaléncia é de aproximadamente 2 - 3% da populacéo
mundial. Existe pouco conhecimento sobre a etiologia desta doenca, entretanto sabe-se que a
psoriase esta relacionada com fatores genéticos e pode ser desencadeada apds infeccoes,
traumas, situacdes de estresse, consumo de alcool, entre outros (Mabuchi et al., 2012; Naldi,
2013).

Além do prurido intenso, os sinais dessa doenca incluem formacdo de placas
psoriaticas, de aspecto escamoso e eritematoso, principalmente na pele das articulagdes
(cotovelos, joelhos), couro cabeludo, umbigo e regido lombar. Morfologicamente, a pele
afetada apresenta hiperplasia de queratindcitos, que induz espessamento da epiderme
(acantose psoriasiforme), retencdo do nucleo no estrato corneo (paraqueratose), infiltrado
celular inflamatdrio, composto por neutrofilos e células apresentadoras de antigenos (células
dendriticas e macréfagos), além de intensa angiogénese (Figura 2; Nograles et al., 2010;
Naldi, 2013).
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Figura 2 — llustracdo da pele normal e com psoriase. A pele com psoriase demonstra diversas
alteracfes em sua estrutura, com destaque para hiperplasia de queratindcitos, infiltrado de células
inflamatdrias e angiogénese.

Fonte: Crow, 2012 (Adaptado).

Apbs ativacdo das células dendriticas, ocorre sua migracdo para os linfonodos e
apresentacdo de antigenos para os linfocitos T. Ap6s a apresentacdo dos antigenos, 0s
linfocitos T diferenciam-se em células Thl e Th2. As células Thl secretam citocinas e
quimiocinas, tais como intérferon y (INF y) e o fator de necrose tumoral o (TNFa), entre
outras, em um sistema que favorece a manutencdo da inflamacdo da pele na psoriase (Lima,
Lima, 2011; Nestle et al., 2009).

A perpetuacdo da psoriase envolve alteragdes no sistema imune inato (queratindcitos,
células dendriticas, macrofagos, mastocitos, neutrofilos e células endoteliais) e no sistema
imune adquirido (linfécitos T) (Bos et al., 2005; Sanchez, 2010). Muitos fatores ambientais
sdo responsaveis pela ativacdo do sistema imune inato e desencadeamento do processo
inflamatdrio na pele, entretanto a ativacdo de receptores do tipo toll like (TLR) por ligacéo
com antigenos infecciosos parece atuar como um mecanismo alternativo no desencadeamento
da psoriase (Nestle et al., 2009). Neste sentido, a utilizacdo de Imiquimode (IMQ), um
farmaco agonista de receptores TLR7 e TLRS8, com atividade antiviral e antitumoral, para o
tratamento de alteragcbes na pele, como no tratamento tépico do virus papiloma humano

(HPV), foi relacionado com a exarcebacdo da psoriase em pacientes com a doenca ou ainda
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com o aparecimento da enfermidade em pessoas saudaveis (Gilliet et al., 2204; Fanti et al.,
2006).

Modelos animais desenvolvidos para o estudo da psoriase confirmaram que o IMQ
mimetiza em camundongos, 0s sinais e sintomas caracteristicos da psoriase observados em
pacientes com a doenca (Gilliet et al., 2004; van der Fits et al., 2009; Sun et al., 2014; Flutter,
Nestle, 2013).

1.2 Sulfeto de hidrogénio (H.S): historico, biossintese e catabolismo

O sulfeto de hidrogénio (H,S) é um géas incolor, solivel em agua e com odor
caracteristico de ovo podre (Szabo, Papapetropoulos, 2017). Conhecido durante muito tempo
como poluente ambiental, por décadas foi relacionando com casos de envenenamento de
trabalhadores durante exposi¢cdo ocupacional em diversas atividades industriais, entre elas a
producdo de celulose, fibra sintética, ceramica, além do tratamento de esgoto urbano e
reciclagem de lixo (Reiffenstein et al., 1992; Watt et al., 1997). Na industria do gas natural o
sulfeto de hidrogénio representa um grande problema, em especial para 0 segmento do gas
acido (gas natural com elevada concentracdo de enxofre). O enxofre pode ser reduzido para
sulfeto de hidrogénio durante a prolongada degradacdo de material organico no subsolo,
responsavel por formar petréleo e gas natural. Em alguns campos de extracdo, o sulfeto de
hidrogénio chega a atingir 35% da constituicdo do gas é&cido. Destacando, assim, a
necessidade de protecdo durante a exposicdo ocupacional dos trabalhadores neste setor
(Guidotti, 1994).

Um dos mecanismos responsaveis pela toxicidade do H,S é decorrente da sua
capacidade em bloguear a enzima citocromo C oxidase, inibindo a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, prejudicando o metabolismo energético (Khan et., 1990; Dorman et al.,
2002). A curva de exposicdo/resposta para letalidade do H,S é extremamente abrupta, onde os
efeitos tdxicos no organismo sdo determinados principalmente pela sua concentracdo, ao
invés de uma relacédo entre a concentracdo e o tempo de exposic¢ao (Guidotti, 1996). O limiar
para percepcdo do odor do H,S situa-se entre 0,01-0,2 ppm, enquanto os efeitos tdxicos
iniciais como nausea, enxaqueca e lacrimejamento dos olhos ocorrem na faixa de 1-5 ppm, o
aumento da concentracdo desencadeia efeitos toxicos mais acentuados, como irritacdo dos

olhos e pulmé&o (20-50 ppm), paralisia do nervo olfatorio (150 ppm), edema pulmonar (250-
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500 ppm), perda da consciéncia e morte por paralisia respiratdria (500-1000 ppm)
(Beauchamp et al., 1984).

Apesar do conhecido efeito toxico, o entendimento sobre o H,S ganhou uma nova
perspectiva apos a descoberta de sua sintese endégena em mamiferos (Stipanuk e Beck, 1982;
Griffith, 1987) e posteriormente com primeiro relato da importancia fisiologica deste gas por
Abe e Kimura (1996), onde fora sugerido um papel neuromodulador para 0 H,S no cérebro,
por meio do aumento da resposta induzida por receptores NMDA em neuronios do
hipocampo. Estes resultados alavancaram a pesquisa cientifica sobre este gas e sua
participagdo em sistemas biologicos, deste entdo, muitos trabalhos descreveram o papel do
H.S em fendmenos fisioldgicos e patoldgicos, entre eles regulacdo da pressdo sanguinea
(Yang et al., 2008; Roy et al., 2012; Dongo et al., 2017), secrecao de insulina (Kaneko et al.,
2006; Ali et al., 2007; Moustafa, Habara, 2016), nocicepcdo (Distrutti et al., 2006; Kawabata
et al., 2007; Cunha et al., 2008; Teicher et al., 2017), inflamag&o (Chen et al., 2009; Dufton et
al., 2012; Li et al., 2005; Zimmermann et al., 2017) dentre outros. Em virtude dos diversos
resultados demonstrando a importancia do H,S durante a Gltima década, sua imagem foi
transformada de gas temido e desagradavel a uma molécula com importante papel enddgeno
(Wang, 2012).

Atualmente o H,S é considerado juntamente com o 6xido nitrico (NO) e monoxido de
carbono (CO), membro da familia de mediadores biologicos denominados gasotransmissores
(Szabo, 2007). A producdo enddgena do H,S em mamiferos ja foi descrita e diversas vias para
sua sintese foram caracterizadas, onde as mais amplamente estudadas sdo decorrentes da acdo
das enzimas cistationina-y-liase (CSE) e cistationina-p-sintase (CBS) ambas dependentes do
co-fator 5°-fosfato de pirodoxal (vitamina Bg) (Stipanuk e Beck, 1982). As enzimas CBS e
CSE utilizam principalmente L-cisteina como substrato para producdo de H,S (Fiorucci et al.,
2006; Rose et al., 2017). Este aminoacido pode ser obtido diretamente da dieta alimentar, ou
por meio de uma reacdo de condensacdo de serina com homocisteina, gerando cistationina e
agua em reacdo catalisada pela CBS, cistationina pode ser convertida para cisteina atraves da
CSE. Além de cisteina, CBS e CSE podem utilizar outros substratos para sintese de H,S. A
enzima CBS pode catalisar a condensacdo de cisteina e homocisteina, gerando cistationina e
H.S (Chiku et al., 2009). Por sua vez, a enzima CSE pode utilizar homocisteina diretamente
como substrato para sintese de H,S ou cistina (dimero de cisteina), em uma reagdo que resulta
na producdo de piruvato, amonia e tiocisteina, subsequentemente CSE pode utilizar tiocisteina

para produzir cisteina e H,S (Figura 3).
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Além do entendimento das vias de sintese de H,S, muitos estudos concentram-se em
caracterizar a distribuicdo tecidual destas enzimas. A enzima CBS é considerada como a
principal fonte fisioldgica de H,S no SNC (Moore et al., 2003; Kimura, 2015). Inicialmente
foi demonstrado que homogenatos do cérebro de ratos sdo capazes de produzir H,S, e que este
processo foi inibido por bloqueadores da CBS (hidroxilamina ou amino-oxiacetato), efeito
ndo observado com bloqueadores da CSE (DL-propargilglicina ou p-ciano-L-alanina) (Abe e
Kimura, 1996). Posteriormente a presenca da CBS em areas do cérebro de camundongos
(hipocampo e cerebelo) foi confirmada por imunocitoquimica (Robert et al., 2003). Outros
estudos também demonstraram sua presenca em Orgaos tais como rim (Roy et al., 2012),
figado (Kabil et al., 2011) e intestino (Martin et al., 2010). Com relagdo & distribuicdo da
enzima CSE, sua expressdo foi observada no pulmao (Fu et al., 2008), pancreas (Nishimura et
al., 2009), estdbmago (Fiorucci et al., 2005), figado e rim (Ishii et al., 2004), sistema
intrauterino (Patel et al., 2009) e cardiovascular (Hosoki et al., 1997; Zhao et al., 2001). Para
revisbes mais detalhadas sobre a sintese de H,S e a expressdo das enzimas, consultar
(Kamoun, 2004; Lowicka e Beltowski, 2007; Whiteman e Moore, 2009; Wang, 2012; Szabo,
Papapetropoulos, 2017).

Recentemente outra via capaz de sintetizar H,S foi caracterizada, esta ocorre através
da enzima 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase (3MST) em conjunto com a cisteina
aminotransferase (CAT), na presenca de L-cisteina e a-cetoglutarato (Shibuya et al., 2009a;
Shibuya et al., 2009b) e pode catalisar uma reacdo de transaminagdo entre L-cisteina e a-
cetoglutarato para produzir 3-mercaptopiruvato (3MP) e L-glutamato, o 3MP é utilizado
como substrato pela 3MST para producdo de H,S (Kimura, 2012; Figura 3). A expressédo de
3MST foi demonstrada no cérebro (Shibuya et al., 2009a) e aorta (Shibuya et al., 2009b) de
ratos. Existem ainda, as vias ndo enzimaticas que participam da geracdo de H,S, embora a
quantidade gerada represente uma parcela muito reduzida do total de H,S produzido (Searcy e
Lee, 1998).
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Figura 3 — Biossintese de H,S em células de mamiferos. Principais vias para sintese de H,S, L-
cisteina é o principal substrato para geragdo de sulfeto de hidrogénio a partir da CBS ou CSE,
recentemente foi descrita a participacdo da via CAT/3MST neste processo. Producdo ndo enzimatica
pode ocorrer, embora ndo contribua significativamente para geragéo total de H,S. CBS — cistationina-
B-sintase; CSE - cistationina-y-liase; CAT - cisteina aminotransferase; 3MST (MST) — 3-
mercaptopiruvato sulfurtransferase.

Fonte: Wang (2012)

Endogenamente a metabolizacdo do H,S ocorre de diversas maneiras. Na mitocondria,
via oxidacdo para tiossulfato sendo convertido em sulfito e posteriormente em sulfato por
acao da sulfito oxidase (Kimura, 2012). No citosol o H,S pode sofrer metilacdo pela tiol-S-
metiltransferase, originando metanotiol e dimetilsulfeto (Furne et al. 2001). Além disso, H,S
reagindo com a meta-hemoglobina gera sulfemoglobina (Lowicka ¢ Bettowski, 2007). Os
metabolitos do H,S sdo principalmente excretados pelo rim na forma livre ou conjugados (Liu
etal., 2011).

1.3 Efeitos bioldgicos do H,S

Semelhante a outros gasotransmissores, 0 H,S também possui a capacidade de
atravessar membranas celulares sem a utilizacdo de transportadores especificos (Szabo, 2007).
Sendo o H,S um &cido fraco com pK, de 6,76 a 37 °C, em solucdo aquosa pode encontrar-se
em dois estados de dissociagdo: o anion hidrosulfeto (HS", pKa 7,04) e o &nion sulfeto (S%,

pK, 11,96). Em pH fisioldgico (7,4) a 37 °C, cerca de 20 % do H,S encontra-se na forma nédo
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dissociada e o restante nas formas dissociadas (HS e S%). Atualmente ndo é totalmente
compreendido se os efeitos bioldgicos produzidos pelo H,S sdo decorrentes apenas da agdo da
forma nédo dissociada, ou pela combinacdo de espécies dissociadas e ndo dissociadas
(Dombkowski et al., 2004; Hughes et al., 2009; Olson et al., 2014).

Apesar do enfoque toxicologico inicial (Burnett et al., 1977; Beauchamp et al., 1984),
algumas descri¢cbes do passado relacionaram os efeitos benéficos dos banhos de lama ou
aguas termais para o tratamento de hipertensdo, com a presenca de H,S em baixas
concentracdes nestes procedimentos (Sabo, 1950; Popovich, Gavrilishina, 1979). De fato, a
ideia de que o H,S possui papeis fisiologicos relevantes, tornou-se inegavel apds diversos
estudos demonstrarem sua acdo moduladora em fendmenos biolégicos, aliado a descoberta da
expressao constitutiva de enzimas geradoras e a presenca de H,S em diversos compartimentos
corporais, veja revisdo em Szabo (2017).

Aliado a isso, o desenvolvimento de animais knockout para as enzimas CBS e CSE,
permitiu examinar o papel do H,S na manutencdo da homeostase dos organismos.
Camundongos homozigotos knockout para CBS (-/-) apresentaram baixa taxa de
sobrevivéncia e retardo no crescimento (Watanabe et al., 1995). Estudos utilizando
camundongos homozigotos knockout para CSE (-/-) demonstraram que estes animais
possuem maior viabilidade, porém a analise da pressdo arterial (PA) destes animais
demonstrou o desenvolvimento de hipertensdo apds 10 semanas de vida. Este fendbmeno foi
relacionado com queda de 50 % nos niveis plasmaticos de H,S e com reducdo de 80 % na
producdo deste gas pela aorta e coracdo, quando comparados aos animais selvagens. A
utilizacdo de NaHS (doador de H,S) reduziu de maneira dose/resposta a PA em animais CSE
(-/-) e selvagens, contudo esta reducdo foi mais acentuada nos camundongos knockout,
sugerindo maior sensibilidade ao H,S nestes animais. (Yang et al., 2008).

Em outra abordagem para investigar o papel do H,S enddgeno na PA, Roy et al.
(2012) administraram cronicamente inibidores das enzimas CBS e CSE em ratos com 8
semanas de idade, ap0s a terceira semana de tratamento, 0 grupo de animais tratados com o0s
inibidores apresentaram elevacdo significativa da PA em relagdo ao grupo tratado com
veiculo. Em contrapartida ao efeito deletério da inibicdo ou delecdo das enzimas
sintetizadoras de H,S, camundongos transgénicos superexpressando CSE, restritamente em
cardiomidcitos apresentaram reducdo no tamanho do infarto do miocéardio, em um modelo de
isquemia e reperfusdo, este efeito foi relacionado com aumento na produgédo enddgena de H,S
no miocardio (Elrod et al., 2007).
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Como citado acima, mudangas na sintese endégena de H,S podem desencadear entre
outros efeitos, alteracdes no sistema cardiovascular. Apos os estudos de Abe e Kimura (1996),
sugerindo que o H,S é um neuromodulador no cérebro, pesquisadores do mesmo grupo
(Hosoki et al., 1997), incentivados por resultados prévios da literatura, aos quais indicavam
que o NO exercia atividade neuromodulatéria no cérebro (Schuman e Madison, 1991; Zhou et
al., 1993) e atuava como um fator relaxante derivado do endotélio (EDRF-endothelium-
derived relaxing factor) (Furchgott e Zawadzki, 1980; Ignarro et al., 1984; Palmer et al.,
1987, 1988), demonstraram que H,S foi capaz de promover de maneira dependente da dose o
relaxamento do ileo de cobaia e veia porta de ratos. Além disso, observaram um efeito
sinérgico do H,S com o NO, na inducdo do relaxamento da aorta de ratos (Hosoki et al.,
1997). Estes dados in vitro foram os primeiros resultados demonstrando papel vasorrelaxante
para o H,S.

O mecanismo de acdo para o efeito vasorrelaxante do H,S foi proposto apenas apos 0s
trabalhos de Zhao et al. (2001). Estes autores demonstram que diferentemente do NO e CO
qgue induzem vasorrelaxamento através da ativacdo da guanilato ciclase e consequente
aumento da sintese de GMPc, o H,S induz vasorrelaxamento através da ativacdo dos canais de
potéssio sensiveis ao ATP (Katp), via hiperpolarizagdo do potencial de membrana das células
musculares lisas vasculares. Efeito este mimetizado por pinacidil e bloqueado por
glibenclamida, agonista e antagonista respectivamente do canal Karp, Posteriormente outros
estudos também demonstraram que o efeito vasorrelaxante induzido pelo H,S é dependente da
ativacdo dos canais Katp (Cheng et al., 2004; Leffer et al., 2011).

Alem da acdo vasorrelaxante, efeitos induzidos pelo H,S via Katp, foram observados
na protecdo contra o stress oxidativo promovido por glutamato, em linhagem de células
neurais (Kimura et al., 2006), no aumento da sobrevivéncia de camundongos em um modelo
de sepse severa (Spiller et al., 2010), na reducdo da hipernocicepcdo mecanica desencadeada
por PGE, (Cunha et al., 2008) e nocicepg¢do visceral induzida por distensdo colorretal
(Distrutti et al., 2006), na reducdo do edema e infiltrado de leucdcitos (Zanardo et al., 2006).
A ativacdo do canal Katp € um dos principais mecanismos moleculares identificados para o0s
efeitos celulares do H,S.

Recentemente foi demonstrado que a ativacdo do Kartp pelo H,S é dependente da S-
sulfidragdo, um processo que envolve a conversdo de grupos tidis (-SH) de cisteina para
persulfetos (-SSH) (Mustafa et al., 2009). O canal de Katp € um complexo proteico, formado

por subunidades responsaveis por formarem o poro de condugdo para 0 K™ (Kir6.x) e por
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subunidades do receptor de sulfoniluréia (SUR). As subunidades do receptor SUR formam
pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina na porcao extracelular, o H,S pode quebrar tais
ligacOes e agir sobre 0s grupos tiois livres das cisteinas, induzindo mudancas na conformacéo
do receptor SUR e consequente abertura do canal de Katp (Jiang et al., 2010).

A S-sulfidracdo pode ser responsavel por diversos efeitos induzidos pelo H,S. Este
processo foi relacionado com o aumento da atividade catalitica da GAPDH (Mustafa et al.,
2009), inibicdo do canal BKc, (Telezhkin et al., 2009) ou ativacdo de TRPAL (Streng et al.,
2008) e TRPV1 (Trevisani et al., 2005). Embora muitos efeitos do H,S estejam relacionados
com a modulagdo de canais ionicos, descricoes da acdo do H,S sobre outros alvos
moleculares, tais como o fator de transcri¢do nuclear kappa B - NF-xB (Tripatara et al., 2008)
e o fator nuclear E2 - Nrf2 (Calvert et al., 2009) foram demonstradas.

Além da ativacdo do Nrf2, o H,S pode promover protecdo antioxidante, por outros
mecanismos. Kimura e Kimura (2004) evidenciaram que o H,S protege neurénios em cultura
celular, da morte celular provocada por estresse oxidativo induzido por glutamato, através do
aumento dos niveis de glutationa reduzida.

