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RESUMO: 
	
  

Introdução: Os eosinófilos são células efetoras que desempenham um papel importante 

nas doenças alérgicas. Uma falha na remoção destas células do sítio inflamatório pode 

resultar em doenças inflamatórias crônicas, como a asma. Assim, há um grande interesse 

em compreender os mecanismos e mediadores envolvidos na eliminação dos eosinófilos 

dos sítios inflamatórios.  Objetivos:  O objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos 

envolvidos na morte celular programada de eosinófilos induzida por ROS na resposta 

inflamatória alérgica. Métodos: A inflamação alérgica foi induzida por ovalbumina 

(OVA) em camundongos e o peróxido de hidrogênio (H2O2) foi administrado no pico do 

infiltrado inflamatório (24 horas). O número total de leucócitos, de eosinófilos e células 

mononucleares foram avaliados no lavado bronco-alveolar (LBA). Além disso, 

verificamos os níveis de expressão de citocinas e quimiocinas, o estresse oxidativo, a 

produção de muco, deposição de colágeno no parênquima pulmonar e função respiratória. 

Avaliamos também o efeito do H2O2  nas vias de sinalização de sobrevida de leucócitos e 

em uma linhagem celular eosinofílica humana (EOL-1) Resultados: O tratamento com 

H2O2 na fase de maior acúmulo de eosinófilos acelerou a resolução de inflamação alérgica 

através da indução de apoptose de eosinófilos dependente de caspase-3 e inibição de vias 

de sinalização associadas ao aumento à sobrevida de leucócitos em sítios inflamatórios. 

Além disso, H2O2 diminuiu o remodelamento, deposição de muco, produção de citocinas 

inflamatórias e hiper-reatividade das vias aéreas. Conclusão: H2O2 induz a apoptose de 

células EOL-1 in vitro e é necessário para a resolução da inflamação in vivo através da 

indução de apoptose eosinófilos e inibição de vias de sobrevivência celular. De maneira 

importante, H2O2  mantém a integridade e função do tecido. 

. 
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ABSTRACT: 
	
  

Introduction: Eosinophils are effector cells that have an important role in the pathogenesis of 

allergic disease. Defective removal of these cells likely leads to chronic inflammatory diseases 

such as asthma. Thus, there is great interest in understanding the mechanisms responsible for the 

elimination of eosinophils from inflammatory sites. Previous studies have demonstrated a role for 

certain mediators and molecular pathways responsible for the survival and death of leukocytes at 

sites of inflammation. Reactive oxygen species have been described as proinflammatory 

mediators but their role in the resolution phase of inflammation is poorly understood. The aim of 

this study was to investigate the mechanisms whereby hydrogen peroxide resolves the allergic 

inflammatory responses.  Material and methods: An eosinophilic cell line (Eol-1) was treated 

with hydrogen peroxide and apoptosis was measured. Allergic inflammation was induced in 

ovalbumin sensitized and challenged mouse and reactive oxygen species were administered at the 

peak of inflammatory cell infiltrate. Inflammatory cell numbers, cytokine and chemokine levels, 

mucus production, inflammatory cell apoptosis and peribronchiolar matrix deposition was 

quantified in the lungs. Resistance and elastance were measured at baseline and after aerosolized 

methacholine. The expression of caspase-3 and signal transduction pathways in leukocytes were 

measured of immunofluorescence and confocal analysis. Phosphatidylserine expression was 

measured after hyrdrogen peroxide treatment in leukocytes by flow cytometry. Results:  

Hydrogen peroxide accelerates resolution of airway inflammation by induction of caspase-

dependent apoptosis of eosinophils and inhibit survival from of pathways in eosinophils 

especifically. Moreover, H2O2 decrease remodeling, mucus deposition, inflammatory cytokine 

production and airway hyperreactivity. Conclusion: These data presented indicate a pro-resolving 

effect of hydrogen peroxide in allergic inflammation by inducing apoptosis of eosinophils, and 

inhibiting cell survival pathways. These results, could have fundamental implications for the 

basic concept of resolution of inflammation and may have therapeutic implications. 
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INTRODUÇÃO 
 

Inflamação 
 

A inflamação pode ser definida como uma reação à lesão tecidual causada por 

agentes infecciosos, trauma, cirurgia, queimadura, isquemia ou câncer que elimina o 

agente nocivo e desencadeia, desde suas fases iniciais, eventos que culminam com o 

reparo e retorno à homeostase do tecido [1-4]. Entretanto, a inflamação pode se tornar 

persistente, constituindo a base de várias doenças crônicas como asma, artrite reumatóide, 

aterosclerose, rinite alérgica, fibrose pulmonar e doenças metabólicas [5-9]. 