Entre os diversos fendbmenos biolégicos com participacdo do H,S, o0 processo
nociceptivo e principalmente o inflamatorio, apresentam os resultados mais controversos.
Muitos estudos demonstram papel anti-inflamatério (Chen et al., 2009; Elrod et al., 2007;
Wallace et al., 2009; Zanardo et al., 2006) enquanto outros relatam papel pro-inflamatorio
(Collin et al., 2005; Qu et al., 2006; Zhang et al., 2010). Situacdo similar pode ser observada
com relacdo ao processo nociceptivo, com estudos demonstrando efeito antinociceptivo
(Cunha et al., 2008; Distrutti et al., 2006, 2010; Ekundi-Valentim., 2010) e também pro-
nociceptivo (Kawabata et al., 2007; Lee et al., 2008; Nishimura et al., 2009). Recentes
esforgos buscando o entendimento para estes resultados contraditorios estdo adicionado
entendimento a questdo (Whiteman e Winyard, 2011).

Para avaliar as ac6es do H,S, grande parte dos estudos utiliza compostos doadores de
H.S. Abordagem similar ao que ocorre com o NO, utilizando compostos doadores como 0
nitroprussiato de sodio (Lamontagne et al., 2008). Os doadores de H,S mais comumente
utilizados sdo: hidrossulfeto de sddio (NaHS), sulfeto de sodio (Na,S) e o reagente de
Lawesson, estes compostos sdo denominados de doadores de H,S de liberacdo rapida, termo
relacionado com sua grande capacidade de liberar H,S em solucdo aquosa rapidamente
(Wang, 2012). O NaHS por exemplo, em solugéo, dissocia-se em Na* e HS’, posteriormente

HS", pode associar-se com H”, resultando em H,S. Acredita-se que em pH fisioldgico (7,4) e
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temperatura de 37 °C, uma solucdo de NaHS origina cerca de 1/3 de H,S, enquanto 2/3 irdo
permanecer na forma HS". (Beauchamp et al., 1984).

Em parte, os resultados controversos apresentados com relacdo ao fendmeno
inflamatdrio e nociceptivo, podem estar relacionados com a utilizacdo de diferentes doadores
de H,S e uma possivel variagdo da proporcdo de H,S gerado por cada um destes.
Adicionalmente existe grande variedade sobre a dose/concentragéo utilizada em cada estudo.
Neste sentido resultados obtidos por Elrod et al. (2007), utilizando diversas doses de Na,S
(10-500 pg/kg), para investigar o papel do H,S no infarto do miocardio induzido por
isquemia e reperfusdo, demonstraram que os efeitos benéficos do Na,S (redugdo do tamanho
da area infartada), ocorreram principalmente com as doses intermediarias (50 e 100 pg/kg). A
maior dose utilizada (500 pg/kg) reverteu o efeito cardioprotetor. Similarmente foi
demonstrado que o NaHS, quando administrado na dose de 10 mg/kg, mas ndo em dose
menor (5 mg/kg) ou maior (15 mg/kg), promoveu efeito anti-inflamatério na pancreatite
induzida por ceruleina, reduzindo os niveis de quimiocinas (CCL2, CCL3, CXCL1),
moléculas de adesdo (E-selectina, P-selectina, ICAM-1 e VCAM-1) e a atividade da MPO,
(Sidhapuriwala et al., 2009).

Estudo conduzido por Whiteman et al. (2010), utilizando cultura de macréfagos
desafiados com LPS, forneceu um importante indicativo sobre a relagdo entre concentragdo de
doador de H,S e a resposta celular. Utilizando diversas concentragfes de NaHS (50-1000
M) estes autores observaram que houve reducdo na liberacdo de mediadores inflamatdrios
(PGE,, TNFa e nitrito como medida da producdo de NO) apenas na faixa intermediaria (100 e
200 uM), nas concentragfes menores ou maiores ndo houve redugdo, contudo, de forma
interessante a maior concentracao utilizada (1000 pM) induziu aumento da producéo destes
mediadores. Este perfil de resposta bifésica é similar ao observado nos estudos mencionados
acima e destacam a importancia da dose/concentracdo de doador de H,S utilizada e a
interpretacdo do H,S como mediador pré ou anti-inflamatorio.

A utilizacdo de diferentes rotas de administragdo para os doadores de H,S, também
parece exercer influéncia sobre os resultados contraditorios observados. Em estudo conduzido
por Matsunami et al. (2009), buscando avaliar o papel do H,S na nocicepc¢ao, foi demonstrado
que o NaHS administrado por via intracol6nica, induziu comportamento nociceptivo
relacionado com a dor visceral em camundongos, quando 0 mesmo doador foi administrado
por via intraperitoneal (i.p), os animais ndo apresentaram comportamento nociceptivo.

Distrutti et al. (2006) ao administrar NaHS por via intraperitoneal, observaram reducdo da
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nocicepgdo induzida por colite em ratos. Estes dados indicam que a via de administracéo é
outro fator importante na interpretacdo dos resultados obtidos com os doadores de H,S.

O doador de H,S, denominado GYY4137 (Li et al., 2008), foi o primeiro composto
desenvolvido de uma classe de doadores de H,S de liberacdo lenta. Esta molécula demonstrou
consistentes efeitos anti-inflamatérios (Li et al., 2009; Whiteman et al., 2010). Em estudo
comparativo, a taxa de liberacdo de H,S por NaHS, foi extremamente alta e por curto periodo
tempo, enquanto a liberagcdo de H,S por GYY4137 embora muito menor (cerca de 200 vezes),
ocorreu de forma constante por longo periodo (Whiteman et al., 2010).

Os compostos doadores de H,S de liberacédo lenta, cuja capacidade de liberagdo ocorre
em menor proporgdo, mas de maneira sustentada, podem levar ao aumento da concentragdo de
H,S enddgeno, de maneira mais proxima ao que provavelmente ocorre nos sistemas
fisiolégicos. Desta forma, compostos com diferentes taxas de liberacdo de H,S, sdo op¢oes
Uteis para sistemas biologicos que apresentem reducdo na producdo de H,S e necessitam de

suplementacdo exdgena.

1.4 Justificativa do projeto

Embora nos processos nociceptivo e inflamatério o envolvimento do H,S seja ainda
controverso. Nosso grupo demonstrou que a alodinia secundaria e a inflamacgdo articular
observada no modelo de sinovite, induzida por carragenina em joelho de ratos foi
marcantemente reduzida pelo tratamento local dos animais com doadores de H,S reagente de
Lawesson, reforcando o papel anti-inflamatorio e anti-nociceptivo desse gas (Ekundi-
Valentim et al., 2010; 2013). Neste sentido o grupo vem se dedicando a entender o papel do
H.S na inflamacéo e no processo sensorial.

A dor aguda é uma sensacéo sensorial, que funciona como um mecanismo de protecao
para o organismo. Semelhantemente, o prurido também € considerado uma sensacgdo sensorial
de protecédo, pois anuncia a presenca, bem como permite a remocao de insetos, substancias
irritantes ou outro estimulo prejudicial, que tenham ultrapassado a barreira epidérmica e
penetrado na pele (Bird et al., 2007; Steinhoff et al., 2006). Ambas as sensagdes s&o
conduzidas principalmente através de sensoriais do tipo C, no entanto existem divergéncias
com relagdo ao compartilnamento ou especificidade de vias de conducéo (Schmelz, 2010).

De forma similar ao que ocorre com a dor, o prurido em uma condicdo cronica pode

ser debilitante, apesar dos recentes avangos farmacoldgicos, particularmente com o
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desenvolvimento de antagonistas do receptor H4, aos quais demonstraram resultados
promissores em estudos clinicos e pré-clinicos (Ohsawa e Hirasawa, 2012; Thurmond, 2015).
Ainda existe a necessidade do desenvolvimento de uma terapia farmacoldgica satisfatoria para
o tratamento do prurido crénico, frequentemente associado com doencas inflamatorias da
pele, como o observado na psoriase ou dermatite atopica. (Gutzmer et al., 2011).

N&o obstante, os mecanismos de acdo envolvidos no fenémeno da coceira sdo
discrepantes e dependem do estimulo. A descoberta e o delineamento de novos candidatos
alternativos e/ou complementares para a terapia do prurido em sua forma aguda ou cronica
(normalmente associado com inflamacdo crénica da pele) se faz necesséria. Nesse sentido,
estudo recente do nosso grupo (Rodrigues, 2017), forneceu a primeira evidencia, até o
presente 0 momento, sobre a capacidade do H,S regular o prurido induzido por vias
histaminérgicas em camundongos.

Diante dos nossos achados, o interesse pela melhor compreensdo do papel do H,S
(enddgeno e exogeno) na informacdo sensorial relacionada ao prurido vem aumentando
dentro deste grupo, visto que os mecanismos de sinalizacdo (celular e molecular) do efeito
protetor do H,S no prurido evocado pela histamina bem como dos mecanismos operantes nas
vias de prurido (receptores MrgprA3 e MrgprC1l1), independentes de histamina, s&o
totalmente desconhecidos. Portanto, a caracterizacdo dos mecanismos celulares (e
moleculares) envolvidos no efeito anti-pruritogénico dos doadores de H,S sobre o prurido
dependente de vias histaminérgicas e ndo histaminérgicas € relevante, considerando-se o
potencial terapéutico desse gas no prurido e doenca de pele relacionada, como a psoriase de
placa. Associado a isto, existe um total desconhecimento no tocante a
farmacodindmica/farmacocinética dos novos doadores de H,S de liberacdo lenta, bem como
do H,S enddgeno e suas enzimas relacionadas, no controle do prurido (agudo e crénico) e
inflamacéo cutanea associada. Diante do exposto, 0s objetivos desta etapa foram:
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1.5 Objetivos e estratégias para alcanca-los

1. Averiguar o efeito protetor do doador de H,S de liberacdo lenta (GYY4137) sobre o
prurido agudo e inflamacdo cutadnea induzidos por estimulos de vias dependente e
independente de histamina (ex.: cloroquina), bem como o efeito estabilizante de mastdcitos in
vitro.

Para tanto, injecdes i.d. de estimulos irritantes foram realizados e o registro de
comportamento de coceira, bem como inflamacéo (extravasamento plasmatico e influxo de
neutrofilos) foram mensurados via andlise comportamental e testes de medida de
extravasamento plasmatico via emprego de albumina marcada com 2| e atividade da MPO,

respectivamente. Avaliacdo da desgranulacdo de mastdcitos in vitro e in vivo.

2. Determinar o envolvimento dos canais de Katp nos efeitos anti-pruritogénico e anti-
inflamatdrio dos doadores de H,S de liberacdo rapida frente a injecdo i.d. da histamina.
Para tanto, o bloqueio farmacoldgico desses canais foi realizado com o pré-tratamento dos

animais com a glibenclamida, um antagonista dos canais de Karp.

3. Caracterizar a presenca de enzimas envolvidas na sintese de H,S cutaneo, bem como a
capacidade de producéo deste gas na pele saudavel e doente.

Para isto, a expressao das diferentes enzimas (CSE e CBS) foi avaliada via Western blot. Ja a
medida da biossintese local de H,S foi realizada via método colorimétrico com base na

formacao de sulfeto de chumbo (Hine et al., 2015).

4. Padronizar/caracterizar o modelo de psoriase experimental em camundongos e avaliar o
efeito do doador de H,S de liberacdo lenta (GYY4137) sobre o prurido e o indice de
severidade /sinais clinicos (PASI) relacionados a doenca.

Para isto, analises funcionais e bioquimicas foram implementadas de acordo com van der
Fits et al. 2009. A saber: prurido, espessamento (edema), escore de rubor e descamacéo da
pele, leucograma, atividade enzimatica antioxidante (ensaio colorimétrico) e concentracéo de
citocinas via ensaio imunoenzimatico (ELISA) no homogenato da pele. A ativacdo de
caspase-1 e do fator de transcricdo NF-«B foi realizada via técnica de Western blot e gel-

shift, respectivamente.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

O projeto foi desenvolvido sob aprovacdo do Comité de Etica Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB - n° 100 nas fls 09 do livro 03). Camundongos machos isogénicos
BALB/c (20 — 30 g) ou ratos Wistar (180 — 200 g), obtidos dos Biotérios do Departamento de
Farmacologia, ICB/USP, foram utilizados em todos os experimentos. A eutanésia dos animais
sempre ocorreu sob anestesia e foi realizada imediatamente ap0s o término de cada

experimento.

2.2 Inducéo e quantificagéo do prurido agudo

Os animais foram depilados na regido dorsal, préximo ao pesco¢o, posteriormente
foram aclimatizados individualmente, por aproximadamente 40 min, em caixas transparentes
de acrilico (12 x 20 x 17 cm, Insight; Ribeirdo Preto; SP) em ambiente adaptado com
filmadora fixa (Sony Handycam DCR-PJ6) para o registro do comportamento animal. Apds
24 h, os animais foram submetidos novamente ao processo de aclimatizacdo por 20 min
(Figura 4) e entdo, sob anestesia (isoflurano 2-4% em O), receberam a inje¢do i.d., na regido
dorsal, de uma Unica dose de C48/80 (3 ug/sitio), histamina (1 pmol/sitio), cloroquina 100 pg
ou veiculo (Tyrode), na presenca e auséncia dos doadores de H,S de liberacdo lenta
GYY4137 (0,3-30 nmol/sitio) ou rapida Na,S (0,3-30 nmol/sitio), em volume de 50 pl (Costa
et al., 2006).

Imediatamente apos a injecdo, os animais foram transferidos para sala de filmagem,
onde o comportamento de coceira foi registrado durante 40 min. O comportamento de coceira
é determinado pelo nimero de ataques de coceira, o qual é definido como um evento
correspondente a trés ou mais movimentos rapidos da pata traseira na regido dorsal proximo
ao local da injecdo (Dunford et al., 2007). A quantificacdo dos ataques de coceira foi realizada

por investigadores alheios ao estudo.
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Figura 4 — Esquema representativo da inducdo e mensuragdo do prurido agudo. Animais foram
injetados via i.d. com o veiculo ou o agente pruritogénico (histamina 1 pmol, C48/80 3 ug ou
cloroquina 100 pg) na presenga ou auséncia de doadores de H,S (Na,S ou GY'Y4137).

2.3 Quantificacdo do extravasamento plasmatico cutaneo

Ap0s a anestesia com uretano (2,5 g/kg; i.p), os camundongos receberam a injecao
endovenosa de albumina marcada com 1'% (100 pl, 0,037 MBg/pg) na veia caudal. A seguir,
seis sitios aleatdrios foram demarcados na pele dorsal dos animais e injetados i.d. com o0s
agentes testes (Tyrode, C48/80, histamina) isoladamente ou co-injetado com os doadores de
H,S, GYY4137 e Na,S (1-100 nmol). Apds o intervalo de 30 min, a punc¢do cardiaca foi
realizada para obtencdo de amostras de sangue (0,5-1,0 ml), estas foram centrifugadas (5
min,10.000 g) e o plasma coletado. Os sitios (8 mm) da pele foram removidos, pesados e
levados ao contador y (Packard Bioscience, Meriden, EUA) junto com o plasma (100 pl). O
extravasamento plasmatico foi expresso como ul de plasma por g de tecido ou porcentagem

dos controles, histamina ou C48/80 isolados (Figura 5).
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Figura 5 — Diagrama detalhado sobre a mensuracdo de parametros inflamatdrios. Animais foram
injetados i.d com mediadores inflamatérios (histamina 30 nmol ou C48/80 3ug) na presenga ou
auséncia de doadores de H,S (Na,S ou GYY4137) em diversas doses. A mensuragdo do
extravasamento plasmatico ou do influxo de neutrofilos foi realizada ap6s tempos especificos com
base na quantificacdo de albumina marcada com '#| e atividade da MPO, respectivamente.

2.4 Quantificacédo da atividade da mieloperoxidase

Apbds 4 h das injecdes i.d., os animais foram submetidos a eutanasia mediante
anestesia (isoflurano 5% em O,) e os sitios da pele dorsal reservados. A quantificacdo do
infiltrado de neutrofilos local foi realizada com base na medida da atividade da enzima MPO
(Figura 5). Os sitios da pele coletados foram imersos em solu¢do tampdo (50 mg:1 ml)
contendo o detergente brometo de hexadeciltrimetilaménia (HTAB; 50 mg/ml em tampé&o
fosfato de potassio, pH 6,0). Apo6s dois ciclos (45 s/ciclo) de homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas (10.000 g, 10 min, 4 °C) e aquecidas (60 °C; 2 h; Ohta et al., 2003). O
sobrenadante de cada amostra (10 pl) foi incubado com tampé&o fosfato de potassio (200 pl;
50 mM; pH 6,0) contendo 0,164 mg/ml de dihidrocloreto de o-dianisidina em H,O, (0,0005
%, pH 6) (Bradley et al., 1982). A reacdo nas amostras foi analisada via comprimento de onda
especifico (DO, 460 nm) em leitor Elisa (Spectra Max plus 384, Sunnyvale, CA, EUA). A
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atividade da MPO nas amostras foi calculada em relagcdo ao peso do tecido (mg), conforme a
férmula: MPO (U/mg) = Vmax/s x 60/0,0113/0,5, cuja U de atividade MPO é definida como

aquela capaz de degradar um pumol de H,O,/min.

2.5 Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre o prurido agudo e o
influxo de neutrofilos

Inducéo e quantificagéo do prurido agudo

Para avaliagdo do prurido, os camundongos foram previamente aclimatizados (veja
item 2.2), ap0s esse periodo, os animais foram tratados com acido amino-oxiacetico (AOAA,
20 mg/kg, i.p), inibidor ndo seletivo das enzimas CBS e CSE ou com p-ciano-L-alanina
(BCA, 50 mg/kg, i.p), inibidor seletivo da enzima CSE (Asimakopoulou et al., 2013). Os
animais controle foram injetados com salina. Apds o periodo de 60 min, sob anestesia com
isoflurano (2-4% em Oy), os animais foram injetados i.d. na regido dorsal com uma dose Unica
de C48/80 (3 pg/sitio) ou respectivo veiculo (Tyrode), em volume de 50 pl (Costa et al.,
2006). Imediatamente apds a injecdo, 0 comportamento de coceira foi registrado durante 40
min. O influxo de neutréfilos nos sitios injetados na regido dorsal foi mensurado via medida
da atividade de MPO.

Quantificacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Apoés 4 h da injegdo i.d. do C48/80, os camundongos foram submetidos & eutanasia
sob anestesia (isoflurano 5% em 0O,). Os sitios da pele dorsal foram coletados e a
quantificacdo do infiltrado de neutrdfilos local foi realizada com base na medida da atividade

da enzima MPO, conforme descrito no item 2.4.

2.6 Avaliacdo da producédo de H,S durante a inflamacéo aguda

Apbs o periodo de 30 min ou 4 h da injecdo i.d. de Tyrode ou C48/80 3 g por sitio, 0s
camundongos foram submetidos a eutanasia sob anestesia (isoflurano 5% em O;). Os sitios
injetados foram coletados e processados para quantificacdo da producdo de H,S, com base na

formagéo de sulfeto de chumbo, conforme descrito no item 2.19.
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2.7 Avaliacao da desgranulacé@o de mastdcitos

2.7.1 Isolamento de mastocitos e quantificacéo da liberacéo de histamina via HPLC MS/MS

Ratos Wistar, sob anestesia com isoflurano, foram exsanguinados e, em seguida, o
volume de 10 mL da solucdo Krebs-Ringer fostato (KRP; pH 7,4; composi¢cdo em mM: NaCl
150, KCI 6,1, Na,HPO, 10, MgSO, 1,5, CaCl, 42,9 e glicose 5,6) foi injetado dentro da
cavidade peritoneal. O abdémen foi cuidadosamente massageado e o fluido injetado foi
removido juntamente com o exsudado peritoneal e centrifugado (300 x g, 5 min. 4 °C).
Mastocitos da cavidade peritoneal de 6 animais foram purificados em um gradiente de Percoll
(Enerback, Svenson, 1980). O pellet celular resultante foi resuspenso cuidadosamente em
solugdo KPR (1 mL), ao qual foi transferido sobre um gradiente de Percoll e mantido em
temperatura ambiente por 10 min, apos centrifugacdo (150 x g, 25 min. 4 °C), a zona do
gradiente contendo os mastocitos foi removida e lavada por duas vezes em solucdo KRP. A
pureza da solucdo de mastdcitos (95%) foi determinada através de analise de preparagdes
microscopicas (Cytospin®), coradas com May-Griinwald Giemsa. A viabilidade dos
mastocitos (98%) foi avaliada com base na excluséo por corante azul de Tripan.