Os sintomas clínicos da inflamação foram descritos no século I d.C., por 

Cornelius Celsius, e denominados como sinais cardinais da inflamação. São eles: o rubor 

(vermelhidão, devido à hiperemia), tumor (inchaço, causado por aumento da 

permeabilidade da microvasculatura e extravasamento de proteínas para o espaço 

intersticial), calor (associado com o aumento do fluxo sanguíneo), e dor (em parte, devido 

à alterações nas terminações nervosas de neurônios sensitivos primários). Um quinto 

sinal foi descrito por Rudolf Virchow em 1858 que caracterizou a perda da função dos 

órgãos afetados devido, principalmente, ao edema e dor [10]. 

A resposta inflamatória pode apresentar duas reações principais: a vascular e a 

celular. As reações vasculares e celulares são mediadas por diferentes moléculas 

incluíndo os fatores quimiotáticos que são produzidos ou ativados pelo estímulo 

inflamatório. A liberação destes mediadores quimiotáticos promove uma sequência de 

eventos nos leucócitos circulantes: no lúmen do vaso sanguíneo ocorre a marginalização, 

rolamento e adesão ao endotélio, transmigração através do endotélio e a migração nos 

tecidos intersticiais em direção ao estímulo quimiotático [11-13]. Substâncias exógenas e 

endógenas podem exercer esse papel quimiotático para os diversos leucócitos. Agentes 
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exógenos podem ser moléculas derivadas de bactérias (como por exemplo o fMLP-	
  

Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine). Já os mediadores endógenos envolvem 

componentes do sistema complemento, mediadores lipídicos, citocinas e quimiocinas 

[14]. Quando chegam ao local inflamado, os leucócitos produzem mediadores que 

contribuem para o início, amplificação e manutenção da inflamação, tornando-se os 

orquestradores dos processos inflamatórios crônicos [15]. Assim, é de grande interesse 

entender os mecanismos responsáveis pela eliminação dos leucócitos e inativação dos 

mediadores inflamatórios secretados no sítio inflamatório. 

 
Asma alérgica 
 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, 300 milhões de pessoas de todas as 

idades, em todo o mundo, sofrem de asma e cerca de 250.000 pessoas morrem de asma 

anualmente. A asma e as doenças alérgicas estão entre os principais problemas de saúde 

pública em ascensão, principalmente, na população infantil [16]. A asma é uma doença 

inflamatória das vias aéreas na qual diversos tipos celulares, como linfócitos, neutrófilos, 

mastócitos e, especialmente, os eosinófilos, desempenham funções importantes [17, 18]. 

A ativação destas células leva à liberação de mediadores pró-inflamatórios que são 

responsáveis pela saída de fluido dos capilares pulmonares para os tecidos adjacentes às 

vias aéreas, hiperplasia de células caliciformes com consequente aumento na produção de 

muco, resultando no espessamento e obstrução das vias aéreas. Esse aumento de 

mediadores produzidos por eosinófilos estão envolvidos nas exacerbações dos sintomas e 

no remodelamento pulmonar, modificações estruturais que podem levar à limitação 

irreversível do fluxo aéreo e perda da função do orgão. 

Eosinófilos são granulócitos de vida curta derivados da medula óssea e estão 

presentes principalmente nas mucosas. Os eosinófilos representam cerca de 1 a 3% dos 
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leucócitos presentes no sangue humano e de camundongos [19, 20]. Essas células 

apresentam núcleo bilobulado e contém grânulos característicos no seu citoplasma 

denominados grânulos primários, grânulos secundários, grânulos pequenos e os corpos 

lipídicos [21, 22]. Muitos trabalhos sugerem a participação dos eosinófilos na 

patofisiologia de doenças alérgicas, tais como, rinite [23], dermatite [24]  conjutivite [25], 

e doenças parasitárias [21]. Na asma, os eosinófilos têm a capacidade de exercer ação 

efetora sobre as vias aéreas de indivíduos acometidos pela asma, pela sua capacidade de 

produzir citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos [19]. Um grande número de 

eosinófilos e altos níveis de MBP (do inglês: Major Basic Protein), proteína encontrada 

em grânulos citotóxicos eosinofílicos tem sido encontrado no lavado broncoalveolar de 

pacientes asmáticos. Estudos clínicos e em modelos animais tem demonstrado que os 

eosinófilos são marcadores da asma e podem causar danos em células epiteliais, 

hiperplasia de células caliciformes, hiperreatividade brônquica e, por último, 

remodelamento de tecido que leva à cronificação da doença e, consequente,  deposição de 

colágeno e cicatrização, um processo que muitas vezes leva a perda da função do órgão 

afetado [17, 18, 26-32].   