Aliquotas da suspensdo de mastdcitos (500 pl; 4 x 10° cel/ml) foram aquecidas (37 °C,
10 min), doadores de H,S (100-1000 uM) e C48/80 (1 pg/ml), foram adicionados na solucao
completando o volume final de 1 mL. Ap6s 15 min de incubacdo, a reacdo foi interrompida
pela transferéncia dos tubos para o gelo. As células foram entdo centrifugadas (300 g, 10 min,
4 °C) e o sobrenadante removido para quantificacdo de histamina. O pellet foi resuspenso em
1 mL de solucéo e a aquecido (100 °C/10 min), visando a liberacdo de histamina residual dos
mastacitos. A concentracdo de histamina foi determinada por HPLC MS/MS e os resultados
expressos como porcentagem do conteudo total de histamina.

A concentracdo de histamina liberada de mastécitos foi analisada via cromatografia
liguida de alto desempenho acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS). A
cromatografia foi realizada em coluna analitica (Phenomenex kinetex 100A xb C18 2,6 um) e
uma fase mével consistindo de acetonitrila, gua (50/50, v/v) e 0,5 mM de &cido acético. O
tempo de corrida cromatografica utilizado foi de 2,5 min e a curva de calibracdo variou de 10-
1000 ng/mL (r* > 0.9897; limite de quantificacdo: 10 ng/ml).

Amostras foram transferidas para tubos limpos e 20 mg de Sephadex G-25 (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) foi adicionado, apos agitacdo (40 s) e centrifugagdo dos tubos

(6.000 g; 4 °C/ 10 min), aliquotas (200 ul) de amostras foram transferidas para microtubos de
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vidro, vedados e inseridos em HPLC (HP Agilent 1100 HPLC; Minnesota, USA). MS foi
realizada em um Espectrometro de massa de estagio triplo — quadrupolo MS (Waters
Corporation, Milford, USA). Os ions foram monitorados em um monitoramento de reacao
maultipla, a transicdo m/z 112,0 — 95,0 foi utilizada para quantificacdo de histamina, os dados
foram analisados com o auxilio do software MassLynx™ 4.1, as curvas de calibracdo para os
analitos foram construidas, usando a relacdo area/ pico histamina através de uma regressao
linear ponderada (1/ x%). A relac&o &rea/pico histamina foi entéo interpolada utilizando a curva

de calibracédo para obter os valores de concentracdo da histamina.

2.7.2 Analise da desgranulacdo de mastdcitos por microscopia intravital

Utilizando uma mistura de cetamina e xilazila (100 e 10 mg/kg; i.p, respectivamente),
ratos Wistar foram anestesiados, ap0s este processo uma incisdo longitudinal (3 cm) na regido
ventral foi realizada. O mesentério foi exposto e colocado sobre uma placa com controle
homeotérmico (37 °C) para observacdo microscépica (Dantas et al., 2002). A preparagdo foi
continuamente superfundida com a solucdo de Ringer Locke (pH 7,2-7,4; 37 °C; composi¢do
em mM: NaCl 154; KCI 5,6; CaCl,-2H,0 2; NaHCO3 6; Glicose 5; acido ascorbico 0,025).

Um volume de 30 ul de solugdo Tyrode (controle) ou C48/80 (10 ug) foi aplicado
topicamente em um dos campos do mesentério. Alternativamente, 30 pul dos agentes testes
Na,S, LR ou GYY4137 (30 nmol) foi aplicado previamente (-2 min) no mesmo campo do
mensentério que recebeu a aplicacdo de Tyrode ou C48/80. As imagens transiluminadas do
mensentério foram capturadas utilizando microscopia intravital (DMLFS, Leica, Wetzlar,
Alemanha; objetiva x40/0,80) o registro das imagens ocorreu por 3 min utilizando uma
camera de video (DFC300 FX, Leica) acoplada a um computador e um monitor de TV. O
numero de mastocitos desgranulados ou intactos no mesentério foi determinado pela aplicacéo

topica de azul de toluidina (1%; 50 ul) ao término de cada experimento.

2.7.3 Analise histologica de mastdcitos desgranulados na pele dorsal

Camundongos foram anestesiados com uretano (2,5 g/kg; i.p), sitios aleatorios na pele
dorsal dos animais foram injetados i.d com Tyrode, C48/80 (3 pg/sitio) isolado ou co-injetado
com Na,S, reagente de Lawesson ou GYY4137 (30 nmol/sitio). Apds 30 min, os sitios
injetados (8 mm) foram removidos, fixados em formalina 4% e subquentemente emblocados

em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram obtidos, ap6s coloracdo com azul de
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toluidina (1%), as laminas foram montadas. A contagem do ndmero total de mastocitos
integros e desgranulados foi realizada em microscépio dptico (Leica DM 2500; Suiga; x400).
2.8 Efeito do tratamento farmacoldgico com o bloqueador dos canais de Katp na agéo
anti-pruritogénica e anti-inflamatéria do H,S frente a histamina
O papel dos canais de K* sensiveis ao ATP (Kap) foi averiguado pelo uso do
bloqueador desses canais, a glibenclamida. Para isto, os animais foram pré-tratados com a
glibenclamida (10 ou 30 mg/Kkg; i.p. — 30 min) e as medidas de prurido e inflamacéo cutanea

foram avaliados conforme descri¢édo nos itens 2.2 e 2.3.
2.9 Quantificacédo do prurido desencadeado por cloroquina e o efeito do GY'Y4137

A inducéo e quantificacdo do prurido agudo foi realizada conforme descrito no item
2.2. Inicialmente uma curva dose resposta (50, 100, 200 ou 500 pg/sitio) de cloroquina foi
realizada e, em outro conjunto de experimentos, o doador de H,S de liberacdo lenta GY'Y4137

(0,3-30 nmol/sitio) foi co-injetado com cloroquina (100 pg/sitio).

2.10 Inducdo da psoriase experimental

A pele dorsal dos camundongos foi depilada com auxilio de depilador (Panasonic
ER389), seguida pela aplicacdo de creme depilatério (Veet). Apds o intervalo de 48 h,
iniciou-se a inducdo da psoriase pela aplicacdo tdpica diaria de 65 mg de IMQ creme 5%
(Modik, Germed, Sao Paulo) na regido dorsal e orelhas dos camundongos durante o periodo
de 5 dias consecutivos, resultando numa dose diaria de 3,25 mg do composto ativo IMQ (van
der Fits et al., 2009). Paralelamente, o grupo controle recebeu 65 mg de vaselina durante o
mesmo periodo. Acrescentaram-se ainda trés grupos de animais com psoriase, que receberam
concomitantemente o tratamento didrio do doador de H,S de liberacdo lenta, GYY4137,
administrado sistemicamente (i.p) nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg (Figura 6).

Em um conjunto independente de experimentos, durante a inducdo da psoriase por

IMQ, os animais receberam a administracdo diaria do inibidor da enzima CSE (BCA, 50

mg/kg, i.p).

2.11 Avaliacéo dos sinais clinicos e do prurido crénico na psoriase experimental

A area depilada da pele dorsal dos animais dos diferentes grupos foi fotografada (Sony
Handycam DCR-PJ6), o registro ocorreu nos dias 1, 2, 3, 4, 5 e 6, a fim de avaliar sinais
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(rubor e descamacdo), relacionados com a intensidade da psoriase. Foi utilizado um sistema
de escore, baseado no indice de area e severidade da psoriase (PASI), comumente empregado
na clinica médica, a saber: rubor e descamacéo (escore de 0 a 4), onde 0 = nada; 1 = leve; 2 =
moderado; 3= intenso e, 4 = muito intenso. A analise inicial da acantose foi representada pelo
aumento da espessura das orelhas, medida diariamente via auxilio de paquimetro digital
(Starrett. Mod. 727), o resultado foi expresso em milimetros.

O registro comportamental de prurido espontaneo foi realizado por 30 min no 6° dia a
partir da inducdo da psoriase, com o auxilio da filmadora/camera digital (Sony Handycam
DCR-PJ6). O registro gravado do comportamento foi disponibilizado em computador (LG All
in One V320) e o numero de ataques de coceira foi quantificado por investigadores treinados
e alheios aos protocolos experimentais. O prurido foi expresso como, nimero de ataques de

coceira espontaneos por intervalo de 30 min (Figura 6).
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Figura 6 — Inducdo e analise da psoriase experimental. A psoriase foi induzida pela aplicacdo tépica
(65 mg) de Imiquimode (IMQ), realizada entre 0 1° e 0 5° dia do experimento, 0 grupo controle
recebeu vaselina. Concomitantemente a inducédo da psoriase, efetuou-se a administracdo sistémica (i.p)
de salina ou do doador de H,S de liberacdo lenta, GY'Y4137 (25-100 mg). Durante o experimento, 0s
animais foram filmados/fotografados para os registros do escore PASI e comportamento de prurido.
Ao final do experimento (6° dia) os camundongos foram submetidos a eutanasia e amostras de fluidos
e tecidos foram obtidas (sangue, baco e pele dorsal) e submetidas as diferentes analises.
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2.12 Quantificacdo de esplendcitos, leucocitos no sangue e de neutrofilos na pele dorsal

Para obtencdo das amostras bioldgicas, os animais foram continuamente anestesiados
com a mistura de isoflurano (3%) em oxigénio (100%). O sangue periferico foi imediatamente
coletado, via puncdo da aorta abdominal, enquanto o baco foi rapidamente removido e
macerado em 5 mL de meio asséptico DMEM e, por fim, os animais foram submetidos a
eutandsia por deslocamento cervical. Do sangue periférico coletado, foi retirado um volume
de 10 pL e adicionado ao volume de 190 pL do corante cristal violeta (0,2%) para contagem
do namero total de células em cAmara de Neubauer. A analise diferencial dos leucécitos do
sangue periférico foi efetuada em esfregacos sanguineos corados com May-Grunwald-
Giemsa, e as células presentes no sangue periférico foram diferenciadas de acordo com a sua
morfologia em neutréfilos, linfdcitos, eosinofilos e mondcitos. Os dados foram expressos
como numero de células (x 10°) por mL de sangue. O homogenato de esplendcitos coletado
foi aliquotado (10 uL). A seguir, cada aliquota foi ressuspensa em 190 pL da solugdo de
cristal violeta (0,2%). A quantificacdo do nimero total de células do homogenato final foi
feita em camara de Neubauer e o resultado foi expresso como niimero de esplenécitos (x 10°)
por mL.

A medida de influxo de neutréfilos na pele foi obtida com base na atividade da enzima
MPO (veja item 2.4), utilizando amostras da pele dorsal de camundongos dos diferentes

grupos.

2.13 Anélise histoldgica da pele

Amostras da pele dorsal foram removidas e fixadas em formaldeido (4%) por 8 h, a
temperatura de 8 °C. A seguir, as amostras foram submetidas as sessdes de desidratacdo em
etanol 70%, 95% e 100%, seguidas de xilol (I, 11 e 111; 40 min) e, entdo, incluidas em parafina.
Espécimes de 5 um foram obtidos com o auxilio de microtomo rotatoério manual (820 Spencer
Microtome) e, depois, montados em laminas contendo Poly-L-Lysine. As laminas foram
entdo coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E) e montadas para visualizacdo sob
microscopia optica, conforme metodologia padronizada no laboratério (Ekundin-Valentim et
al., 2010). As imagens foram capturadas em microscopio (Leica Microsystems DMC 2900,
SP, Brasil) através do programa LAS V4.6 (Leica Microsystems), foram fotografados 25
cortes por grupo. Para determinacdo da espessura da epiderme foram realizadas 10 medidas
por campo, através do programa Image-Pro Plus (MediaCybernetics Co., MD, USA).
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2.14 Avaliacao da atividade de enzimas antioxidantes na pele dorsal

A atividade de diferentes enzimas antioxidantes foi avaliada ao final do experimento
(6° dia) em amostras da pele dorsal de animais controle e doente (psoriase) tratados (ou nao)
com o GYY4137. Para tal, as amostras de pele dorsal foram homogeneizadas em tampao
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 contendo EDTA 1 mM, na propor¢do de 1g de tecido para
10 ml de tampdo. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g durante 10
min a 4°C e os sobrenadantes foram coletados para dosagem de proteinas e posterior dosagem
das enzimas: tioredoxina redutase, superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase e glutationa S-transferase. A concentracdo de proteinas foi ajustada para 1

mg/ml em todas as amostras.

2.14.1 Tioredoxina redutase (TrxR)

A atividade da tioredoxina redutase (TrxR) foi determinada baseada na reacdo da
reducdo de DTNB para TNB na presenca de NADPH, o qual origina um produto amarelo que
é detectado a 412 nm. Uma vez que Vvarias enzimas presentes em amostras biologicas podem
reduzir o DTNB, o método inclui a presenca de ourotiomalato de sdédio, um inibidor
especifico da TrxR (Hill et. al, 1997).

Vinte microlitros de sobrenadante foram pipetados em duplicata em microplaca e
incubados em temperatura ambiente na presenca de 140 pl de tampéo de ensaio (tampéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,4 contendo cloreto de potassio 50 mM, EDTA 1 mM e BSA
0,2 mg/ml), 20 pul de NADPH 2 mM e 20 pl de DTNB 5 mM. As leituras foram monitoradas
a 412 nm durante 10 min.

Em paralelo, também foram incubados os homogenatos na presenca de ourotiomalato
de sodio 20 uM (ATM, inibidor da TrxR) e os respectivos brancos: o sem amostra e 0 sem
amostra e na presenca do inibidor.

Os célculos das atividades foram realizados utilizando-se 0 Vmax de cada reacao
(corrigidos pelos respectivos valores do branco da reagéo) e a partir do coeficiente de extingéo
6800 M™ cm™do DTNB a 412 nm. Os resultados foram expressos em UTrxR/mg de proteina,
onde uma unidade de atividade de TrxR foi definida como a geragéo de 2 umol de TNB (5-

thio-2-nitrobenzoic acid) dependente de NADPH formado por minuto a 22 °C.
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2.14.2 Superoxido dismutase (SOD)

A medida de atividade da SOD no tecido cutaneo foi baseada na formagéo do produto
XTT-formazan, conforme (Ukeda et al., 1997). A reacdo ocorre entre xantina, xantina oxidase
e SOD, gerando o anion radical superéxido (O,"). Por sua vez, este reduz o reagente XTT
para 0 produto XTT-formazan, que absorve luz na OD de 470 nm. A SOD sequestra O, e
reduz a formacdo do produto XTT-formazan.

As reacOes foram realizadas em microplaca e em duplicata. Para a determinacdo da
atividade de SOD total, 10 ul de amostra (diluida 1:40 em tampao de homogeneizagdo) foram
adicionados a 260 ul de tampéo carbonato de s6dio 50 mM pH 10,2 contendo EDTA 3 mM,
10 pl de xantina 3 mM, 10 ul de XTT 0,75 mM e 10 ul de xantina oxidase 56,1 mU/ml. Em
paralelo, para a determinacdo da atividade de MnSOD, incluiu-se KCN 2 mM no meio de
incubacdo (Cu/Zn SOD ndo é afetada) e ainda, um terceiro tubo contendo amostra inativada
por aquecimento durante 10 min a 100°C (branco de cada amostra).

A leitura foi realizada a 470 nm durante 20 min e o resultado foi expresso como
USOD/mg proteina. U de atividade SOD foi definida como a quantidade de XTT nédo oxidado
em umol/min (Ukeda et al., 1997).

2.14.3 Catalase

O método usado para a determinacdo da atividade da catalase ocorre em duas etapas.
Na primeira reacdo, a catalase contida na amostra dismuta o H,O, (de concentracdo
conhecida) em agua e oxigénio molecular. Em seguida, na segunda reacdo, o H,0O,
remanescente € determinado pela oxidacdo do reagente o-dianisidina em uma reacdo
catalizada pela enzima peroxidase (HRP, de acordo com o método modificado de Fossati et
al., 1980).

A primeira reacdo foi realizada incubando-se 15 pL das amostras (diluidas 1:5 em
tampdo de homogeneizacdo; brutas ou inativadas por incubacdo prévia a 60 °C durante 2h)
com 250 pL de H,O, 10 mM em temperatura ambiente durante 10 min. A reacdo foi
interrompida com 250 pL de NaN3 1 mM. Em paralelo, amostras de uma curva padrdo de
H20, (preparada em tampéo fosfato 50 mM, pH 7,0 nas concentragdes de 11 a 8820 uM)

também foram processadas).
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A segunda reacgéo foi realizada em microplaca pipetando-se 20 puL do produto obtido
na primeira reagdo com 200 pL de reagente contendo 0,167 mg/ml de o-dianisidina e 0,095
png/mL de HRP em tampdo fosfato 5 mM, pH 6,0.

A velocidade de formacdo do produto de oxidacdo da o-dianisidina foi realizada
registrando-se a absorbancia da amostra a 460 nm. A atividade da catalase foi calculada a
partir da velocidade mé&xima da reacdo de cada amostra corrigidas pelo respectivo valor do
branco e em seguida, extrapolada em curva padrao de H,0O,. O resultado foi expresso em
UCatalase/mg de proteina. A unidade da catalase é definida como a concentracdo de H,O,

degradada (umol/min) (Fossati et al., 1980).

2.14.4 Glutationa peroxidase (GPx)

Este método é baseado na medida indireta da atividade da GPx via reacdo associada a
glutationa redutase (GR). A glutationa oxidada (GSSG), produzida pela reducdo de
hidroperdxidos pela GPx, é reciclada para gerar seu estado reduzido via GR e NADPH
(Flohé, Gilinzler, 1984). O substrato utilizado foi o terc-butil hidroperoxido.

Em uma microplaca de quartzo, 30 pL de amostra (diluidas 1:3 em tampdo de
homogeneizacio) foram incubados por 5 minutos a 37 °C na presenca de 145 pL de tampio
fosfato 0,05 M pH 7,0 contendo EDTA 0,1 M, 5 pL de glutationa reduzida (GSH) 80 mM e 5
pL de glutationa redutase (GR) 0,0096 U/uL. Em seguida foram adicionados 5 pL de solugcdo
de terc-butil hidroperdxido 0,46% e 10 puL de solugcdo de NADPH 1,2 mM.

A oxidacdo de NADPH a NADP" foi acompanhada pelo decréscimo na absorbancia
monitorada a 340 nm por 10 minutos & temperatura de 37 °C. As amostras foram analisadas
em duplicata e os resultados foram expressos como umol GSH/min/mg proteina (Flohé et al.,
1984).

2.14.5 Glutationa redutase (GR)

A determinacdo da atividade foi baseada na medida direta da atividade da GR, que
utiliza o NADPH como co-fator na reducdo da GSSG em GSH de acordo com Carlberg e
Mannervik (1985).

Em uma microplaca de quartzo, 10 pL de amostra (diluidas 1:5 em tampéo de

homogeneizacdo) foram incubados a 37 °C na presenca de 190 pL de um meio reacional
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(tampédo fosfato 50 mM, pH 7,0 contendo EDTA 50 mM, GSSG 2 mg/ml e NADPH 0,4
mg/ml.

Assim, a reacdo oxidativa de NADPH para NADP* foi mensurada via decaimento da
absorbancia monitorada a 340 nm durante 30 min a 37 °C. As amostras foram analisadas em

duplicata e expressas como pmol NADPH/min/mg proteina.

2.14.6 Glutationa S-transferase (GST)

O metodo da determinacdo da atividade da glutationa S-transferase foi realizada de
acordo com Habig e colaboradores (1974), a qual é baseada na geracdo de um complexo entre
a GSH e o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), catalisado pela GST. O aumento de
absorbancia é diretamente proporcional a atividade da GST na amostra, o qual foi mensurada
a 340 nm por 30 minutos a 25 °C. As amostras foram analisadas em duplicata e os resultados

expressos como umol GSH conjugada/min/mg proteina (Habig et al., 1974).