Resolução da resposta inflamatória e morte celular 
 

Em indivíduos saudáveis a inflamação geralmente possui um limite próprio e, 

assim que o agente agressor é eliminado, um programa de resolução é ativado. Para isso, 

mediadores químicos especializados são gerados e alguns processos bioquímicos são 

ativados [33]. A vasodilatação e formação de edema contribuem para a redução das 

concentrações efetivas do estímulo inflamatório, os leucócitos recrutados eliminam o 

agente causador da inflamação, mediadores inflamatórios são desativados 

espontaneamente ou enzimaticamente, moléculas com função inibitória são produzidas e 

as células efetoras são eliminadas do tecido. As células inflamatórias podem ser 
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eliminadas por recirculação sistêmica, drenagem linfática ou morte celular. O principal 

evento de morte celular envolvido no processo de  resolução da resposta inflamatória é a 

apoptose seguida pela ingestão dos corpos apoptóticos por células fagocíticas, 

principalmente os macrófagos, por um processo denominado eferocitose [34]. Vale a 

pena ressaltar que durante algumas doenças inflamatórias como a artrite, a dermatite 

atópica e asma, ocorre uma redução ou atraso da apoptose dos leucócitos efetores o que 

justifica a ocorrência de uma doença mais prolongada, grave e com perda de função do 

órgão afetado [35].   

A apoptose é definida como uma forma programada ou fisiológica de morte 

celular sendo um mecanismo altamente controlado que não induz inflamação e tem 

características morfológicas e bioquímicas específicas. Durante a apoptose, a célula 

encolhe, perde volume celular, condensa da cromatina e fragmenta o núcleo associado à 

fragmentação do DNA. E, em algumas linhagens celulares, ocorre a formação dos corpos 

apoptóticos [36]. Um dos primeiros sinais bioquímicos do processo apoptótico é a 

exposição da fosfatidilserina (PS, do acrônimo inglês phosphatidylserine) na porção 

externa da membrana celular, atuando como um sinal de reconhecimento para a ativação 

fagocítica dos macrófagos, o que resulta na eliminação das células apoptóticas [37]. A 

ativação da apoptose pode ser iniciada por duas vias distintas: a via intrínseca 

(mitocondrial) e a via extrínseca (citoplasmática) (Figura 1). A via intrínseca é ativada 

por estresse intracelular ou extracelular. Os sinais que são transduzidos convergem 

principalmente para a mitocôndria. Essa organela integra os estímulos de morte celular, 

ocorre a permeabilização mitocondrial e conseqüente liberação de uma proteína associada 

à sua membrana interna, denominada citocromo c. Esse processo é desencadeado por 

elevações nos níveis de proteínas pró-apoptóticas da família de proteínas citoplasmáticas 

denominadas de Bcl-2 (Ex: Bax, Bak, Bik, Bad, Bid e Bim) [38]. No citosol, o citocromo 

c forma um complexo com a APAF-1 (fator de ativação de apoptose 1) e ativa as 
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caspases que são endoproteases citoplasmáticas envolvidas na clivagem de ligações 

peptídicas em uma reação que depende de resíduos de cisteína no sítio catalítico ativo e 

ocorre depois de resíduos de ácido aspártico no substrato.	
  As caspases envolvidas na 

apoptose são classificadas como iniciadoras (caspases 8 e 9) ou executoras (caspases 3, 6 

e 7). Caspases iniciadoras ativam as caspases executoras que, posteriormente, coordenam 

as suas atividades para decomposição de proteínas estruturais e resultão na fragmentação 

do DNA e vesiculação da membrana [39]. A via extrínseca é desencadeada pela ligação 

de ligantes específicos a um grupo de receptores de morte celular e os seus domínios de 

morte interagem com proteínas adaptadoras como FADD. Essas moléculas têm a 

capacidade de recrutar a caspase-8 que irá ativar a caspase-3/7, que executarão  a morte 

por apoptose [38-40]. A morte celular por apoptose exerce um papel fundamental na 

maioria dos processos biológicos fisiológicos e patológicos e a desregulação desse 

mecanismo é um fator importante na patogênese e progressão de inúmeras doenças 

crônicas e auto-imunes. [33, 35, 41, 42].  
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Figura 1. Vias de sinalização da apoptose. A ativação da apoptose pode ser iniciada por duas vias 

distintas: a via intrínseca (mitocondrial) e a via extrínseca (citoplasmática). A via intrínseca é ativada por 

estresse intracelular ou extracelular. Os sinais que são transduzidos convergem principalmente para a 

mitocôndria. Essa organela integra os estímulos de morte celular, induzindo a permeabilização mitocondrial 

e conseqüente liberação do citocromo c. Esse processo é desencadeado por elevações nos níveis de 

proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2, como Bid. No citosol, o citocromo c forma um complexo com a 

APAF-1 e caspase-9, chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pró-caspase-9, liberando a 

caspase-9 ativa, o qual ativa caspase-3/7. A via extrínseca é desencadeada pela ligação de ligantes 

específicos a um grupo de receptores de morte celular, os seus domínios de morte interagem com proteínas 

adaptadoras como a FADD. Essas moléculas têm a capacidade de recrutar a caspase-8 que irá ativar a 

caspase-3/7, executando a morte por apoptose. Adaptado de McIlwain et. al, 2013[39]. 
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Os macrófagos desempenham um papel crítico na defesa do hospedeiro, 

cicatrização, reparo e inflamação crônica [43]. São células fundamentais para a etiologia 

de muitas doenças inflamatórias incluindo aterosclerose, artrite reumatóide, doença 

pulmonar obstrutiva crônica, asma e na carcinogênese [44]. Além disso, os macrófagos 

possuem diversas funções, bem como um fenótipo diferente compatível com o seu 

ambiente inflamatório [43-45]. Assim, podem tornar-se classicamente ativados (M1) e 

alternativamente ativado (M2). A nomenclatura M1/M2 é associada com a resposta dos 

tipos TH1 e TH2, respectivamente [43, 46, 47]. Macrófagos M1 adquirem um fenótipo 

pró-inflamatório, e estão envolvidos com a liberação de mediadores inflamatórios como 

citocinas (IL-12, IL-23, TNFα, IL-1β, and IL-6), quimiocinas, espécies reativas de 

oxigênio (ROS), do induzível óxido nítrico sintase (iNOS) e são caracterizados por um 

alta expressão de NOS2 e produção de NO [47-49]. Os macrófagos M1 podem ser 

induzidos por estímulo microbiano (ex. LPS) ou citocinas (TNF e GM-CSF) [44, 50-52]. 

Macrófagos M2 liberam mediadores pró-resolutivos e segregam citocinas anti-

inflamatórias, tais como IL-10, que inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

contribui para resolução da inflamação [53, 54] .  

Um outro evento essencial para que resolução do processo inflamatório tenha sucesso é a 

eferocitose (do Latin effere que significa túmulo ou sepultura) [55]. Eferocitose refere-se ao 

processo pelo qual células apoptóticas têm seus corpúsculos apoptóticos removidos e degradados 

pelas células fagocíticas. Formam-se eferossomas, as células mortas são removidas antes que 

percam a integridade da membrana e seu conteúdo seja liberado no espaço extracelular. Isto 

previne a exposição do tecido às enzimas tóxicas, moléculas oxidantes e outros componentes 

intracelulares, tais como proteases e caspases [55-60]. A eliminação de células apoptóticas é 

mediada, principalmente, por fagócitos profissionais como macrófagos, mas fagócitos não 

profissionais também podem participar deste processo fagocítico[34] (Figura 2).  
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Figura 2 -  Diferentes passos envolvidos no clearance eficiente de células apoptóticas. Os sinais de “find-me” 
(como baixos níveis de nucleotídeos ATP e UTP, fractalcina, lisofosfatidilcolina ou esfingosina 1-fosfato) 
liberados pelas células apoptóticas ajudam a atrair fagócitos para as  proximidades das células que estão sofrendo 
apoptose. Os fagócitos utilizam os receptores de fagocitose em sua superfície para encaixar com os sinais de “eat-
me” das células apoptóticas. O acoplamento dos receptores (ligados ao reconhecimento fosfatidilserina) estimulam 
a liberação de citocinas antiinflamatórias, tais como TGF-β, IL-10 e prostaglandina E2 (PGE2). A sinalização 
intracelular induzida dentro do fagócito pelas interações ligante-receptor conduz a rearranjos do citoesqueleto e 
internalização da célula em apoptose. O fagócito internaliza os corpos apotóticos por uma série de passos, e a 
digestão apropriada parece ser importante para a absorção continuada de outras células apoptóticas pelos fagócitos. 
Fonte: Adaptado de Ravichandran, 2010 [60]. 
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Após a eferocitose,  os macrófagos podem mudar seu fenótipo para alternativamente 

ativados-M2 [45], os quais  produzem moléculas anti-inflamatórias (IL-10, TGF-β) e mediadores 

pró-resolutivos (lipoxinas, maresinas, prostaglandinas da série D, resolvinas das séries E e D e 

protectinas que são derivados de ácidos graxos) que impedem o recrutamento de novos leucócitos, 

induzem apoptose dos leucócitos infiltrados e induzem o recrutamento não flogíestico de novos 

monócitos para o sítio inflamatório os quais contribuirão para o processo de eferocitose [33, 48, 

61-63]. Os macrófagos M2 estão envolvidos com a reconstituição de tecidos e tem um papel 

importante no retorno à homeostase tecidual [64, 65]. Além dos dois tipos citados anteriormente, 

um outro tipo de macrófago pode ser identificado na fase resolutiva da inflamação e é 

denominado macrófago resolutivo (Mres). O Mres está envolvido com aumento da produção de 

mediadores anti-inflamatórios e pró-resolutivos, que posteriormente serão drenados pelos vasos 

linfáticos ou sofrerão apoptose para que ocorra a total resolução da resposta inflamatória [55, 56].   