2.15 Determinacdo da razdo entre os niveis de glutationa oxidada e a glutationa reduzida
(GSSG/GSH) como marcador de estresse oxidativo

O método da determinacdo das glutationas € também conhecido como método de
reciclagem enzimatica da glutationa (GSH, Rahman et al; 2006). A GSH ¢é medida a partir da
glutationa oxidada (GSSG) através da acdo da glutationa redutase (GR) na presenca de
NADPH. A GSH reage com o acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzdico) (DTNB) para formar o
acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) que é quantificado a 412 nm e o aducto glutationa de TNB
(GS-TNB) que é entdo reduzida para GSH, semelhante ao GSSG pela GR e NADPH. Como a
GR reduz o GSSG formando 2GSH, a quantidade de glutationa medida no ensaio, representa
a soma de glutationa reduzida e oxidada na amostra (GSH total). Para a determinacdo de
GSSG, esse método utiliza o reagente 1-metil-2-vinilpiridinio trifluorometanossulfonato
(M2VP, “scavenger”) na preparacdo da amostra que evita a oxidacdo da GSH. O M2VP
promove a eliminagéo do grupo tiol e rapidamente recupera a GSH, sem inibir a acdo da GR.

Amostras de tecido de pele foram homogeneizadas em solucdo de &cido metafosforico
5% (1 g de tecido para 10 ml da solugdo acida) e em seguida, os homogenatos foram

centrifugados a 12.000 g por 20 min a 4 °C. Uma aliquota de 50 pl do sobrenadante foi
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separada para a dosagem de GSH total enquanto outra de 45 pl para a dosagem de GSSG que
foi imediatamente misturada com 5 pl de M2VP 30 mM. Todos reagentes foram preparados
em tampdo KH,PO, 100 mM, pH 7,5 contendo EDTA 5 mM (tampé&o de ensaio). A dosagem
de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1977).

As reacOes para ambas as dosagens foram realizadas em microplaca e em duplicata
misturando-se 20 pl de amostra ou padrdo com 120 pl de uma mistura previa de 1 volume de
solucdo de DTNB 1,68 mM e 1 volume de GR 3,33 U/ml. Apos 30 segundos, para a
conversdo de GSSG para GSH, a reacdo foi iniciada com 60 pl de NADPH 0,8 mM. As
leituras de absborbancia foram realizadas a 412 nm durante 3 min e registradas a cada 10
segundos. As quantidades de GSH total e GSSG foram calculadas a partir das Vmax de cada
reacao extrapoladas na respectiva curva padrdo (com concentracdes de 1-10 uM para GSH
total e de 0,125-5 uM /para GSSG). Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteinas
e as concentragcdes de GSH foram determinadas pela diferenga entre GSH total e GSSG. A
partir dai, a razdo GSSG/GSH foi determinada para cada amostra.

2.16 Quantificacdo de citocinas na pele dorsal de animais com psoriase

Utilizando amostras da pele dorsal de camundongos, as concentracdes de diferentes
citocinas foram mensuradas (TNF-a, IL-1p; IL-6, INF-y; Biolegend, CA, USA ¢ IL-10, R&D
systems, MN, USA), via teste de ELISA, conforme instrucdes do fabricante.

As curvas padrdes para TNF-a e IL-6 foram realizadas nas seguintes concentracdes: 0
pg/mL (diluente do kit), 0,97 pg/mL, 1,95 pg/mL, 3,90 pg/mL, 7,81 pg/mL, 15,625 pg/mL,
31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL. J& a curva para INF-y foi
efetuada nas concentracdes de 0 pg/mL (diluente do kit), 1,95 pg/mL, 3,90 pg/mL, 7,81
pg/mL, 15,625 pg/mL, 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000
pg/mL. As padrdes para IL-1p e IL-10 foram feitas nas concentragdes de 0 pg/mL (diluente
do kit), 3,90 pg/mL, 7,81 pg/mL, 15,625 pg/mL, 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL, 250
pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL, 2000 pg/mL. Em todos os casos, a leitura das amostras foi
efetuada em espectrofotdbmetro (Spectramax plus, Molecular Device, CA, USA), utilizando-se
0 comprimento de onda 450 nm.
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2.17 Quantificacdo do NF-kB na pele murina com psoriase

Amostras da pele dorsal dos animais dos diferentes grupos foram homogeneizadas,
seguindo as descri¢Bes de Rong e Baudry (1996). Apo6s centrifugacdo do homogenato (12.000
g, 30 seg; 4 °C), o sobrenadante foi reservado para os ensaios de Western blot. O botéo celular
(pellet) foi ressuspendido em 400 ul de tampdo de lise (HEPES 10 mM; MgCl, 1,5mM; KCI
10mM; DTT 0,5mM; PMSF 0,5mM; leupeptina 2 pg/mL; antipaina 2 pg/mL) e reservado sob
gelo por 10 min. Apo0s agitacdo vigorosa das amostras, foi adicionado Tergitol NP-40 (10 %)
e estas foram centrifugadas (12.000 g; 30 seg a 4 °C). O botdo celular ressuspendido em
tampé&o de extracdo (20 mM HEPES; 1,5 mM MgCl,; 300 mM NaCl; 0,25 mM EDTA; 2
pg/mL leupeptina; 2 pg/mL antipaina; 0,5 mM PMSF; 3 mM ortovonadato; 0,5 mM DTT) foi
reservado sob gelo e apds nova centrifugacdo das amostras (12.000 g; 20 min a 4 °C), o
sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas determinada, conforme Bradford
(1976).

O ensaio de retardo da mobilidade eletroforética para o NF-kB foi realizado de acordo
com Munhoz et al. (2006). Para isto, foi utilizado kit especifico de ensaio para gel shift
(Promega). A sonda, um oligonucleotideo consenso de dupla fita de NF-kB marcado com 32P
(30.000 cpm), e o extrato nuclear (2,5 ug), o oligo frio em excesso ou o0 anticorpo especifico
para subunidades foram aplicados no gel de poliacrilamida 5,5% [acrilamida/bisacrilamida
(37,5:1)]. Para a eletroforese foi usado o tamp&o TBE (45 mM Tris, 45 mM Acido Bérico, 0,5
mM EDTA). O gel foi submetido a eletroforese por 2 h a 150 V. Apo6s a corrida, o gel foi

secado e analisado por autoradiografia.

2.18 Avaliacao da expressdo proteica de Caspase-1, IL1p, CSE e CBS na pele dorsal de
camundongos com psoriase

Ap0s obtencdo do sobrenadante da pele, conforme descrito no item 2.17, as amostras
foram diluidas em tampdo Laemmli (Tris-HCL 62,5 mM, pH 6,8 com SDS 2%, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0,001% e 2-mercaptoetanol 5%) e, em seguida, 20 pg de proteinas totais
foram separadas via sistema de eletroforese em gel de poliacrilamina (12,5%, SDS-PAGE)
com emprego de tampao especifico (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%), e intensidade
constante de voltagem de 110V (Laemmli, 1970). Feita a transferéncia eletroforética das
bandas proteicas para membrana de nitrocelulose (200 mA, 1h30), a eficiéncia desse processo
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foi confirmada pela coloragdo via emprego do corante vermelho ponceau (0,1% em &cido
acético 5%). As ligagdes inespecificas nas amostras foram bloqueadas pela incubag¢do com
albumina do soro bovino 5% (BSA, 5% em tampédo TBS-t: Tri-HCI 20 mM, NaCl 137 mM,
Tween-20 0,2%; pH 7,4) durante 1h.

As membranas foram incubadas (12 h, 4 °C) com anticorpos primarios anti-caspase-1,
monoclonal, coelho (#3866, 1:1000, Cell Signaling Technology); anti-IL1B, monoclonal,
coelho (#12703, 1:1000, Cell Signaling Technology); anti-CSE, policlonal, coelho (12217-1-
AP, 1:1000, Proteintech) e anti-CBS, monoclonal, camundongo (H00000875-M01, 1:1500,
Abnova).

Ap0s lavagens subsequentes com TBS-t (3 x porl0 min), as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario policlonal anti-camundongo ou anti-coelho IgG
conjugado a peroxidase (1:4.000 em TBS-t, Signalway, EUA) durante 2 h em temperatura
ambiente. Apds novo ciclo de lavagens com o TBS-t (3 x por 10 min), as bandas
imunorreativas foram reveladas por quimioluminescéncia (SuperSignal West pico, Thermo
Scientific, EUA).

As imagens foram captadas pelo fotodocumentador Chemidoc (BioRad, EUA) e as
andlises densitometricas foram realizadas para quantificar a intensidade relativa utilizando o
software ImagelLab (BioRad, EUA). Os resultados obtidos foram normalizados pela
intensidade relativa obtida pela proteina GAPDH, utilizada como controle do carregamento
das amostras (anti-GAPDH, monoclonal, coelho, sc-32233, Santa Cruz). Os resultados foram

expressos como porcentagem do controle (vaselina).

2.19 Quantificacdo da producdo de H,S na pele dorsal de animais com psoriase

Inicialmente a capacidade de producdo de H,S foi avaliada em amostras de tecidos
naive, homogenizados em tampéo fosfato (100 mM, pH 7,4), contendo o inibidor de proteases
fenil-metil-sulfonil-fluoridro - PMSF (5 mM), na propor¢do 1:5 (1 g de tecido para 5 ml de
tamp&o). O homogenato obtido foi centrifugado (10.000 g; 10 min, 4 °C) e o sobrenadante
coletado e diluido (5 — 1.000 x) conforme o protocolo.

A seguir, o volume de 200 pl das amostras foi disposta em placa de 96 pocos,
juntamente com 12,5 ul do substrato L-cisteina (10 mM), 12,5 pl do co-fator 5’ fosfato de
pirodoxal (2 mM), e 25 pl de tampdo fosfato ou dos inibidores enzimaticos da geracéo de
H,S: PAG (DL-propargilglicina — 0,0002 - 10 mM, inibidor seletivo da CSE), BCA (B-ciano-
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L-alanina — 0,0002 - 2 mM, inibidor seletivo da CSE) ou AOAA (acido amino-oxiacético —
0,0002 - 2 mM, inibidor n&o seletivo da CBS e CSE). Em seguida, o papel filtro (12 x 8 cm)
impregnado com acetato de chumbo foi disposto sobre a placa contendo as amostras, acima da
fase liquida. A placa foi incubada por 40 — 240 min a 37 °C.

Ap0s os testes com os tecidos naive, foram definidos os melhores parametros (diluigéo-
20 x; incubacgdo-150 min, 37 °C) para avaliar a capacidade de geracdo de H,S em amostras da
pele dorsal de animais controle, psoriase e psoriase tratada com as diferentes doses de
GYY4137.

A medida da geracdo de H,S no papel filtro foi mensurada via formacéo de sulfeto de
chumbo (Hine et al., 2015). Tal reacéo resulta da interacdo do H,S produzido pelas amostras
com o acetato de chumbo contido no papel, culminando numa coloracdo escurecida do
precipitado de sulfeto de chumbo, que permite sua quantificacdo via analise densitométrica.
Os dados foram expressos como quantidade de H,S gerado por periodo ou concentragdo de
proteinas totais, com base em uma curva padrdo construida a partir de concentragdes

conhecidas de NaHS (1,95 — 500 uM), dispostas na mesma placa das amostras.

2.20 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. e submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de uma Unica ou duas vias, seguida pelo pos-teste de Dunnett ou de
Bonferroni. Quando indicado, o teste t ndo pareado foi utilizado. As diferencas entre as
médias foram avaliadas via programa estatistico (Programa Graph Pad Prism v. 5.0). Valores

de P<0,05 foram considerados significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do doador de H,S de liberagdo lenta, GYY4137, no prurido agudo induzido
por vias histaminérgicas na pele murina

Conforme demonstrado no estudo prévio do grupo (Rodrigues et al., 2013), a injecao
i.d. de histamina (1 umol/sitio, n=6; Figura 7, painel A), na pele dorsal de camundongos
BALB/c machos, induz aumento significativo no nimero de ataques de coceira/prurido
durante o periodo de 40 min, em relagcdo ao grupo tratado via i.d. com o veiculo Tyrode. A co-
injecdo de histamina com doses crescentes de GYY4137 (0,3 — 30 nmol/sitio; n=6), reduziu
significativamente o prurido apenas com a dose de 1 nmol/sitio (Figura 7, painel A).

Semelhantemente ao efeito observado com a histamina, a injecdo i.d. de C48/80 (3
pg/sitio, n=7), induziu aumento expressivo no comportamento de prurido, em comparacdo aos
animais que receberam veiculo (Tyrode). Na vigéncia da co-injecdo do C48/80 com
GYY4137, em diferentes doses (0,3 — 30 nmol/sitio; n=7), ndo houve alteracdo na resposta
observada com o C48/80 isolado (Figura 7, painel B). A administracdo isolada de GYY4137
na maior dose (10 nmol/sitio) evocou uma resposta similar ao observada com o Tyrode

(Figura 7, painéis A e B).
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Figura 7 — Efeito do GYY4137 no comportamento de prurido em camundongos. Painéis A e B
demonstram a média dos ataques de prurido induzidos por histamina e C48/80, respectivamente, no
intervalo de 40 min, na presenga ou auséncia de doses crescentes de GY'Y4137 (0,3-10 nmol/sitio). A
linha tracejada ilustra a resposta do Tyrode, a coluna branca o efeito isolado do GYY4137. n=6-7. Os
dados estdo apresentados como média *+ e.p.m. para n animais. *P<0,05-**P<0,01 vs. Tyrode, *P<0,05
vs. histamina isolada. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.2 Efeito do doador de H,S de liberagdo rapida, Na,S, no prurido agudo induzido por
vias histaminérgicas na pele murina

Durante o periodo avaliado de 40 min, foi observado que a injecéo i.d. de C48/80 (3
pg/sitio, n=7) na pele dorsal de camundongos produziu aumento significativo no nimero de
ataques de prurido, quando comparado a injecdo i.d. de Tyrode (n=4, Figura 8).

Na vigéncia da co-injegdo do Na,S, nas doses de 1, 3 e 10 nmol/sitio (n=5-6), com o
C48/80, ocorreu reducao significativa (P<0,05) no nimero de ataques de prurido, quando
comparado com o C48/80 isolado (Figura 8). A co-injecdo da menor dose de Na,S (0,3

nmol/sitio, n=6), ndo afetou significativamente a resposta do C48/80 isolado.
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Figura 8 — Efeito do Na,S sobre o comportamento de prurido induzido por C48/80 em camundongos.
As barras indicam numero de ataques de prurido no intervalo de 40 min pés injecdo i.d. de C48/80
(3 pofsitio), na auséncia ou presenca de doses crescentes de Na,S (0,3-10 nmol/sitio). A linha
tracejada ilustra a resposta do Tyrode e a coluna branca, o efeito isolado do Na,S. n=4-7. Os dados
estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. **P<0,01 vs. Tyrode, “P<0,05 vs. C48/80
isolado. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.3 Curva dose-efeito do GYY4137 no extravasamento plasmatico produzido por
histamina e C48/80 na pele dorsal de camundongos

A injecdo i.d. de histamina (30 nmol/sitio; n=14), na pele dorsal de camundongos,
evocou extravasamento plasmatico (Figura 9, painel A). A co-injecdo de histamina com o
GYY4137, nas doses de 1, 3, 10, 30 e 100 nmol/sitio, ndo inibiu em nenhuma das doses
avaliadas o extravasamento plasmatico induzido por histamina (Figura 9, painel A; n=7-14).
De forma semelhante, a injecdo i.d. de C48/80 (3 pg/sitio; n=14) na pele dorsal de
camundongos induziu extravasamento plasmatico, que na vigéncia de co-injecdo com
diferentes doses do GYY4137 (1, 3, 10, 30 e 100 nmol/sitio; n=9-14) ndo foi afetado
significativamente, embora observou-se tendéncia nas maiores doses (Figura 9, painel B). A
maior dose de GY'Y4137 administrada isoladamente (100 nmol/sitio) induziu resposta similar

ao Tyrode (Figura 9, painéis A e B).
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Figura 9 — Efeito do GYY4137 no extravasamento plasmatico induzido por histamina e C48/80 na
pele dorsal de camundongos. Os painéis A e B mostram o extravasamento plasmatico pos injecéo i.d.
de histamina (30 nmol/sitio) e C48/80 (3 pg/sitio), respectivamente, na auséncia ou presenca de doses
crescentes de GYY4137 (1-100 nmol/sitio). A linha tracejada ilustra o efeito do Tyrode e a coluna
branca, o efeito isolado do GYY4137. n=9-14. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para
n animais. ***P<0,001 vs. C48/80. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).



56

3.4 GYY4137 reduz o influxo de neutrofilos induzido por C48/80 na pele murina

Apbs 4 h da injecdo i.d. do C48/80 (3 pg/sitio; n=10) na pele dorsal dos animais,
observou-se aumento significativo da atividade da MPO (Figura 10). A co-injecdo do C48/80
com o0 GYY4137, nas doses de 3, 10, 30 e 100 nmol/sitio (n=10) reduziu de forma dose-
dependente a atividade da MPO induzida pelo C48/80; todavia, somente na maior dose essa
reducdo foi significativa. A administracdo isolada da maior dose de GYY4137 (100

nmol/sitio) induziu uma resposta semelhante ao observado com Tyrode (Figura 10).
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Figura 10 — Curva dose-efeito do GY'Y4137 no aumento da atividade da MPO frente a injecdo i.d. do
C48/80 na pele dorsal de camundongos. Atividade da MPO 4 h apds injecdo i.d. de C48/80 (3
Mg/sitio), na auséncia ou presenca de doses crescentes de GYY4137 (1, 3, 10, 30 e 100 nmol/sitio). A
barra branca ilustra o efeito do GY'Y4137 isolado, enquanto a linha tracejada representa a resposta do
veiculo (Tyrode). n=10. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais.
***P<(,001 vs. Tyrode, *P<0,05 vs. C48/80. (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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35 Efeit_o dos inibidores das enzimas geradoras de H,S no prurido agudo na pele
murina

A injecdo i.d. de C48/80 3 pug/sitio (Figura 11, painéis A e B), na pele dorsal dos
camundongos, induziu aumento expressivo (P<0,05-P<0,001; n= 4-8) no nimero de ataques
de prurido, durante o periodo de 40 min em relacdo aos grupos injetados i.d com o veiculo
Tyrode. O pré-tratamento (-60 min, i.p.) dos animais com BCA, exacerbou significativamente
(P<0,01), o comportamento de prurido induzido por C48/80, quando comparado aos animais
pré-tratados com salina e injetados com C48/80 (Figura 11, painel A). Em contraste, o pré-
tratamento (- 60 min, i.p.) com o0 AOAA néo alterou 0 comportamento de prurido nos animais
injetados com o C48/80 (Figura 11, painel B).

[ salina (i.p., - 60 min) [ salina (i.p., - 60 min)
A Hl BCA (50 mg/kg; i.p., - 60 min) B Hl AOAA (20 mg/kg; i.p., - 60 min)
2004

N
a
id

*k

T

H
]
q

##
Fkx

N
N
¢

=

5]

i

=
o
i
i
N
il

o
q

Ataques de coceira/40 min
a ~
? (62
*
Ataques de coceira/40 min
3 g

N

(&3]
N
al

in I —

Tyrode C48/80 (3 pag/sitio) Tyrode C48/80 (3 pnag/sitio)

o
o

Figura 11 — Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre o prurido agudo induzido por
C48/80. Painéis A e B ilustram o efeito do pré-tratamento (-60 min) com BCA (50 mg kg, i.p) ou
AOAA (20 mg kg, i.p), respectivamente, sobre o prurido agudo induzido por C48/80 (3 ug/sitio).
n=4-8. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. *P<0,05-**P<0,01-
***¥P<(,001 vs Tyrode. *P<0,01 vs C48/80 pré-tratados com salina (ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Bonferroni).
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3.6 Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre o influxo de neutrofilos

A administracdo i.d. de C48/80 3 ug/sitio (Figura 12, painéis A e B), induziu aumento
significativo (P<0,05; n=4-8) na atividade da enzima MPO (utilizada como marcador do
influxo de neutrdéfilos), quando comparado a injecdo i.d. de Tyrode, observado na pele dorsal
dos camundongos pré-tratados (-60 min, i.p.) com salina. A injecdo i.d. de Tyrode no grupo
pré-tratado com BCA (60 min, i.p), demonstrou aumento significativo (P<0,001) na atividade
da MPO, em comparacdo aos animais injetados com Tyrode, pré-tratados com salina (Figura
12, painel A). Um perfil similar de resposta foi observado durante o pré-tratamento com
AOAA, em gue a administracdo i.d. de Tyrode elevou significativamente (P<0,05) a atividade
da MPO neste grupo, quando comparado aos animais pré-tratados com salina.
Adicionalmente, é possivel observar uma elevacao significativa (P<0,001) na atividade da
MPO nos animais injetados com C48/80, pré-tratados com BCA, quando comparados aos

animais injetados com C48/80, pré-tratados com salina (Figura 12, painel A).
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Figura 12 — Efeito dos inibidores das enzimas geradoras de H,S sobre a atividade da enzima MPO
induzida por C48/80. Painéis A e B ilustram o efeito do pré-tratamento (-60 min) com BCA (50 mg
kg, i.p) ou AOAA (20 mg kg, i.p), respectivamente, sobre a atividade da enzima MPO, como medida
de influxo de neutréfilos. n=4-8. Os dados estdo apresentados como média * e.p.m. para h animais.
*P<0,05 vs. Tyrode, “P<0,05-"*P<0,001 vs. pré-tratado com salina. (ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Bonferroni).
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3.7 Producéo de H,S na pele dorsal na inflamacéo aguda

A analise da capacidade de producédo de H,S, em tecidos de animais naive, demonstrou
indices de geracdo de H,S similares entre as amostras de cérebro e pele dorsal, enquanto a
taxa de geracdo de H,S foi mais acentuada no figado (Figura 13, painel A).