A Figura 3 destaca as diferentes fases da inflamação aguda em direção a um processo resolutivo 

bem sucedido.  
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Figura 3. Série orquestrada de eventos que ocorrem durante um processo inflamatório agudo 
culminando na resolução.  A lesão tecidual (infecção estéril ou infecciosa) leva ao reconhecimento de 
padrões moleculares (DAMPs e/ou PAMPs) pelas células residentes (macrófagos teciduais, células 
dendríticas e células epiteliais), os quais produzem rapidamente vários mediadores pró-inflamatórios 
(1). Nesta fase produtiva da inflamação, mediadores atuam promovendo vasodilatação e consequente 
aumento do fluxo sanguíneo local, modificando a permeabilidade do endotélio. Estes eventos são 
acompanhados por hiperemia e exsudação de proteínas plasmáticas e de líquidos (edema). As células 
endoteliais também são ativadas e expressam moléculas de adesão celular (selectinas e integrinas) e 
apresentam mediadores quimioatrativos, que permitam a captura e extravasamento de leucócitos (2-4). 
Leucócitos polimorfonucleares (sobretudo neutrófilos) são as primeiras células que extravasam para os 
tecidos inflamados (2), seguido por células mononucleares (3). Com a progressão da resposta 
inflamatória, há intenso influxo de leucócitos para o tecido inflamado. Estas células podem ser ativadas 
e se tornarem uma fonte importante de uma variedade de mediadores, incluindo fatores de crescimento, 
citocinas, quimiocinas, mediadores lipídicos e espécies reativas de oxigênio (ROS) (5), o que permitirá 
que os leucócitos exerçam as suas funções efetoras nos tecidos. Na fase de transição da inflamação, 
apesar do intenso acúmulo de leucócitos PMNs, sob a ação de sinais pró-resolutivos (mediada por 
mediadores pró-resolutivos e diminuição dos níveis de agentes modificadores da sobrevivência celular), 
inicia-se a apoptose (6), seguido de fagocitose por macrófagos teciduais (eferocitose) (7). Este processo 
envolve vários sinais que levam à atração, a ligação e a remoção de células apoptóticas por macrófagos. 
Durante a eferocitose, macrófagos mudam seu fenótipo de M1 para M2 (8). Macrófagos M2 - (ou M2 
like) são altamente eferocíticos e produzem moléculas anti-inflamatórias (tais como a IL-10 e TGF-β) e 
mediadores pró-resolutivos (9). Tais mediadores têm o potencial para inibir o recrutamento adicional de 
PMN, intensificar a migração de monócitos e amplificar a eferocitose. Macrófagos M2 se modificam 
para macrófagos resolutivos (Mres) (10), os quais apresentam capacidade fagocítica reduzida, mas, no 
entanto, produzem proteínas anti-fibróticas e antioxidantes que limitam o dano tecidual e fibrose. Tais 
eventos pavimentam o caminho para a fase de resolução da inflamação. O aumento da produção de 
citocinas anti-inflamatórias, de mediadores pró-resolutivos e anti-fibróticos por macrófagos resolutivos 
(Mres), a repovoação por linfócitos (11) e apoptose de macrófagos ou drenagem destas células para o 
linfonodo local (12) encerram o processo inflamatório e restauram a homeostase do tecido. Fonte: 
Adaptado de Alessandri et al., 2013 [66]. 



23	
  

 
Mediadores inflamatórios  

Os mediadores inflamatórios são moléculas solúveis que atuam localmente na 

lesão ou de forma sistêmica. São originários do plasma, de células inflamatórias ou dos 

tecidos lesados. Sistemas derivados do plasma, tais como complemento, cininas e 

fibrinogênio, são ativados e seus produtos serão responsáveis pelos efeitos inflamatórios, 

assim como os produtos de células que produzem mediadores lipídicos, citocinas, 

quimiocinas e espécies reativas de oxigênio (do inglês: reactive oxygen species: ROS) 

[67, 68].   

Os mediadores lipídicos estão envolvidos na patogênese de doenças 

inflamatórias alérgicas. Vários tipos celulares como os eosinófilos e macrófagos podem 

produzir os mediadores lipídicos, incluindo os eicosanóides derivados do metabolismo 

oxidativo do ácido araquidônico. Eosinófilos e outros leucócitos podem produzir 

eicosanóides e moléculas sinalizadoras que podem regular respostas celulares 

fundamentais no núcleo ou citoplasma, tais como a liberação de citocinas no início da 

inflamação [69]. Em contrapartida, os macrófagos podem alterar o seu metabolismo de 

lipídios de prostaglandinas e leucotrienos (pró-inflamatórios) para produzir mediadores 

pró-resolutivos como lipoxinas e resolvinas, protectinas e maresinas. Esses mediadores 

atuam na resolução do processo inflamatório, dentre outras funções, impedindo o 

recrutamento de neutrófilos e estimulando o recrutamento de macrófagos para eferocitose 

de células apoptóticas [54]. 