Apdbs 30 min da administracdo i.d de C48/80 (3 pg/sitio), houve aumento significativo
(P<0,05), na capacidade de geracdo de H,S em amostras da pele dorsal, quando comparado
aos sitios injetados com Tyrode. Este efeito ndo foi observado ap6s o periodo de 4 horas
(Figura 13, painéis B e C).
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Figura 13 — Geracdo de H,S na pele dorsal naive e inflamada. Painel A demonstra a capacidade de
geragdo de H,S em amostras da pele dorsal, cérebro e figado de camundondos naive. Painéis B e C
indicam o indice de geracdo de H,S, 30 min e 4 horas ap6s a injecdo i.d. de Tyrode ou C48/80
(3 pg/sitio), respectivamente. n=4-5. Os dados estdo apresentados como média = e.p.m. para n
animais. *P<0,05 vs. Tyrode (Teste t ndo pareado).
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3.8 Efeitos dos doadores de H,S na desgranulacdo de mastécitos induzida por C48/80

3.8.1 Doadores de H,S reduzem a liberacdo de histamina de mastécitos desgranulados por
C48/80 in vitro

Como demonstrado na Figura 14 a incubagdo dos mastocitos, obtidos do periténio de
ratos, com o C48/80 (1 pg/ml) induz desgranulacdo destas células e consequente elevacao
significativa (P<0,001; n=3) do conteudo de histamina, quando comparado ao contetdo
obtido de mastdcitos incubados com o tampdo KRP. A incubacdo simultanea dos mastocitos
com o C48/80 e os doadores de H,S, de liberacdo rapida (Na,S ou reagente de Lawesson), em
diferentes concentracdes (100 uM — 1000 uM), reduz, significativamente e com perfil dose-
dependente, o conteddo liberado de histamina destas células (Figura 14, P<0,05-P<0,001;
n=3). J& a incubacdo dos mastocitos com o C48/80 e o doador de H,S de liberacdo lenta,
GY'Y4137, nas concentracGes de 100-1000 uM, ndo reduziu significativamente o conteudo de
histamina liberado dos mastdcitos (Figura 14). Na presenca dos doadores de H,S
isoladamente, o contetdo liberado de histamina foi similar ao observado com os mastocitos

incubados apenas com o tampéo.
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Figura 14 — Efeito inibitério dos doadores de H,S na desgranulacdo in vitro de mastdcitos induzida
por C48/80 in vitro. Os doadores de H,S: Na,S, LR ou GYY4137 (100-1000 puM) foram incubados
simultaneamente com o C48/80 (1 pg/ml). O contetdo de histamina liberado foi expresso como
porcentagem do total de histamina contida nas células. Os dados estdo apresentados como média +
e.p.m. n=3. ***P<0,001 vs. Krebs (liberacio basal), “P<0,05-*P<0,01-*P<0,001 vs. C48/80 isolado
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni).
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3.8.2 Doadores de H,S reduzem a desgranulagdo de mastdcitos induzida por C48/80 in vivo

A aplicacdo de C48/80 (10 ug) no leito vascular mesentérico de ratos aumentou
significativamente (P<0,001) o nimero de mastdcitos desgranulados (4,0 £ 0,4; n=5), quando
comparados ao Tyrode (0,5 £+ 0,2; n=5; Figura 15, painéis A e B). A adi¢do prévia (-2 min)
de diferentes doadores de H,S, Na,S, LR e GYY4137 (30 nmol) no leito vascular
mesentérico, reduziu significativamente (P<0,01-P<0,001) o numero de mastocitos
desgranulados por C48/80 (1,8 £ 0,9; 0,9 £ 0,5 e 1,5 % 0,6; respectivamente, n=5; Figura 15,
paineis C — F).

Adicionalmente ao observado com o0s mastdcitos do mesentério de ratos. A analise
histologica da pele dorsal de camundongos demonstrou que a injecdo i.d de C48/80 (3
pg/sitio) desgranulou um grande ndmero de mastocitos quando comparado aos animais naive
ou injetados com Tyrode (Figura 16, painéis A-C). A co-injecdo de doadores de H,S (30
nmol) com C48/80 reduziu o nimero de mastocitos desgranulados (Figura 16, painéis D—F).
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Figura 15 — Efeito dos doadores de H,S sobre a desgranulacdo de mastdcitos no mesentério de ratos.
O mensentério dos animais recebeu a aplicacdo de Tyrode, C48/80 isolado (10 ug), ou C48/80
previamente a exposicdo com doadores de H,S (30 nmol; -2 min). As imagens sao representativas dos
mesentérios corados com azul de toluidina (1%), expostos ao Tyrode (controle; painel A), C48/80
isolado (painel B) ou C48/80 juntamente com doadores de H,S: Na,S, LR e GY'Y3147 (painéis C, D
and E, respectivamente). Setas e cabecas de setas indicam mastécitos intactos e desgranulados,
respectivamente. n=5. Os dados estdo apresentados como meédia + e.p.m. de mastocitos desgranulados
por &rea. ***P<0,05 vs Tyrode. *P<0,01 and **P<0,001 vs. C48/80 isolado (ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Dunnett).
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Figura 16 — Efeito dos doadores de H,S sobre a desgranulagdo de mastécitos na pele dorsal de
camundongos. Fotomicrografias representativas de cortes da pele dorsal (5 pm) corada com azul de
toluidina (1%), demonstrando o efeito protetor dos doadores de H,S na desgranulagdo de mastocitos
induzida por C48/80. Painel A (pele naive), demonstra as caracteristicas dos mastdcitos intactos
(setas). Painel B (Tyrode) mostra celulas intactas sem evidencias de mastdcitos desgranulados. Painel
C (C48/80 3 ng/sitio, i.d.) ilustra muitos mastocitos desgranulados (cabecas de setas). Paineis D, E e F
(C48/80 + Na,S ou LR ou GYY4137 30 nmol, respectivamente) ilustram que a desgranulacdo de
mastdcitos induzida por C48/80 é reduzida por doadores de H,S. n=3.
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3.9 Envolvimento dos de Katp no efeito protetor do H,S no extravasamento plasmatico e
no prurido

O mecanismo envolvendo os canais de Kartp sobre o efeito protetor dos doadores de
H,S foi avaliado, via caracterizacdo da glibenclamida, sobre a resposta vasodilatadora
induzida pelo agonista desses canais, o pinacidil. O aumento do extravasamento plasmatico
induzido pela histamina (30 nmol/sitio; n=6) em relacdo ao Tyrode (Figura 17, painel A) foi
potencializado, de forma ndo dependente da dose, pela co-injecdo desta com o pinacidil (10 e
30 nmol/sitio; P<0,001). A injecdo i.d. do pinacidil (30 nmol/sitio) per se ndo induz resposta
diferente do Tyrode (Figura 17, painel A). O pré-tratamento (-30 min) de animais com a
glibenclamida (10 e 30 mg/kg) preveniu marcantemente a potencializagdo do extravasamento
evocado pela co-injegédo de pinacidil com histamina (Figura 17, painel A; n=6). O tratamento
com a glibenclamida (10 mg/kg, i.p; n=5-6) ndo afetou de forma significativa o
extravasamento plasmatico induzido por histamina isoladamente e tampouco reverteu o efeito
inibitério do doador de H,S (Na,S) sobre o extravasamento plasmatico induzido por histamina
(Figura 17, painel B). Como esperado, a inje¢do i.d. de histamina (1 pmol/sitio, n=6; Figura
17, painel C) induz aumento significativo do prurido em relacdo ao Tyrode. A co-injecdo da
histamina com o Na,S (3 nmol/sitio; n=9) inibe o efeito de prurido (P<0.05) evocado por
histamina. Em animais pré-tratados com a glibenclamida (10 mg/kg, - 30 min), o efeito
protetor do Na,S sobre o prurido evocado por histamina ndo é afetado, curiosamente o pré-
tratamento com glibenclamida reduziu o prurido evocado pela histamina administrada

isoladamente (Figura 17, painel C; n=5-8).
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Figura 17 — Bloqueio do canal de Karp ndo reverte o efeito protetor do Na,S sobre o extravasamento
plasmaético e o prurido induzido por histamina. Painel A ilustra o efeito vasodilatador da co-injecdo de
pinacidil com histamina em animais pré-tratados (-30 min) com glibenclamida ou veiculo (CMC).
Painéis B e C demonstram a auséncia de efeito da glibenclamida sobre o efeito protetor do Na,S no
extravasamento plasmatico e prurido induzido por histamina, respectivamente. Os dados estdo
apresentados como média + e.p.m. para n animais. *P<0,05-***P<0,001 vs. Tyrode + CMC, **
P<0,001 vs. histamina + CMC, * P<0,05-""" P<0.001 vs. histamina + pinacidil. (ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Bonferroni).
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3.10 Padronizacdo da relagdo dose e tempo-resposta do prurido frente a cloroquina

A injecdo i.d. da cloroguina, nas doses crescentes de 50 a 200 pg/sitio (n=5-6), induz
aumento significativo, e de forma dose-dependente, no nimero de ataques de prurido quando
comparado ao comportamento obtido no grupo controle (Tyrode; Figura 18, painel A). Na
maior dose utilizada da cloroquina (500 pg/sitio; n=5), o comportamento de prurido,
representado pela frequéncia dos ataques de prurido, nos animais foi semelhante ao observado
com a dose de 200 pg/sitio, demonstrado pelo platd atingido ja com essa dose (Figura 18,
painel A).

No periodo avaliado do comportamento de prurido (40 min), a analise temporal dos
resultados demonstra que a cloroquina, na dose de 50 pg/sitio, induz o pico de ataques de
prurido nos primeiros 20 min e, logo apos, retorna ao valor basal do Tyrode (Figura 18, painel
B). O perfil de ataques de prurido frente a dose de 100 pg/sitio foi mais homogéneo, sendo a
resposta maxima obtida nos primeiros 10 min, e retornando gradativamente aos niveis basais
até os 35 min. Na dose de 200 pg/sitio, o pico de prurido evocado pela cloroquina ocorreu em
torno dos 25 min apds a injecdo. Apos esse periodo, a reducdo do comportamento de prurido
ocorreu gradativamente até atingir o nivel basal (Tyrode) aos 40 min. Na maior dose da
cloroquina (500 pg/sitio), verifica-se que o comportamento de prurido ocorre de forma
tempo-dependente, sendo o pico da resposta observado nos intervalos de 25 e 35 min,

mantendo-se constante até o término do registro (40 min; Figura 18, painel B).
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Figura 18 — Relagdo dose e tempo-resposta da cloroguina na inducdo do comportamento de prurido
em camundongos. O painel A mostra a somatoria dos ataques de prurido induzidos pelas diferentes
doses de cloroquina no intervalo de 40 min, enquanto o Painel B ilustra a evolugdo temporal do
comportamento de prurido induzido pelas mesmas doses de cloroquina, avaliadas a cada 5 min,
durante o intervalo de 40 min. n=5-6. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n
animais. *P<0,05-***P<0,001vs. Tyrode (controle) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Dunnett).
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3.11 Efeito do tratamento com GYY4137 no prurido induzido por cloroquina

Conforme demonstrado anteriormente, na dose de 100 pg/sitio (n=6), a inje¢do i.d. de
cloroquina aumentou significativamente o nimero de ataques de prurido em relagdo ao
veiculo (Tyrode; Figura 19). A co-injecdo com doses crescentes de GYY4137 (0,3-30
nmol/sitio; n=5-6) reduziu o comportamento de prurido, particularmente nas doses de 1 e 30
nmol/sitio (Figura 19). Nas doses de 0,3, 3 e 10 nmol/sitio de GYY4137, o prurido néo foi
reduzido significativamente (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito do GYY4137 no comportamento de prurido induzido por cloroquina em
camundongos. As barras demonstram a média dos ataques de prurido nos animais injetados com
cloroquina, na auséncia ou presenca de doses crescentes do GY'Y4137 (0,3 — 30 nmol/sitio), n=5-6. Os
dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. ***P<0,001 vs. Tyrode (controle); *P <
0,01 vs. cloroquina isolada (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.12 Caracterizacao dos sinais clinicos no modelo de psoriase induzida por Imiquimode
(IMQ) em camundongos

Os resultados observados na Figura 20 (painéis A e B) demonstram que a aplicacéo
topica de IMQ na pele dorsal de camundongos Balb C promoveu, a partir do 3° dia do
tratamento, aumento do escore dos sinais clinicos inflamatorios (rubor e descamacéo), o qual
foi progressivo até o ultimo dia da analise (6° dia) em relagdo ao grupo controle.
Paralelamente, a atividade da MPO na pele dos animais com a doenca, indicativo do infiltrado
de neutrofilos, aumentou em relacao ao controle (P<0,001; Figura 20, painel C, n=6-7).

No 6° dia da inducdo da psoriase, durante o registro de 30 min, 0s animais exibiram
aumento espontaneo dos ataques de prurido (P<0,05; n=7) em relacdo ao controle (n=6,
Figura 20, painel D). Nesse periodo, o registro temporal dos ataques de prurido, analisado a
cada 5 min, revelou um comportamento de prurido uniforme e superior ao do grupo controle
(Figura 20, painel E). A diferenca no aspecto da pele dorsal pode ser claramente observada no
6° dia (Figura 20, painel F).
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Figura 20 — Caracterizacdo dos sinais clinicos no modelo de psoriase experimental induzida por IMQ. Os Painéis A e B mostram o escore dos sinais clinicos
de rubor e descamacdo da pele, respectivamente, nos grupos controle e submetidos ao tratamento com IMQ. Painel C mostra a atividade da mieloperoxidase
(MPO) na pele do grupo controle ou com psoriase no ultimo dia. Os painéis D e E mostram o comportamento espontaneo de prurido no 6° dia durante o
periodo de 30 min. O painel F destaca a aparéncia da pele dorsal no 6° dia (n=6-7). Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais.
*P<0,05-***P<0,001 vs. controle — vaselina (Teste t ndo pareado).
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3.13 Relagéo dose-efeito do GY'Y4137 sobre os sinais clinicos na psoriase experimental

Conforme estabelecido previamente, a administracdo topica do creme IMQ induz
sinais clinicos caracteristicos da psoriase na pele de camundongos, tais como rubor intenso e
descamacdo na pele, os quais foram progressivos durante o periodo avaliado (Figura 21,
paineis A e C, respectivamente). O tratamento concomitante desses animais com o doador de
H.S de liberacdo lenta, GYY4137, nas diferentes doses utilizadas (25-100 mg/kg; i.p., n=5),
reduziu parcialmente o rubor e a descamacéo da pele destes em relacdo ao grupo com psoriase
ndo tratado com o doador.

A avaliacdo do escore clinico (rubor e descamacgédo) no 6° dia de inducdo da psoriase
experimental demonstrou que, o tratamento com GYY4137 reduziu de forma significativa
(P<0,05-P<0,001) o rubor e a descamacdo da pele dos animais em relacdo ao grupo com
psoriase ndo tratado (Figura 21, painéis B e D). Todas as doses utilizadas diminuiram o rubor
em nivel similar, enquanto a reducdo da descamacéo apresentou um perfil dose resposta, com
auséncia de efeito na dose de 25 mg/kg, mas reducdo significativa (P<0,05 e P<0,01) nas
doses de 50 e 100 mg/kg. Em paralelo, a medida de espessamento na orelha (acantose) foi
evidente em animais com a doenca em relagdo ao controle, o tratamento com o GYY4137
reduziu o espessamento da orelha com um perfil dose resposta, este efeito foi similar ao
observado na descamacao, com auséncia de reducéo significativa na dose de 25 mg/kg, mas
reducdo significativa (P<0,01-P<0,001) nas maiores doses (50 e 100 mg/kg; Figura 21,
painéis E e F).
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Figura 21 — Efeito do tratamento sistémico com GY'Y4137 sobre os sinais da psoriase em camundongos. O PASI foi utilizado como critério de analise. Os
painéis A e C ilustram o curso temporal dos escores (PASI) em valores absolutos para o rubor e descamacdo, enquanto o painel E mostra o curso temporal
para o0 espessamento da orelha (acantose) nos animais dos grupos controle, psoriase e psoriase tratada com doses crescentes de GYY4137 (25 — 100 mg/kg,
i.p). Os painéis B, D e F ilustram os registros desses mesmos sinais somente para o Gltimo dia (6° dia), n=5. As barras representam a média + e.p.m. para n
animais. ***P<0,001 vs. grupo controle (vaselina). * P<0,05- * P<0,01- ** P<0,001 vs. psoriase (na auséncia de GY'Y4137). (ANOVA de uma via seguido

pelo teste de Dunnett).
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3.14 Relacédo dose-efeito do GYY4137 sobre o prurido espontaneo em animais com
psoriase

No 6° dia da inducdo da psoriase, semelhante ao observado durante o protocolo de
padronizacdo (Figura 22, painel D), o grupo com psoriase experimental exibiu aumento
significativo no nimero de ataques de prurido espontaneos, quando comparado aos animais
do grupo controle-vaselina (P<0,001; Figura 22; n=5). O tratamento com o GYY4137, na
dose intermediaria de 50 mg/kg; i.p. (n=5), reduziu significativamente o prurido; todavia, nas
doses de 25 e 100 mg/kg; i.p. (n=4-5) do GYY4137, a reducdo do comportamento de prurido

ndo foi significativa (Figura 22).
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Figura 22 — Efeito do GY'Y4137 no prurido espontaneo em camundongos com psoriase induzida por
IMQ. As barras representam o nimero de ataques de prurido observados no grupo controle (vaselina)
€ NOS grupos com psoriase na auséncia ou presenca de doses crescentes de GY'Y4137 (25 — 100 mg/kg,
i.p), n=4-5. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. ***P<0,001 vs. vaselina
(controle); * P<0,01 vs. psoriase (ha auséncia de GY'Y4137) (ANOVA de uma via seguido pelo teste
de Dunnett).
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3.15 GY'Y4137 atenua as alteracGes histopatoldgicas na pele murina com psoriase

A andlise histologica, realizada na pele dorsal dos animais, demonstrou que 0 grupo
controle, ao qual recebeu a administracao de vaselina, ndo apresentou alteracdes na estrutura
da derme ou epiderme (Figura 23, painel A). Em contraste, na pele de animais com psoriase
experimental evocada por IMQ, foi possivel observar alteragdes estruturais marcantes, que se
assemelham a psoriase humana, tais como espessamento da epiderme (acantose) (Figura 23,
painéis B e F), presenca de células nucleadas no estrato cérneo (paraqueratose), hiperplasia da
camada cornea da epiderme (hiperqueratose), presenca de cones epidérmicos alongados
(cristas interpapilares) e infiltrado neutrofilico (Figura 23, painel B).

Na vigéncia do tratamento dos animais com psoriase, utilizando diferentes doses de
GYY4137, ocorre diminuigéo significativa da acantose (P<0,05-P<0,01) com as doses de 50
e 100 mg/Kg. (Figura 23, painéis B-F). A administracdo de GYY413 também reduziu a
paraqueratose, o nivel de hiperqueratose e a presenca de cones epidérmicos alongados (Figura
23, painéis B-E). O tratamento com GYY4137, com as doses de 50 e 100 mg/kg reduziu
significativamente (P<0,05) o infiltrado celular (Figura 23, painel B-E), confirmado pela

reducéo na atividade da MPO (Figura 23, painel G).
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Figura 23 — Efeitos do tratamento sistémico com GYY4137 na pele dorsal de camundongos com psoriase. Painel A contém fotomicrografias do grupo
controle. Painel B demonstra as altera¢cBes observadas no grupo psoriase sem tratamento, com destaque para o intenso infiltrado celular (cabecas de seta),
espessamento de epiderme (seta com duplo sentido), cones epidérmicos alongados (*), paraqueratose (setas), hiperqueratose (#). Os painéis C a E representam
0s grupos psoriase tratados com GY'Y4137 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente. O painel F representa a medida da espessura da epiderme em pum, enquanto o
painel G demonstra a atividade da MPO, utilizada como indicativo do influxo de neutréfilos. n=5. EP = Epiderme; DE = Derme. Coloracdo de HE
(Hematoxilina & Eosina). Objetivas de 20 e 40x. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. *P<0,05-***P<0,001 vs. vaselina
(controle); * P<0,05-*P<0,01 vs. psoriase (na auséncia de GY'Y4137) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.16 Avaliacdo dose-resposta do GY'Y4137 sobre o numero de leucdcitos totais no sangue
e baco de animais com psoriase

No 6° dia da indugdo da psoriase, 0 nimero de leucdcitos totais no sangue periférico e
baco dos animais com psoriase em relacdo ao grupo controle (vaselina) mostrou-se
marcantemente elevado (P<0,001; Figura 24, painéis A e B). Os animais com psoriase
tratados com GY'Y4137 nas doses de 25 e 100 mg/kg; i.p. apresentaram redugdo significativa
(P<0,05) no numero de leucdcitos totais no sangue, quando comparado aos animais com
psoriase sem tratamento (Figura 24, painel A; n=4-5), efeito similar foi observado com o
nimero de esplendcitos totais, reduzido significativamente (P<0,001) nos animais com
psoriase, tratados com a dose de 100 mg/kg; i.p. GY'Y4137, quando comparado ao grupo com
psoriase sem tratamento (Figura 24, painel B; n=5).
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Figura 24 — Efeito do GYY4137 no numero de leucécitos totais no baco e sangue periférico de
camundongos com psoriase induzida por IMQ. As barras dos painéis A e B mostram o numero de
células totais no sangue periférico e baco, respectivamente, nos animais dos grupos controle, psoriase
e psoriase tratada com doses crescentes de GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p), n=4-5. Os dados estdo
apresentados como média + e.p.m. para n animais. ***P<0,001 vs. vaselina (controle); * P<0,05 -
"P<0,01 vs. psoriase (na auséncia de GY'Y4137) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.17 Avaliacdo dose-resposta do tratamento com o GYY4137 sobre a leucocitose em
camundongos com psoriase

Camundongos com psoriase exibiram aumento significativo (P<0,05) no ndmero de
neutrofilos, eosinofilos e basofilos no sangue em relacédo aos valores de celularidade obtidos
nos animais controle (vaselina). N&o foram detectadas diferencas significativas para o nUmero
de linfdcitos e monaocitos entre os animais com psoriase e controle (n=4-5; Figura 25, painéis
A-E).

O tratamento sistémico com o GYY4137 reduziu significativamente (P<0,05) o
numero de eosinofilos e basofilos nos animais com psoriase, sendo esse efeito observado para
todas as doses testadas do composto (25-100 mg/kg, i.p., Figura 25 painel D). Nenhuma das
doses utilizadas de GYY4137 reduziu de forma significativa o nimero de linfdcitos,
neutrofilos e monaocitos no sangue, em relacdo ao grupo com psoriase sem tratamento (Figura
25, painéis A-E).
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Figura 25 — Efeito do tratamento com GYY4137 sobre os leucdcitos circulantes em camundongos com psoriase induzida por IMQ. Linfocitos (painel A),
Neutrofilos (painel B), Mondcitos (painel C), Eosindfilos (painel D), Baséfilos (painel E). As barras o representam o nimero de diferentes leucocitos no
sangue, obtidos de camundongos dos grupos controle, psoriase, e psoriase tratada com doses crescentes de GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p), n=4-5. Os dados

estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais *P<0,05 vs. vaselina (controle); * P<0,05 vs. psoriase (na auséncia de GYY4137) (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Dunnet).
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3.18 Efeito do GYY4137 sobre a atividade de enzimas antioxidantes na psoriase
experimental

A atividade da TrxR e SOD, na pele dorsal de camundongos dos grupos controle
(vaselina) e com psoriase foi similar (Figura 26, painéis A e B). O tratamento de animais com
psoriase, utilizando diferentes doses de GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p.; n=5), ndo interferiu na
atividade da TrxR e tampouco SOD. Com relacdo a catalase, houve reducéo significativa
(P<0,01) na atividade desta enzima em animais com psoriase, quando comparado ao grupo
controle, o tratamento com GYY4137 (100 mg/kg) reverteu este efeito (Figura 26, painel C).
A andlise das enzimas glutationas em animais com psoriase, demonstrou reducéo significativa
de atividade enzimatica da GST (P<0,001), mas ndo em GPx e GR, quando comparado ao
grupo controle. Animais com psoriase e submetidos ao tratamento com GYY4137, na maior
dose (100 mg/Kkg; i.p.; n=5), exibiram aumento significativo (P<0,05 — P<0,001) da atividade
das enzimas GR, GPx e GST quando comparado ao grupo psoriase sem tratamento (Figura
26, painéis D-F).

A relacdo entre os niveis de glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) demonstrou
um aumento de 4,5 vezes da forma GSSG no grupo psoriase, em relagdo ao grupo controle. O
tratamento com diferentes doses de GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p.; n=5), diminuiu de forma
dose dependente a proporcdo de GSSG, quando comparado ao grupo psoriase sem tratamento

Figura 26, painel G).
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Figura 26 — Efeito do GY'Y4137 sobre a atividade de enzimas antioxidantes na pele dorsal de camundongos com psoriase induzida por IMQ. Atividade das
enzimas TrxR (painel A), SOD (painel B), Catalase (painel C), GPx (painel D), GR (painel E) e GST (painel F). Raz&o entre a propor¢do de GSSG/GSH
(painel G). Andlises realizadas em camundongos dos grupos controle, psoriase e psoriase tratada com doses crescentes de GYY4137 (25 — 100 mg/kg, i.p).
n=>5. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. **P<0,01-***P<0,001 vs. grupo controle (vaselina). "P<0,05- **P<0,001 vs. Psoriase
(na auséncia de GYY4137) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnet).
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3.19 Relacéo dose-efeito do GY'Y4137 sobre a concentracgéo de citocinas na pele dorsal

A inducdo da psoriase experimental aumentou significativamente (P<0,05-P<0,001) as
concentracdes de TNF-a e IL-1p na pele dorsal, em relacdo ao grupo controle (vaselina), mas
ndo afetou a concentracdo basal de IL-6, IFN-y e IL-10 (Figura 27, painéis C-E, n=5)

O tratamento com GYY4137 (50 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente (P<0,01) a
concentracdo de TNF-a. A analise das citocinas IL-1p, IL-6, IFN-y e IL-10 ndo revelaram
alteracdes significativas na vigéncia do tratamento com GY'Y4137 dos animais com psoriase,

quando comparado ao grupo psoriase sem tratamento (Figura 27, painéis B-D).
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Figura 27 — Efeito do tratamento com GY'Y4137 sobre a concentracdo de citocinas na pele dorsal de camundongos com psoriase induzida por IMQ. As barras
representam as concentracGes de TNF-a (painel A), IL-1B (painel B), IL-6 (painel C), IFN-y (painel D), IL-10 (painel E) na pele dorsal de camundongos do
grupo controle, do grupo psoriase e dos grupos com psoriase tratada com doses crescentes de GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p), n=5. Os dados estéo
apresentados como média + e.p.m. para n animais. *P<0,01- ***P<0,001 vs. vaselina (controle); " P<0,01 vs. psoriase (na auséncia de GYY4137) (ANOVA

de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.20 Avaliacao dose-efeito do GYY4137 na ativacdo do fator de transcricdo NF-kB na
pele dorsal de camundongos com psoriase

A avaliagdo da ativagédo do fator de transcricdo nuclear NF-kB, por meio do ensaio de
mobilidade eletroforética (gel shift), demonstrou um aumento de 50 % na translocacdo do NF-
kB (sonda ligada ao fator nuclear), na pele dos animais com psoriase em relacdo aos controles
(Figura 28, n=5), o tratamento da psoriase com GYY4137, na maior dose testada (100 mg/kg,
I.p.), reduziu a translocagdo do fator de transcri¢cdo para os valores observados no controle
(vaselina). As demais doses de GYY4137 (25 e 50 mg/kg, i.p., n=4-5) ndo alteraram o nivel

de translocacgdo observado no grupo psoriase sem tratamento (Figura 28).
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Figura 28 — Efeito do tratamento com GYY4137 sobre a ativacdo do NF-kB na pele dorsal de
camundongos com psoriase induzida por IMQ. As barras representam a ativacdo de NF-«xB, expressa
em porcentagem, do fator de transcricdo na pele dorsal dos animais do grupo controle, do grupo
psoriase e dos grupos com psoriase tratada com doses crescentes de GYY4137 (25 —100 mg/kg, i.p),
n=4-5. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. NE = ndo especifico
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.21 GY'Y4137 reduz de forma dose-dependente a expressdo de caspase-1 na pele dorsal
de camundongos com psoriase

Na pele de camundongos com psoriase, a expressdao da enzima caspase-1 (pl0)
aumentou significativamente (= 40 %; P<0,05), quando comparado aos camundongos do
grupo controle (Figura 29). Nos animais com psoriase tratados com diferentes doses do
GYY4137, a expressao de caspase-1 (p10) foi reduzida de forma dose-dependente, mas este
efeito foi somente estatisticamente significativo (P<0,05) com a maior dose do GYY4137
(100 mg/kg; Figura 29, n=4-5).
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Figura 29 — Avaliacao do tratamento com 0 GY'Y4137 sobre a expressao de caspase-1 (p10) na pele
dorsal de camundongos com psoriase induzida por IMQ. As barras representam a porcentagem de
expressao de Caspase-1(p10) na pele dorsal de camundongos do grupo controle, do grupo psoriase e
dos grupos com psoriase tratada com diferentes doses de GYY4137 (25 —100 mg/kg, i.p), n=4-5. Os
dados estdo apresentados como meédia + e.p.m. para n animais. *P<0,05 vs. vaselina (controle);
*P<0,05 vs. psoriase (na auséncia de GY'Y4137) (ANOVA de uma via sequido pelo teste de Dunnett).
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3.22 Avaliacdo dose-efeito do GYY4137 na expressdo de IL-1B na pele dorsal de
camundongos com psoriase

Na pele dorsal dos camundongos com psoriase foi observado um aumento
significativo (P<0,01) na expresséo de IL-1B, quando comparado aos animais do grupo
controle (vaselina). O tratamento sisttmico com GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p.; n=4-5),
diminuiu a expressdo desta citocina, mas somente a maior dose utilizada do GYY4137 (100
mg/kg) reduziu significativamente a expressao de IL-1p nos animais com psoriase (Figura
30).
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Figura 30 — Avaliacdo do tratamento com 0 GYY4137 sobre a expressao de IL-1p na pele dorsal de
camundongos com psoriase induzida por IMQ. As barras representam a porcentagem de expressao de
IL-1B na pele dorsal de camundongos do grupo controle, do grupo psoriase e dos grupos com psoriase
tratada com doses crescentes de GYY4137 (25 —100 mg/kg, i.p), n=4-5. Os dados estdo apresentados
como média + e.p.m. para n animais.**P<0,01 vs. vaselina (controle); *P<0,05 vs. psoriase (na
auséncia de GY'Y4137) (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.23 Pele naive produz H,S

Inicialmente nos realizamos a padronizacdo deste método em nossas condicbes
experimentais, a analise da producdo de H,S utilizando cérebro, figado e pele de
camundongos naive demonstrou que todos tecidos testados foram capazes de produzir H,S
(Figura 31, painel A), conforme esperado a menor geracdo foi observada nas amostras com
maior dilui¢do (1000 x), enquanto o aumento da producdo de H,S ocorreu de forma paralela
com a reducdo da diluicdo dos sobrenadantes, entre os tecidos utilizados as amostras do
figado demonstraram a maior capacidade de geracdo de H,S (Figura 31, painel A).

A produgdo de H,S também foi avaliada na presenca de inibidores das enzimas CBS e
CSE, para o teste foi utilizado o sobrenadante das amostras de figado na diluicdo de 100x,
uma vez que este tecido demonstrou maior capacidade de producdo de H,S. Como
demonstrado na Figura 31, painel B, o inibidor das enzimas CBS e CSE (AOAA; 0,0002 — 2
mM) e o inibidor seletivo da enzima CSE (BCA; 0,0002 — 2 mM), reduziram a producao de
H,S de forma concentracdo dependente, com aproximadamente 95 % de reducdo na
concentracdo de 1 mM. Outro inibidor, considerado como seletivo da CSE (PAG; 0,0002 — 10
mM) foi menos efetivo, proporcionando 33 % de reducdo na sintese de H,S com a maior
concentragdo utilizada (10 mM). Em conjunto, estes dados demonstram a sensibilidade do
método para avaliar a producéo de H,S em diferentes condi¢oes.

A producdo de H,S na pele dorsal dos camundongos foi mais efetiva a partir da
diluicdo de 30 x, com a producdo maxima observada na dilui¢do de 5 x (Figura 31, painel C).
Utilizando a diluicdo de 20 x, foi demonstrado que a producdo foi claramente, tempo
dependente (Figura 31, painel D).
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Figura 31 — Avaliacdo da sintese de H,S pela formacdo de sulfeto de chumbo em tecidos de
camundongos naive. Cada reacdo foi realizada na presenca de 10 mM de L-cisteina (substrato) e 2
mM de 5’-fosfato de pirodoxal (co-fator). Geragdo de H,S em amostras do cérebro, figado e pele
dorsal sob diferentes diluicdes (Painel A). Inibicdo da producdo de H,S no figado por diferentes
inibidores (Painel B). Perfil de geracdo de H,S na pele dorsal com variagdes na diluicdo do

sobrenadante (Painel C) e no tempo de geracéo (Painel D).
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3.24 Reducéo na producédo de H,S na pele dorsal de animais com psoriase

Ap0s os testes iniciais de padronizacdo, a diluicdo de 20x e o intervalo de incubacéo
de 150 min foram utilizados, os ensaios de geracdo de H,S foram realizados na pele dorsal de
camundongos controle (vaselina) e com psoriase.

A inducdo da psoriase experimental resultou em diminuicdo significativa (P<0,01) na
capacidade de producdo de H,S na pele dorsal, quando comparado ao grupo controle. O
mesmo efeito foi observado nas amostras da pele dorsal dos animais com psoriase e tratados
com as diferentes doses de GYY4137 (25-100 mg/kg; i.p, n=4), aos quais apresentaram
reducdo significativa (P<0,01) na capacidade de producdo de H,S quando comparado ao

grupo controle (vaselina) (Figura 32).
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Figura 32 — Efeito da psoriase experimental induzida por IMQ sobre a sintese de H,S na pele dorsal
de camundongos. As barras representam a capacidade de geracdo de H,S em amostras da pele dorsal
de camundongos do grupo controle, do grupo psoriase e dos grupos com psoriase tratada com doses
crescentes de GY'Y4137 (25-100 mg/kg; i.p,). Todas as reacdes foram realizadas na presenca de 10
mM de L-cisteina (substrato) e 2 mM de 5’ fosfato de pirodoxal (co-fator), n=4. Os dados estdo
apresentados como media £ e.p.m. para n animais. **P<0,001 vs. vaselina (controle) (ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.25 A expressdo de enzimas geradoras de H,S é reduzida na pele murina com psoriase

A avaliacdo do nivel de expressdo das enzimas sintetizadoras de H,S, CSE e CBS foi
realizada na pele dorsal dos camundongos dos diferentes grupos. A expressao da enzima CSE
ndo foi alterada significativamente entre os grupos controle e psoriase e, tampouco foi
observada alteracGes nos grupos com psoriase que receberam o tratamento com diferentes
doses de GYY4137 (Figura 33, painel A). De forma contraria ao que ocorre com a CSE, a
expressao da enzima CBS foi reduzida significativamente (P< 0,05) em todos 0s animais com
psoriase em comparagdo com o grupo controle. Este efeito foi similar entre todos os grupos

com psoriase, ndo tratados e sob o tratamento com GYY4137 (Figura 33, painel B).
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Figura 33 — Avaliacdo da psoriase experimental induzida por IMQ sobre a expressdo de enzimas
geradoras de H,S na pele dorsal de camundongos. As barras representam a porcentagem de expressao
de CSE (Painel A) e CBS (Painel B) na pele dorsal dos animais do grupo controle, do grupo psoriase e
dos grupos com psoriase tratada com diferentes doses de GYY4137 (25-100 mg/kg, i.p), n=5. Os
dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. *P<0,05 vs. vaselina (controle)
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett).
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3.26 O bloqueio da sintese de H,S ndo agrava os escores (PASI) da psoriase

A inducdo da psoriase por IMQ em camundongos, juntamente com a administracao
diaria do inibidor da enzima CSE, B-ciano-L-alanina (BCA, 50 mg/Kkg, i.p., n=5), ndo alterou
significativamente a progressdo da doenca, quando comparado ao grupo de animais (n=5)
doentes e tratados com a administracdo diaria de salina (i.p).

A analise temporal do rubor, descamacdo e espessamento da pele, em ambos 0s
grupos, demonstrou evolucdo similar no desenvolvimento de cada caracteristica (Figura 34,
painéis A, C e E). Similarmente, a avaliacdo do ultimo dia (6° dia) de andlise, ndo revelou
diferencas significativas entre 0s grupos, para 0S escores de rubor, descamacdo e
espessamento da pele (Figura 34, painéis B, D e F), ou para o numero de ataques de prurido
(Figura 34, painéis G, H).
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Figura 34 — Efeito da inibicdo da enzima CSE sobre o desenvolvimento da psoriase experimental induzida por IMQ. Camundongos foram tratados
diariamente com inibidor da sintese de H,S (BCA, 50 mg/kg, i.p) ou salina. A psoriase experimental induzida por IMQ foi realizada em ambos 0s grupos.
Rubor (painéis A e B), descamacéo (painéis C e D), espessamento da pele da orelha (painéis E e F), analise do nimero de ataques de prurido (painéis G e H),
n=5. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais. (Teste-T de Student).
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3.27 O bloqueio da sintese endogena de H,S ndo interfere na celularidade e
esplenomegalia no modelo de psoriase

No ultimo dia (6° dia) de analise da psoriase, 0 aumento no nimero de leucocitos
totais no sangue e bagco dos animais com psoriase induzida por IMQ, ndo diferiu
significativamente entre os grupos tratados sistemicamente (i.p.) com o BCA 50 mg/kg
ou salina (Figura 35, painéis A e B). O mesmo ocorreu com o desenvolvimento do baco,

que permaneceu similar entre os dois grupos (Figura 35, painel C).
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Figura 35 — Efeito da inibi¢do da sintese enddgena de H,S sobre a contagem de células totais
no sangue periférico e alteragdes no bago dos animais com psoriase induzida por IMQ.
Camundongos foram tratados diariamente com inibidor da sintese de H,S (BCA, 50 mg/kg, i.p)
ou salina. A psoriase experimental induzida por IMQ foi realizada em ambos 0s grupos.
Numero de células totais no sangue (painel A), nimero de esplendcitos (painel B) e massa
esplénica (painel C), n=5. Os dados estdo apresentados como média + e.p.m. para n animais.
(Teste-T de Student).
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4 DISCUSSAO

Achados prévios do grupo (Rodrigues et al., 2013), demonstraram que a inje¢do
i.d. simultdnea com os doadores de H,S de liberacdo rapida, reduzem de forma
significativa, porém nem sempre dependente da dose, o prurido agudo e o
extravasamento plasmatico induzido por histamina ou pelo composto desgranulador de
mastocitos C48/80.