As citocinas são proteínas de baixo peso molecular  secretadas por diferentes 

tipos celulares com função na regulação da resposta imune, na diferenciação e 

proliferação celular, na maturação de células de medula óssea e algumas atuam como 

fatores quimiotáticos  para leucócitos. Durante uma resposta inflamatória alérgica ocorre 

um aumento na produção de citocinas como interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), 
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interleucina-6 (IL-6), interleucina-9 (IL-9), interleucina-13 (IL-13) e fator estimulante de 

colônia de granulócito-macrófago (GM-CSF) [18, 26-28]. Essas citocinas são 

responsáveis pelos sinais clínicos da alergia [18, 26-28]. Em contrapartida,  citocinas 

como a IL-10 e o TGF-β possuem um importante papel modulador negativo de respostas 

inflamatórias, inibindo a proliferação e ativação celular,e induzindo apoptose e reparo do 

tecido [70, 71]. 

As quimiocinas  são pertencentes à família das citocinas e denominadas citocinas 

quimiotáticas [72]. Elas desempenham um importante papel em processos inflamatórios, 

primeiramente por guiarem o recrutamento e ativação de leucócitos para o sítio 

inflamatório e também por participarem dos processos de resolução e reparo [73].  As 

eotaxinas CCL11 e CCL22 são quimiocinas cuja função primordial é promover 

quimiotaxia de eosinófilos. Seus receptores estão presentes em vários tipos celulares 

importantes na fisiopatologia da asma como os eosinófilos, basófilos e linfócitos T [74]. 

As espécies reativas de oxigênio inclui um grupo de moléculas, tais como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion superóxido O2
- e radical hidroxila (OH) [4].  ROS 

são essenciais para a defesa do hospedeiro e são produzidos intracelularmente em 

resposta a estímulos microbianos e inflamatórios pelos fagócitos dentro das mitocôndrias 

ou através de um processo conhecido como "explosão oxidativa" mediado pelo complexo 

da NADPH-oxidase (NOX), que contém 7 isoformas distintas nas membranas celulares, 

mitocôndrias, peroxissomas, e retículo endoplasmático [75]. Para evitar danos aos tecidos 

os níveis de ROS precisam ser rigorosamente controlados por sistemas de defesa 

antioxidantes que incluem as enzimas superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a 

glutationa peroxidase (GPx). A SOD está presente na mitocondria e no citoplasma celular 

e sob condições de estresse oxidativo age como um sistema de defesa celular endógeno 

que degrada superóxido (O2
-) em oxigênio e H2O2 sendo este último convertido em água 



25	
  

pela GPx ou CAT [76]. ROS são liberadas durante a resposta inflamatória e são 

consideradas como mediadores pró-inflamatórios [77], entretanto, evidências para ações 

anti-inflamatórias e pró-resolutivas tem sido descritas atualmente [78]. Um exemplo disso 

é o fato que a produção diminuída de ROS esta associada com várias condições 

patológicas humanas, por exemplo, mutações herdadas nas subunidades da NADPH 

oxidase resultam em doença granulomatosa crônica (CGD), caracterizada por inflamação 

excessiva inflamação [79, 80]. Além disso, H2O2 é descrito como indutor da apoptose de 

células epiteliais [81], células endoteliais [82], hepatócitos humanos [83], miócitos [84] e 

neutrófilos [67]. Recentemente, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que o H2O2 

derivado da NADPH oxidase está diretamente ligado à indução da apoptose de neutrófilos 

e resolução da inflamação em um modelo de artrite induzida por antígeno [67]. 

Entretanto, o papel de ROS para a resolução da inflamação alérgica e os mecanismos 

envolvidos nesse processo são ainda desconhecidos. 

Vias de sinalização desencadeadas durante a resposta inflamatória 
 

A apoptose pode ser desencadeada através da inibição de vias de sinalização 

associadas à manutenção de sobrevivência das células. Em leucócitos, a ativação de 

PI3K/Akt, MAPK/ERK e fatores de transcrição como o NF-κB são importantes para 

manutenção da sobrevivência celular e vários tipos celulares[85, 86]. PI3K e 

MAPK/ERK  são vias importantes para muitos processos celulares relacionados ao 

sistema imune, como ativação, migração e sobrevivência celular [87, 88].  Dados do 

nosso grupo utilizando um modelo de pleurisia alérgica mostraram que o tratamento 

sistêmico com inibidores de PI3K antes do desafio antigênico impede o recrutamento de 

eosinófilos associado a uma diminuição da fosforilação de Akt e produção de IL-5. E o 

tratamento com inibidores de PI3K 24 horas após o desafio com antigênico reduz os 

eosinófilos acumulados na cavidade pleural, um efeito relacionado com a inibição da 
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fosforilação de Akt e um aumento do número de eventos apoptóticos [85]. Além disso, 

em um modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina, a ativação de  PI3K, 

fosforilação de Akt e a translocação nuclear de NF-κB foram importantes para conduzir 

os processos inflamatórios e pró-fibróticos que culminam em fibrose e morte dos 

camundongos após a instilação de bleomicina [89].  