Ao contrario dos resultados obtidos com os doadores de H,S de liberacédo rapida,
dados do atual estudo, demonstram que o doador de H,S de liberacdo lenta, GYY4137,
reduziu o prurido induzido por histamina, mas ndo aquele promovido por C48/80 e
tampouco o extravasamento plasméatico provocado por ambos, histamina e C48/80
(Rodrigues et al., 2017). Por outro lado, o influxo de neutréfilos provocado pela injecao
i.d. do C48/80 foi substancialmente reduzido por GYY4137.

As diferengas nas respostas, entre os doadores de H,S de liberacdo rapida e
lenta, podem estar relacionadas com varia¢des na quantidade de H,S, liberada por cada
tipo de doador. Foi observado na resposta do GYY4137 frente ao C48/80, em que
provavelmente a quantidade de H,S liberada por este doador seja muito reduzida para
inibir respostas rapidas, como o prurido e o extravasamento plasmatico (avaliado entre
30-40 min ap6s a indugdo), ao passo que eventos com maior tempo de resposta como o
influxo de neutrdfilos (avaliado 4 horas apdés a inducdo), permitam a liberacdo de
quantidades adequadas de H,S para exercer efeitos inibidores. Estudo de Li et al. (2009)
vem de encontro a esta hipotese, pois demonstram que em modelo de sepsis induzida
por LPS em ratos, a concentragdo de marcadores inflamatorios (ex.: 1L-6, NOX) no
plasma dos animais foi reduzida, de forma tempo dependente, via tratamento com o
GY'Y4137. Isto sugere que baixas doses de doadores de H,S de liberacdo rapida (Na,S,
LR, etc.), podem ser preferiveis aos doadores de liberacdo lenta (GYY4137), para
reduzir o prurido e a inflamag&o cutdnea em uma condicdo aguda.

Os mastocitos possuem diferentes mediadores inflamatérios e pruritogénicos
além da histamina (Moon et al., 2014), possivelmente contribuindo para o menor efeito
do GYY4137 sobre as respostas induzidas por C48/80. Adicionalmente, diversos
fatores, incluindo caracteristicas fisico-quimicas, determinando indices de solubilidade,
captacdo e compartimentalizacdo celular, taxa de liberacdo e disponibilidade de H,S
podem diferir entre os compostos doadores.

Relativo ao prurido induzido por C48/80 é importante salientar que foi
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demonstrado que este composto ativa diretamente uma nova classe de receptores (Mas-
related G protein-coupled receptors — Mrgprs) presentes em mastécitos (McNeil et al.,
2015). Os transdutores de sinais desta familia de receptores também sdo encontrados em
fibras sensoriais que desencadeiam a sensacgdo de coceira (Liu et al., 2011; Wilson et al.,
2011). Esta via sugere que o C48/80 é capaz de induzir prurido de forma direta, por
meio da ativacdo de fibras sensoriais especificas e também de forma indireta,
estimulando a liberacdo de mediadores dos mastdcitos. A acdo direta do C48/80 sobre
as fibras sensoriais pode constituir um mecanismo auxiliar na inducdo do prurido por
esta molécula.

De forma contréria aos dados obtidos neste estudo, resultados de outros autores
(Wang et al., 2015), demonstraram que a injecdo i.d. de doadores de H,S de liberacdo
rapida (NaHS ou Na,S), nas faixas de concentracdo entre 7-280 mM e 2-67 mM,
respectivamente, foram capazes de induzir comportamento de prurido em
camundongos, em um mecanismo envolvendo a ativacdo dos canais de célcio do tipo T
dependente de voltagem 3.2 (Ca,3.2). Entretanto, resultados publicados anteriormente
por Elies et al. (2014), demonstraram que o NaHS em baixas concentracdes (UM), inibe
a ativacdo de células HEK293 superexpressando os canais Ca,<3.2 e, 0 residuo
extracelular de histidina na posicdo H191, presente neste canais, foi identificado como
crucial para este efeito. Curiosamente, quando estes autores utilizaram cultura de
neurdnios dos ganglios da raiz dorsal (DRG), testando diferentes concentracdes de
NaHS, as menores concentracdes (UM), também inibiram a ativacdo destas células,
enquanto as maiores (mM) provocaram o efeito oposto. A ativacdo destas células por
altas concentraces de NaHS, foi relacionada com o aumento da concentragdo de Na*
livre na solugdo de perfusdo, o que resultou na ativacio de canais de Na* dependentes
de voltagem (Elies et al., 2014). Em linha com estes resultados, nds especulamos que a
presenca de Na* em altas concentragBes, constitua um artefato experimental que possa
explicar as diferencas, entre 0s nossos resultados e aqueles apresentados pelo estudo de
Wang e colaboradores (Wang et al., 2015), uma vez que a concentracdo das solugdes
contendo os doadores de H,S, foram muito maiores no estudo conduzido por estes
autores, quando comparado ao utilizado no presente trabalho. Um modelo para avaliar o
efeito dos doadores de H,S sobre a ativacdo de neurdnios sensoriais sensiveis a
histamina, considerando o papel dos canais Ca,3.2 neste contexto, deve ser avaliado no
futuro, como alternativa para explicar o efeito benéfico dos doadores de H,S no controle

do prurido agudo.
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O extravasamento plasmatico provocado por histamina é desencadeado
principalmente pela ativagdo de receptores Hj, em menor extensao por receptores H,
expressos nos vasos presentes na pele de roedores (Belcheva, Zhelyazkova, 1988; Jin et
al., 2006) e humanos (Marks e Greaves 1977; Grossmann et al., 1999). A injecdo i.d.
dos doadores de H,S, Na,S ou LR, nas doses entre 0,3-10 nmol/sitio, reduziram
significativamente o prurido e o extravasamento plasmaético induzido por histamina,
mesmo ndo apresentando um perfil de resposta dependente de dose. Ao invés disso,
demonstraram um padrdo bifasico no comportamento de prurido e no extravasamento
plasmatico, observado com estes doadores, em particular com Na,S (Rodrigues et al.,
2017).

A histamina exerce seus efeitos inflamatorios, em parte através da geracdo de
NO (Jin et al., 2006), uma vez que o blogueio da oxido nitrico sintase (NOS) inibiu
significativamente o extravasamento plasmatico induzido por histamina em vias aéreas
de humanos (Dear et al., 1996). De maneira similar ao que ocorre com histamina,
C48/80 também induz intenso comportamento de coceira e inflamacdo na pele,
caracterizada por extravasamento plasmatico e influxo de neutréfilos. A resposta mais
pronunciada observada com o C48/80, pode ser relacionada a exocitose de diversos
mediadores (histamina, 5-HT, etc.) pré-formados nos mastdcitos, aos quais agem em
receptores presentes nos vasos sanguineos e neurdnios (Marks, Greaves 1977; Saria et
al., 1984, Jiang et al., 2000).

Considerando que o prurido e o extravasamento plasmatico induzido por
C48/80, foram significativamente reduzidos, pela co-injecdo com doador de liberagéo
rapida, Na,S e LR (Rodrigues et al., 2017), mas que o mesmo efeito ndo foi observado
no extravasamento plasmatico induzido por histamina ou C48/80 quando co-injetados
com GYY4137, é possivel sugerir, que a quantidade de H,S disponibilizada pelo
GY'Y4137 na microsvasculatura, durante as fases iniciais da resposta vascular, ndo seja
suficiente para interagir com NO e inibir sua agdo potencializadora sobre a
permeabilidade vascular. De fato, € bem estabelecido que o extravasamento plasmatico
inicia-se rapidamente apos a injecdo i.d de mediadores tais como histamina, enquanto
que o influxo de neutréfilos ocorre posteriormente (>3h). Nos estagios iniciais do
processo inflamatario, o influxo de neutrofilos é extremamente acentuado (Serhan et al.,
2007). Neste sentido, nossos resultados demonstram que 4 horas apos a injecéo i.d. de
C48/80, ocorreu um marcante influxo de neutrofilos (mensurado pela atividade da

MPO), que foi significativamente reduzido pelos doadores de liberacdo rapida e por
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GYY4137. Assim, é possivel que no intervalo de 4 horas, a quantidade de H,S liberada
por GYY4137 foi suficiente para reduzir o influxo de neutrdfilos em resposta ao
C48/80.

NoOs também demonstramos que a inibicdo da sintese endogena de H,S,
maximizou o prurido e o influxo de neutréfilos induzidos por C48/80. Além disso, a
administracdo de Tyrode, nos animais com inibicdo da sintese de H,S desencadeou
comportamento de prurido e influxo de neutrofilos. Estes resultados indicam que a
producdo enddgena de H,S possui um papel relevante para o controle do prurido e
inflamac&o. E importante destacar que o estudo conduzido por Zanardo et al. (2006) foi
0 primeiro a demonstrar por meio de microscopia intravital, que diferentes doadores de
H,S de liberacdo rapida (Na,S, NaHS e LR) reduziram significativamente a adesdo e o
influxo de leucdcitos induzidos por carregenina. Ainda, utilizando um modelo de air
pouch em roedores, o estudo também destacou que a producdo enddgena de H,S
funciona como um importante modulador da inflamacgdo aguda, uma vez que 0s animais
que receberam inibidores da biossintese de H,S exibiram aumento na aderéncia e
influxo de leucdcitos. Resultados similares foram obtidos em modelos de sinovite
induzida por carragenina (Ekundi et al., 2010, 2013) e injuria gastrica provocada por
acido acetilsalicilico (Fiorucci et al., 2005). Reducdo na expressdo de moléculas de
adesdo ICAM-1, VCAM-1, LFA-1, P-selectina e E-selectina constituem um importante
mecanismo para a inibicdo do influxo de leucdcitos mediada por doadores de H,S
(Fiorucci et al., 2005; Zanardo et al., 2006; Sidhapuriwala et al., 2009; Guan et al.,
2013).

Adicionalmente, n6s fornecemos a primeira evidencia que demonstra a producgéo
de H,S na pele dorsal de camundongos. Tal geracdo na pele foi similar ao encontrado no
cérebro, mas em menor proporcdo ao observado no figado (Rodrigues et al., 2017). A
andlise da producdo enddgena de H,S, em resposta ao C48/80, demonstrou que houve
aumento na capacidade de producdo, 30 min ap6s a injecdo i.d, mas ndo apds 4 horas.
Considerando os dados obtidos sobre a inibigdo endégena de H,S, é possivel sugerir que
0 aumento inicial na sintese deste gas em resposta a desgranulacdo de mastocitos seja
uma tentativa do hospedeiro em controlar a resposta inflamatoria.

Considerando a hipotese de um efeito estabilizante, sobre a desgranulacédo de
mastocitos, ser um mecanismo importante no efeito protetor dos doadores de H,S sobre
a coceira e a inflamacdo cutanea (extravasamento plasmatico e influxo de neutréfilos),

induzida por C48/80, foram realizados experimentos in vivo e in vitro. Utilizando
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mastocitos isolados do peritbnio de ratos e estimulados com C48/80 in vitro, nds
observamos que Na,S e LR reduziram significativamente a quantidade de histamina
liberada, o que ndo foi observado com GY'Y4137. Corroborando com os dados in vitro,
em uma abordagem in vivo utilizando microscopia intravital para estudar os efeitos
exogenos do H,S na integridade dos mastocitos, demonstrou-se que além dos doadores
de H,S de liberacéo répida, o GY'Y4137 também reduziu significativamente o indice de
desgranulagdo dos mastdcitos no mesentério de ratos. Similarmente, a analise dos
mastocitos presentes na pele dorsal de camundongos ilustra que Na,S ou LR e em
menor extensdo 0 GY'Y4137, reduzem a desgranulacdo em camundongos injetados i.d.
com C48/80. Em conjunto, estes dados indicam que o H,S é capaz de inibir a liberacao
de histamina dos mastdcitos e que este efeito parece estar relacionado com a quantidade
de H,S liberada por cada tipo de doador. Com relacéo as diferencas observadas entre 0s
dados in vitro e in vivo, obtidos com o doador de liberacdo lenta GYY4137 sobre a
estabilidade dos mastocitos, € importante mencionar que varidveis como
biotransformagéo estéo presentes nos estudos in vivo. Por exemplo, altas concentragdes
de H,S induzem apoptose em células epiteliais intestinais in vitro (Guan et al., 2013),
enguanto que o tratamento sistémico de ratos, utilizando altas doses de doadores de
H,S, ndo induziu efeitos colaterais significativos (Wang, 2012).

E consenso que o H,S vem ganhando terreno como um importante mediador
para o controle da inflamacdo e nocicepcdo, além da sua relevancia no sistema
cardiovascular. Os mecanismos envolvidos na sinalizacdo dos efeitos anti-inflamatérios
e anti-nociceptivos desse gas ainda sdo controversos. Um dos mecanismos propostos
envolve a ativacio ou bloqueio de canais iénicos, incluindo os canais de K* regulados
por ATP (Katp). Procurou-se aqui, identificar, como demonstrado em outros estudos
(Distrutti et al., 2006; Zanardo et al., 2006; Cunha et al., 2008), se os canais de Katp
participam do mecanismo envolvido no efeito protetor dos doadores de H,S sobre o
prurido, bem como a inflamag&o cutanea associada.

A ativacdo dos canais de Katp pelo H,S ocorre via mecanismo de S-sulfidracao,
um processo que envolve a conversao de grupos tidis (-SH) da cisteina para persulfetos
(-SSH), uma vez que esse canal possui subunidades que formam o poro de conducdo
para o canal de K" (Kir6.x) e subunidades do receptor de sulfoniluréia (SUR). Tais
subunidades formam pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina na porgédo
extracelular, que podem ser rompidas por H,S, e, assim, induzir mudangas na

conformacdo da subunidade SUR e, consequentemente, a abertura do canal de Katp
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(Mustafa et al., 2009; Jiang et al., 2010).

De posse do conhecimento das doses empregadas em estudos publicados na
literatura, bem como em estudos prévios de curvas dose-resposta do nosso laboratério
para o ativador pinacidil (Takano et al., 2004) e do bloqueador dos canais de Kate,
glibenclamida (Costa et al., 1996; Dal-Secco et al., 2008; Mizokami et al., 2012), foi
realizado experimentos co-injetando esses farmacos com histamina. Primariamente,
neste estudo a co-injecdo de doses crescentes de pinacidil (10 e 30 nmol/sitio) com a
histamina induziu potencializacdo da permeabilidade vascular e subsequente
extravasamento plasmatico, quando comparado ao efeito dessa amina injetada
isoladamente. Apesar de potente, o extravasamento obtido frente a co-injecdo do
pinacidil e histamina nio ocorreu de forma dependente da dose. E provavel que o
pinacidil, (10 nmol/sitio) ja na menor dose utilizada, promova resposta vasodilatadora
méaxima na microcirculacdo cutanea dos animais.

Paralelamente, demonstrou-se que o pré-tratamento i.p. dos animais com doses
distintas (10 e 30 mg/kg; i.p.) da glibenclamida aboliu a potencializagdo do
extravasamento plasmatico induzido por ambas as doses do pinacidil co-injetadas com
histamina. Estes resultados indicam que a acdo agonista desse agente em canais de Katp
foi bloqueada pela glibenclamida; todavia, o mesmo tratamento ndo modificou a
resposta do pinacidil administrado isoladamente. Vale ressaltar que o pinacidil per se
ndo induz extravasamento plasmatico significativo em relacdo ao Tyrode, confirmando
que este agente promove Vvasodilatacdo, mas ndo aumenta a permeabilidade
microvascular (extravasamento plasmatico).

Ali et al. (2006) demonstraram que a administracdo de baixas doses de doadores
de H,S inibiu o efeito vasorelaxante de doadores de NO, bem como da acetilcolina e
histamina, sendo esse efeito ndo afetado pela glibenclamida. Todavia, 0s mesmos
autores observaram que altas concentragfes do NaHS (> 200 pM) promovem per se
relaxamento em anéis isolados de aorta, o qual é reduzido pela glibenclamida (Ali et al.,
2006). Tais resultados sugerem que a interagdo do H,S com o NO tanto in vivo quanto
in vitro culmina na formagdo de moléculas com nenhuma ou pouca acéo vasorelaxante
(ex.: nitrosotidis). Sabendo que a histamina exerce seu efeito inflamatério via, em parte,
por meio de sua acdo vasodilatadora em receptores Hi localizados nas células
endoteliais da microcirculagdo que, consequentemente, leva a geragcdo de NO local (Jin
et al., 2006), é possivel que a co-injecdo do doador de H,S (Na,S) com a histamina

atenuaria o processo inflamatorio local promovido por essa amina, o que de fato
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ocorreu. Entretanto, ao contrario dos demais estudos (Distrutti et al., 2006; Zanardo et
al., 2006; Cunha et al., 2008), o pré-tratamento dos animais com a glibenclamida nédo
reverteu o efeito protetor inibitério do Na,S sobre o prurido ou inflamacéo evocada por
histamina.

Apesar desses dados contrastantes, vale ressaltar que dados da literatura
demostram a participagdo dos canais de Karp em mecanismos de excitabilidade
neuronal (Liss, Roeper, 2001). Enquanto o blogueio dos canais de Katp pela
glibenclamida exacerbou a nocicep¢do (alodinia mecénica) no modelo de neuropatia
(cancer), o agonista desses canais (pinacidil) promoveu efeito inverso, inibindo a
alodinia, provavelmente pela hiperpolarizagdo de fibras sensorias, induzidas pela
abertura dos canais de Kartp. (Xia et al., 2014).

Sabe-se que as vias neurais de conduc¢éo para a dor e prurido relacionam-se entre
si. Enguanto os opiodides possuem como um dos efeitos adversos, o prurido, a sensacdo
de dor resultante do ato de cogar-se freneticamente, pode antagonizar a sensagdo de
coceira (Davidson, Giesler, 2010). Partindo do conhecimento que o blogueio dos canais
de Katp esté relacionado ao aumento da resposta nociceptiva, é plausivel sugerir, com
base na teoria acima, que esse bloqueio possa resultar na reducdo do comportamento de
prurido nos animais injetados com histamina, uma vez que o0 aumento da transmissao
nociceptiva pode antagonizar a sensacdo de prurido (lkoma et al., 2006; Kremer et al.,
2014). De fato, o pré-tratamento com glibenclamida, reduziu o comportamento de
coceira induzido por histamina nestes camundongos. Tais resultados levam a conclusédo
que, 0o mecanismo de acdo inibitério do H,S, sobre o extravasamento plasmatico
promovido pela histamina, ndo € regulado via canais de Katp. Entretanto o papel deste
canal, no efeito inibitério do H,S sobre o prurido provocado por histamina ainda é
incerto. Recentemente, outros resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa (Coavoy-
Sanchez et al., 2016), demonstraram que doadores de H,S, de liberacdo rapida e lenta,
diminuiram o comportamento de prurido em um mecanismo dependente de canais de
Katp. A discrepancia nos resultados obtidos entre ambos os estudos, pode estar
relacionada com as diferengas na via de administragdo da glibenclamida, sistémica
(Rodrigues et al., 2017) vs local (Coavoy-Sanchez et al., 2016).

Em outra etapa deste estudo, a fim de investigar o efeito anti-pruritogénico do
H.S sobre o prurido desencadeado de forma independente da histamina, verificou-se o
efeito farmacoldgico do GYY4137 na coceira induzida por cloroquina, um farmaco

utilizado terapeuticamente para o tratamento da maléaria, mas cujo efeito adverso
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frequente € o prurido. Postula-se que essa sensacdo de coceira induzida pela cloroquina,
¢ decorrente da ativacdo de receptores da familia MRGPR, subtipo MRGPRA3,
presentes em fibras sensoriais do tipo C (Liu et al., 2009; Akiyama, Carstens, 2013).
Assim como demonstrado em diversos estudos (Imamachi et al., 2009; Liu et al., 2010;
Wilson et al., 2011), a administracdo i.d. de cloroquina, promoveu aumento
significativo do comportamento de coceira em camundongos, quando comparado aos
animais controle. Quanto ao emprego farmacoldgico do GYY4137 no controle da
coceira induzida por cloroquina, foi interessante observar que o H,S promoveu
diminuicdo significativa da coceira nas doses de 1 e 30 nmol/sitio. Embora um perfil de
reducdo dependente de dose ndo seja claramente observado, estes dados demonstram
que o aumento da concentracdo de H,S é capaz de reduzir o prurido, tanto em vias
dependentes quanto independentes de histamina. De fato, demonstramos que 0s
doadores de H,S de liberacdo rapida e lenta diminuiram o comportamento de coceira,
induzido por SLIGRL-NH2 (Coavoy-Sanchez et al., 2016), um ativador de receptores
PAR; (al-Ani et al., 1995). Recentemente foi demonstrado que SLIGRL-NH2, também
¢ capaz de ativar os receptores da familia MRGPR (Liu et al., 2011). Considerando que
os doadores de H,S reduziram o prurido induzido por cloroquina e por SLIGRL-NH2, é
possivel sugerir que os receptores da familia. MRGPR sejam potenciais alvos para os
efeitos do H,S.

Em continuidade ao estudo, buscou-se analisar o efeito do H,S em um modelo
crbnico, que permitisse ampliar a compreensdo dos aspectos sensoriais e inflamatorios,
analisados agudamente nos experimentos anteriores. Atualmente, o0 modelo de psoriase
experimental induzido por IMQ em camundongos, introduzido originalmente por van
der Fits et al. (2009), é considerado uma abordagem interessante para o estudo de
moléculas com potencial terapéutico, bem como para melhor compreensdo da
fisiopatologia da psoriase.

Em comum com os aspectos clinicos da psoriase em placa observada em
humanos, diversos estudos demonstraram que a aplicacdo de IMQ em camundongos
promoveu rubor intenso, descamacao da epiderme, espessamento da pele, infiltrado de
leucocitos e alteracdes histopatoldgicas (Tortola et al., 2012; Baek et al., 2012; Sun et
al., 2013; Byamba et al., 2014; Johansen et al., 2015; Chen et al., 2017; Dou et al.,
2017). Vale ressaltar que o nosso grupo demonstrou pela primeira vez, que além dos
sinais clinicos da doenca, 0 modelo com IMQ promoveu prurido espontaneo (Rodrigues

et al., 2015), reforcando assim a semelhanga do modelo animal com a psoriase em
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humanos. Estudos de Sakai et al. (2016) e Takahashi et al. (2017) corroboraram 0s
nossos achados do prurido no modelo com o IMQ.

Estabelecido o modelo da psoriase induzido por IMQ, procedeu-se a
investigacdo de mecanismos envolvidos e a relevancia do H,S, cuja participacdo em
doencas inflamatdrias e mecanismos sensitivos (dor e prurido) tem sido demonstrado
por nosso grupo e por outros (Distrutti et al., 2006; Ekundi-Valentim et al., 2010, 2013;
Benetti et al., 2013; Schmidt, 2016; Rodrigues et al., 2017)

Neste estudo, o potencial efeito protetor do H,S na progressdo e
desenvolvimento da psoriase experimental, e prurido relacionado foi demonstrado por
meio do tratamento farmacoldgico com o doador de liberagdo lenta, 0 GYY4137. O
tratamento sistémico diario dos animais com doses crescentes (i.p.) do GYY4137
atenuou significativamente o curso temporal do escore PASI (rubor, descamacéo,
espessamento), sendo a resposta maxima da inibicdo mais evidente no ultimo dia, onde
também foi mensurada uma inibic&o significativa do prurido crénico. Em conjunto estes
dados apontaram para uma melhora significativa na condicdo dos animais que
receberam a suplementacdo exdgena de H,S por meio do GY'Y4137.

Neste modelo de psoriase um destaque deve ser dado para as alteracdes
histopatoldgicas tipicas da doenca que incluem a presenca de infiltrado celular intenso,
acantose, paraqueratose, hiperqueratose e cristas interpapilares. O tratamento com o
GYY4137, principalmente nas maiores doses testadas, reduziu todos esses parametros
histoldgicos analisados, confirmando a importancia do H,S. Diante desse conhecimento,
um estudo ainda ndo publicado do grupo, confirmou que o GYY4137 incorporado a
uma nanodispersdo e aplicado topicamente, reduziu significativamente 0s
sinais/sintomas da doenca, representando uma potencial estratégia para o tratamento da
psoriase (Schmidt, 2016).

De forma interessante, a balneoterapia nas aguas do mar morto (rico em
compostos sulfurados) foi relacionada com a reducdo na intensidade da psoriase em
diversos pacientes (Matz et al., 2003). Segundo sugestdo de Johansen et al. (2005), a
reducdo nas lesdes psoriaticas destes pacientes durante a balneoterapia est4 associada a
menor expressdo das formas fosforiladas de p38 e ERK1/2. Reforgando esses dados, foi
demonstrado que o NaHS, reduziu a proliferacéo e a adesdo de queratindcitos humanos
em cultura, via mecanismo dependente da reducdo da expressao das integrinas 4, o2 ¢
a6, além de diminuicdo da pERK 1/2. O tratamento das lesdes na pele de pacientes com

psoriase, utilizando uma solugdo de NaHS promoveu inibicdo substancial das lesdes,
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assim como reduziu a expressdo de pERK 1/2 (Gobbi et al., 2009).

Coletivamente, os dados apresentados pelos estudos descritos acima, indicam
que o0 aumento da concentracdo enddgena de H,S, pode estar relacionado com a reducéo
na expressao de integrinas, assim como reduz o grau de fosforilacdo e ativacéo de p38 e
ERK1/2. Estas vias de sinalizagdo podem ser importantes participantes nos efeitos
farmacoldgicos produzido pelo GYY4137 em nosso modelo de psoriase, analises
adicionais devem ser realizadas em estudos futuros do nosso grupo.

Ainda, é importante salientar que este estudo demonstrou que doadores de H,S
sdo capazes de reduzir o prurido agudo, densencadeado por diferentes mediadores,
possivelmente agindo diretamente sobre as fibras sensoriais, mas também por inibir a
desgranulacdo de mastdcitos. Desta forma, € possivel que ambos efeitos contribuam
para a reducdo do prurido cronico, observado durante o tratamento dos animais com
GYY4137. Os efeitos benéficos sobre os mastocitos também, podem ser estendidos para
a reducdo do processo inflamatério observado na psoriase, uma vez que a desgranulagao
destas células é importante para o desenvolvimento da doenca (Harvima et al., 2008).

A fim de aprofundar o conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares,
envolvidos nos efeitos protetores do GYY4137 na psoriase experimental, avaliou-se o
balanco do sistema pro-oxidante e antioxidante, visto que pacientes com psoriase
apresentam aumento da peroxidagdo lipidica (Wozniak et al., 2007) e reducdo da
atividade de enzimas antioxidantes, tais como a catalase, SOD e GPx (Nemati et al.,
2014). De fato, as atividades da catalase e GST estdo reduzidas na pele dos animais com
psoriase, embora a atividade de outras enzimas (TrxR, SOD, GPx e GR) ndo foi afetada.
A razdo entre o nivel de glutationa oxidada (GSSG) e a sua forma reduzida (GSH) foi
em torno de 4,5 vezes maior na pele com psoriase, embora essa diferenca ndo seja
estatisticamente significativa. Em outro estudo empregando o mesmo modelo, 0s
autores revelaram na pele dos animais concentracGes elevadas de glutationa oxidada
(GSSG) e reducdo nos niveis proteicos e de atividade da enzima SOD (Baek et al.,
2012), confirmando que existe, de fato, desequilibrio no balanco do sistema pro-
oxidante e antioxidante na psoriase experimental, que mimetiza os achados clinicos em
humanos.

Neste estudo, 0 GYY4137, na maior dose empregada de 100 mg/kg, reverteu
significativamente a reducéo na atividade da catalase nos animais com psoriase, bem
como aumentou a atividade das enzimas GR, GPx, GST e paralelamente, reduziu a

concentracdo de GSSG. Estes resultados mostram que o GYY4137 estimula a atividade
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das defesas antioxidantes, resultando em maior protecdo contra as lesbes da pele
causadas pelo desequilibrio redox.

Corroborando esta hip6tese, em um modelo experimental de asma alérgica em
camundongos, dados publicados do grupo mostram que o tratamento com NaHS
aumentou a atividade das enzimas SOD, GR e GPx e, simultaneamente reduziu a
inflamacg8o alérgica pulmonar (Benetti et al., 2013). Ademais, Yang et al. (2008)
observaram que a delecdo da enzima Cistationina-y-liase, genétipo CSE”", uma das
principais enzimas envolvidas na sintese de H,S, resultou numa linhagem animal com
concentragdes séricas e teciduais reduzidas de H,S e, ainda, baixa concentracao basal de
glutationa em leitos vasculares. Estudo conduzido por Calvert et al. (2009) demonstrou
que o tratamento com o Na,S num modelo de isquemia e reperfusdo cardiaca, promoveu
efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular dos animais, resultante do aumento das
defesas antioxidantes, visto que uma maior translocacdo do fator de transcricdo Nrf2
para o nlcleo, paralelo ao aumento de expressdo das enzimas antioxidantes Trx1 e HO-
1 foi observado.

A psoriase em humanos (Kumari et al., 2013; Hong et al., 2016) e a induzida
experimentalmente por IMQ (Flutter, Nestle, 2013, Chen et., 2017; Dou et al., 2017)
esta relacionada a ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB. Por sua vez, a ativacao de
NF-xB esta correlacionada a elevagdo nos niveis de TNF-a em pacientes com psoriase
(Lizzul et al., 2005), assim como com a progressdo dessa doenca (Chiricozzi et al.,
2011), visto que compostos bioldgicos bloqueadores de TNF-a, como o Etanercepte,
reduzem significativamente a intensidade da psoriase em pacientes (Gottlieb et al.,
2005).

Os resultados deste estudo revelaram, via ensaio de mobilidade eletroforética
(gel shift), um aumento (50 %) na translocacdo do NF-«xB para o nucleo, na pele dos
animais com psoriase, concomitante ao aumento significativo nas concentracdes de
TNF-a e IL-1pB, sem alteragdes importantes em outras citocinas analisadas (IL-6, IFN-y
e IL-10). Pacientes com psoriase exibem concentracfes elevadas de IL-1B no plasma e
pele (Tamilselvi et al., 2013), sendo essa citocina importante para diferenciacdo das
células Thl7, que participam no desenvolvimento e progressdo da psoriase (Perera et
al., 2012). A enzima caspase-1, conversora de IL-1B, é responsavel por clivar a pro-IL-
1B e pro-1L-18, gerando as formas ativas destas citocinas pro-inflamatorias (Thornberry
et al., 1992). A pele de pacientes com psoriase abriga uma grande concentracdo de

caspase-1 em sua forma ativa (Johansen et al., 2007), explicando o aumento dos niveis
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séricos e locais (pele) da IL-1p na psoriase.

Foi interessante observar que, na vigéncia do tratamento com o GY'Y4137 (100
mg/kg), a pele dos animais com a doenca exibiu reducdo da translocacdo de NF-xB,
igualando-se aos valores basais (controle). Corroborando nossos achados, outros
modelos experimentais in vivo e in vitro demonstraram que a ativacdo do NF-«kB foi
reduzida por H,S, como observado em um modelo de leséo renal induzida por isquemia
e reperfusdo (Tripatara et al., 2008) ou in vitro em cultura de astrdcitos desafiados por
LPS (Lee et al., 2009). Estudos conduzidos por Li et al. (2009) demonstraram ainda que
0 H,S reduziu a ativacdo de NF-kB, bem como os niveis de PGE;, TNF-a ¢ outros
marcadores inflamatorios em cultura de macréfagos desafiados por LPS.

Embora ainda ndo confirmada em nosso estudo, uma hipotese sobre os possiveis
mecanismos moleculares pelo qual o H,S reduz a translocacdo de NF-xB para o nucleo,
esta relacionado com a sua ac¢do sobre 0 IkBa (Inibidor de NF-kB). O IkBa é membro
de uma familia de proteinas, que se associam ao fator de transcricio NF-xB e séo
capazes de manté-lo em um estado inativo no citoplasma, uma vez fosforilado o IxBa,
permite que o NF-xB transloque para o ntcleo, onde ele induz a transcrigdo de genes
pré-inflamatorios (Hong et al., 2016). Tal hipdtese é baseada em estudos prévios, que
demonstraram que doadores de H,S, tais como NaHS, reduzem a fosforilagédo e
degradacao de IkBa, prevenindo desta forma a ativagdo de NF-kB (Oh et al., 2006; Pan
et al., 2011; Chattopadhyay et al., 2012). A reducdo da ativacdo de NF-«kB, pode estar
relacionada com a menor concentracdo de TNF-a observada nos animais com psoriase
tratados com GY'Y4137 em nosso estudo. Fortalecendo esses resultados, outros autores
estabeleceram que o tratamento com doadores de H,S reduzem a ativacdo de NF-«kB,
em conjunto com menor producdo de TNF-a (Li et al., 2007; Kalayarasan et al., 2008;
Whiteman et al., 2010).

Neste estudo, similar ao observado na pele humana com psoriase, houve um
aumento na expressdo da caspase-1 e IL-1pB na pele dos camundongos com a doenga, ao
qual foi reduzida pelo tratamento com GY'Y4137. Este efeito foi associado a melhora da
intensidade da psoriase observada durante o tratamento com o doador de H,S.
Corroborando essa sugestdo, estudo prévio do grupo demonstrou que na sinovite
induzida por carragenina em ratos, o tratamento dos animais com o doador de H,S
reduziu a atividade de caspase-1, concomitantemente com a diminuic¢do da concentracao
de IL-1p na cavidade articular dos animais (Ekundi-Valentim et al., 2010).

Diversos trabalhos demonstraram que os doadores de H,S podem reduzir os
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niveis de IL-1B (Whiteman et al., 2010; Lo Faro et al., 2014; Mani et al., 2014). Neste
estudo, nds observamos que este efeito € relacionado com a menor expressao de
caspase-1, porém uma via adicional que pode ser explorada, compreendem o0s
inflamassomas, como 0 NLRP3 (receptores do tipo NOD P3), o mais estudado entre
esta classe de receptores ligados com a resposta inflamatoria inata, os receptores desta
familia s&o ativados por padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou a
danos (DAMPs), resultando na ativacdo de caspase-1 (Tschopp, Schroder, 2010).
Recentemente, foi demonstrado que doadores de H,S, tais como NaHS, foram capazes
de reduzir a expressdo de NLRP3 de forma concomitante com a reducgéo de caspase-1 e
IL-1B (Luo et al., 2017). Indicando que o NLRP3 é um alvo adicional para estudo na
busca pelo entendimento dos mecanismos envolvidos na redugdo de caspase-1 e IL-1B
provocada por GY'Y4137 na psoriase experimental.

Em estudo conduzido por Alshorafa et al. (2012), os autores observaram que a
concentracdo sérica de H,S mostrou-se reduzida em pacientes com psoriase, enquanto
as concentracOes das citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a encontravam-se elevadas em relagéo
aos valores obtidos no sangue de pacientes controles. Surpreendentemente, neste estudo
foi revelado que a capacidade de producdo de H,S na pele dorsal dos animais com
psoriase foi significativamente inferior aquela mensurada nas amostras do grupo
controle. Tais dados séo relevantes e validam, pela primeira vez, a importancia desse
gas na fisiopatologia da psoriase experimental induzida por IMQ, conforme observado
em humanos com psoriase, e sugerem fortemente que alteragbes na concentragao
enddgena basal de H,S estdo associadas a intensidade da doenga.

Diante deste conhecimento, foi interessante observar que a expressao da enzima
CBS mostrou-se também significativamente reduzida nos animais com psoriase,
inclusive nos tratados com GY'Y4137. A expressdo da CSE nao foi alterada, indicando
que a reducdo na producado de H,S é decorrente de alteracdo na expressao de CBS.

Em conjunto, os dados envolvendo a sintese de H,S nos animais com psoriase,
destacam a importancia da suplementacdo com H,S, uma vez que durante a doenga,
ocorre a diminuicdo na sua capacidade de producéo. Interessantemente, alguns estudos
demonstram que a inibicdo da sintese enddgena, por meio da utilizagéo de bloqueadores
das enzimas CBS e CSE, resulta em efeito oposto ao observado com os doadores de
H.S. Nesse sentido, Roy et al. (2012) observaram em um modelo de hipertensao, que a
inibicdo das enzimas CBS e CSE, foi capaz de aumentar significativamente a pressao

arterial em ratos, enquanto a reducdo da pressao arterial € provocada por diversos
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doadores de H,S (Wang, 2012).

Levando em consideragdo estes achados, avaliamos se a utilizagdo de um
inibidor da CSE (BCA) poderia intensificar a psoriase induzida por IMQ nos
camundongos, os dados demonstraram que o tratamento com o inibidor ndo modificou
nenhum dos parametros avaliados na psoriase experimental. Isto pode estar relacionado
com o fato do protocolo experimental utilizado induzir uma psoriase de nivel intenso,
portanto com dificil deteccdo de aumento de intensidade. S&o necessarios mais estudos,
utilizando inibidores farmacol6gicos mais especificos, para avaliar com maior clareza,
se a inibi¢do farmacolodgica das vias relacionadas com sintese de H,S pode intensificar a
psoriase experimental.

Os resultados deste estudo reforcam o consenso atual, demonstrando que os
doadores de H,S representam ferramentas farmacoldgicas importantes no controle de
processos inflamatorios e sensoriais como o prurido, destacando-se ainda a relevancia
bioldgica do H,S enddgeno. E importante considerar que o avango no desenvolvimento
de novos doadores de H,S, com cinética de liberacdo mais apurada, juntamente com o
aprofundamento nas pesquisas utilizando moléculas doadoras de H,S hibridas, seguindo
o exemplo dos AINES doadores de H,S, podera favorecer a utilizacdo do H,S para o

tratamento de doencas e afec¢Bes de pele em um futuro muito préximo.
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5 CONCLUSOES

I. Doses crescentes dos doadores de H,S de liberagdo espontanea e lenta, via
injecdo i.d., inibiram o prurido agudo, mas ndo o extravasamento plasmatico, induzido

por mecanismos dependente e independentes de histamina;

ii. O prurido e extravasamento plasmatico induzidos pelo composto desgranulador
de mastocitos, C48/80, ndo foram afetados pelo doador de H,S de liberacdo
(GYY4137), embora esta molécula tenha inibido o infiltrado neutrofilico frente ao
C48/80. Tal auséncia de efeito pode estar correlacionada a uma baixa concentracdo de

H.S liberada no local frente a intensidade do prurido evocado pelo C48/80;

iii. A inibicdo da enzima CSE, mas ndo da CBS, envolvidas na sintese de H,S,
intensificou o comportamento do prurido assim como do infiltrado neutrofilico cutaneo
induzido pelo C48/80 na pele dorsal de camundongos, indicando que a auséncia da
sintese endogena de H,S, via CSE, compromete a integridade da resposta inflamatdria

na pele murina frente ao estimulo inflamatério do C48/80;

iv. A geracdo enddgena de H,S na pele naive é significativamente menor do que a
geracdo de H,S mensurada na pele com inflamacdo aguda induzida pelo C48/80,
indicando que mecanismos compensatorios estdo ativados nas primeiras 4 horas pés-

injecao;

V. Os doadores de H,S de liberagdo espontanea e lenta (GYY4137) inibiram a
liberagdo de histamina de mastdcitos in vivo, indicando uma agdo estabilizante de
mastocitos para 0 H,S; entretanto, o0 GYY4137 (mas ndo os doadores de liberacdo
espontanea) foi incapaz de prevenir a liberacdo de mastdcitos estimulado in vitro. E
possivel que diferencas na cinética de liberacdo do H,S da molécula do GYY4137 in

vitro e in vivo contribua para essa auséncia de efeitos no periodo avaliado;

Vi. O pré-tratamento com a glibenclamida, bloqueador dos canais de Katp, Néo
reverteu o efeito do doador de H,S de liberagdo rapida sobre o prurido agudo e
inflamacdo induzidos por histamina, indicando que esse efeito é independente da

ativacdo dos canais de canais de Katp;
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vii.  Em animais com psoriase, o tratamento sisttmico com o GYY4137 reduziu
(P<0,05) a inflamagdo cuténea (escores PASI) e o prurido na psoriase experimental, e
inibiu o eixo NF-kB-caspase-1-1L-13, mas aumentou a atividade das enzimas

antioxidantes (catalase, GST, GR e GPx).

viii. A pele de animais com psoriase exibiu menor capacidade na sintese de H,S, que
foi paralela @ menor expressdo da enzima CBS. O bloqueador da enzima CSE néo

interferiu no escore PASI ou prurido.

iX. Conclui-se que moléculas doadoras de H,S representam novos alvos terapéuticos
no controle da inflamagdo aguda ou imunomediada associada a percepcdo de prurido

agudo e croénico.
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