O NF-κB é um fator de transcrição regulador da resposta imune que atua como 

um ponto de convergência de várias vias de transdução de sinal, como as citadas 

anteriormente, transmitindo os sinais destas moléculas para o núcleo e promovendo a 

ativação transcricional de genes associados com a inflamação e a sobrevivência das 

células [90, 91].  A Inibição de NF-κB impede a lesão de tecidos e letalidade em um 

modelo de lesão intestinal por esquemia e reperfusão, e isto foi associado com a inibição 

da produção de TNF-a e diminuição no recrutamento de neutrófilos [92]. Já foi 

demonstrado em um modelo de artrite induzida por antígeno, que o aumento da geração 

de H2O2 pela administração de SOD diminui a fosforilação de Akt e a ativação de NF-κB 

em neutrófilos recuperados do lavado articular. Dessa forma, esses dados sugerem que a 

produção endógena ou administração exógena de ROS desempenha um papel ativo na 

resolução da inflamação neutrofílica [67]. Portanto, o potencial de H2O2 para resolver a 

inflamação eosinofílica na asma, pode estar associado à sua capacidade de controlar a 

ativação de PI3K, MAPK e NF-κB e, consequentemente, a sobrevivência dos eosinófilos. 

Resultados anteriores mostraram que ROS induzem a apoptose de eosinófilos em 

diferentes modelos de resposta inflamatória alérgica (Anexo 2). Entretanto, os 

mecanismos e as vias de sinalização envolvidos na ativação, recrutamento e 

sobrevivência de eosinófilos em locais de inflamação alérgica, ainda são pouco 

compreendidos. O entendimento destes mecanismos pode ser útil para o desenvolvimento 

de novas terapias farmacológicas para o controle de doenças alérgicas. 
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OBJETIVO: 

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os mecanismos pelos quais o 

tratamento com H2O2 induz resolução da resposta inflamatória e se esse tratamento 

poderia melhorar a perda de função pulmonar em um modelo de asma induzida por 

ovalbumina em camundongos.  

 
Objetivos específicos:  
 

1. Investigar se os mecanismos de  apoptose e resolução da resposta inflamatória 

induzido pelo aumento de ROS são dependentes ou não da ativação de caspases in vivo e 

in vitro. 

2. Investigar  o efeito do tratamento com H2O2 no estresse oxidativo gerado durante a 

asma. 

3. Estudar o efeito do tratamento com H2O2 na expressão de moléculas envolvidas na 

sobrevivência de eosinófilos tais como PI3K, MAP kinases e vias de transdução de sinal, 

principalmente o NfκB. 

4. Estudar o efeito do tratamento com H2O2 na  função pulmonar através da medida da 

hiper-reatividade brônquica; 

5. Estudar o efeito do tratamento com H2O2  na produção de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias potencialmente importantes para aumento da sobrevida de eosinófilos como 

a interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-9 (IL-9), 

interleucina-13 (IL-13), CCL11, CCL24, fator estimulante de colônia de macrófago-

granulócito (GM-CSF) e TNF-α; 
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MATERIAL E MÉTODOS: 

Animais 

Neste estudo utilizamos camundongos C57Bl/6 obtidos no Centro de Bioterismo 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-

ICB-UFMG). Todos os procedimentos experimentais foram avaliados pelo Comitê de 

Ética da UFMG com protocolo de aprovação número 218/2011 (anexo 1). 

Drogas e reagentes 

H2O2, U0126, SB203580, LY294002, ovalbumina, Z-VAD-fmk, Albumina de 

Soro Bovino (BSA), iodeto de propídio (PI) foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO). 

Apo DETECT ANNEXIN-V-FITC KIT foi adquirido da Invitrogen. Anticorpos foram 

adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) e da Cell Signalling 

(Cell Signalling Technology). Q-VD-OPh (R&D Systems), anexina-V-FLUOS (Roche), 

perm wash e FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II foram adquiridos da BD 

Bioscience. 

Modelo de asma induzida por antígeno: 

Todos os animais foram sensibilizados intraperitonealmente (i.p.) com100 µg de 

OVA (albumin  from chicken egg white - A5503, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

em  2% alum (Adjuvante de Hidróxido de aluminio em gel; Brenntag) nos dias 0 e 7 e  

foram desafiados pela administração intranasal de antígeno (OVA) do dia 12 ao 20 com 

10 µg of OVA [93].  

Lavado bronco-alveolar (LBA) 

Os camundongos foram eutanasiados por uma superdosagem de anestésico e a 

traquéia foi exposta e canulada com um cateter de polipropileno de 1.7mm. O lavado foi 

feito através da administração separada de duas alíquotas de 1 mL de PBS 1X gelado, que 

foram injetadas e recolhidas 3 vezes cada uma, obtendo-se 1,7 – 2,0 mL de volume final 
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de lavado. O líquido recolhido foi centrifugado em tubos de 5 mL a 4oC por 5 minutos a 

1500 rpm  e o pellet de células foi utilizado para contagem total de células e confecção de 

lâminas histológicas em citocentrífuga para contagem diferencial das células. Após o 

lavado bronco-alveolar, os pulmões dos animais foram perfundidos com 5 mL de PBS 1x 

pelo ventrículo direito do coração para remoção de sangue do leito vascular pulmonar e 

foram imediatamente extraídos para análise histopatológica e testes enzimáticos. 

Cultura de células Eol-1 e indução de apoptose 

A linhagem celular eosinofílica humana (Eol-1), foi mantida em meio RPMI -

1640 (PAA) com 2% de FBS (Biosera), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 

U/mL) (PAA). As células foram aliquotadas (2 x 106 cels/mL) e incubadas com H2O2, 

QVD- OPH ou uma combinação de ambos em uma placa de 96 poços (volume final de 

150 µL) ou em tubos de 2 mL (volume final de 500 µL) em estufa a 37 °C com 5 % de 

dióxido de carbono. O estoque QVD-OPH foi inicialmente dissolvido em 

dimetilsulfóxido (Sigma) e diluíudo em tampão obtendo-se uma concentração final de 0,2 

%. A apoptose foi avaliada por citometria de fluxo utilizando-se o equipamento BD - 

LSR Fortessa (Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA) usando a anexina-V-

FLUOS (Roche) em combinação com iodeto de propídio (PI) (Sigma), como descrito 

anteriormente [94]. Os dados foram analisados no software FlowJo (TreeStar, Ashland, 

OR). As características morfológicas de apoptose foram também avaliadas por 

microscopia de luz em lâminas preparadas em citocentrífuga [94]. 

Tratamento com H2O2, Z-VAD, SB 203580, U0-126 e LY 294002 

Os camundongos foram tratados com H2O2 (0,5 M), SB-203580 (1mg/Kg) , U0-

126 (3 mg/kg) ou LY-294002 (10µg/animal) i.n. após a indução da resposta inflamatória 

em tempos previamente determinados. O tratamento com z-VAD-fmk (1mg/kg) i.p  foi 
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concomitantemente com o tratamento com H2O2 para comprovar a participação de 

caspases no modelo.  

Contagem total e diferencial dos leucócitos 

As células do lavado broncoalveolar foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5 

minutos a 4oC (centrífuga Jouan, modelo BR4i) e o sedimento celular ressuspendido em 

100µL de BSA 3% em PBS. Uma alíquota das células foi diluída na solução de lise de 

hemácias (Solução de Turk – IMBRALAB, 1:10) para a realização da contagem total de 

células utilizando câmara de Neubauer. A partir dessa contagem, as células formam cito-

centrifugadas utilizando preparações em lâminas de citospin (Shandon III) com as células 

diluídas em albumina 3%, de forma que cada lâmina tivesse aproximadamente 50 mil 

células. As lâminas foram coradas com o método de May-Grunwald-Giemsa utilizando o 

kit Panótico Rápido (LB Laborclin), para a realização da contagem diferencial de células 

no aumento de 100x no microscópio ótico. As células foram diferenciadas em 

mononucleares (macrófagos, monócitos e linfócitos), neutrófilos e eosinófilos, através de 

três contagens em campos aleatórios totalizando cem células em cada contagem. 

Técnica histológica 

O pulmão foi removido e fixado em solução tampão Milloning (pH 7,4) com 

paraformaldeído 4% para preservar a arquitetura pulmonar. As amostras foram incluídas 

em paraplast (Sigma-Aldrich) ou parafina e foram corados com diferentes corantes, 

visando identificar e analisar o influxo de leucócitos, produção de muco e fibrose 

peribronquial. Para a análise do infiltrado de leucócitos em torno da região brônquica, os 

cortes de pulmão foram corados utilizando a técnica de hematoxilina e eosina (H&E) ou 

foram submetidos a coloração Sirius Red (Llewellyn's Sirus Red Direct Red 80, CI 

35780; Aldrich, Milwaukee, WI pH 10,2). A análise morfométrica foi realizada 

utilizando microscópio de luz (Olympus®) em sete vias aéreas aleatórias na região 



31	
  

peribronquial visando a identificação e contagem de células mononucleares, eosinófilos e 

neutrófilos. Os resultados foram expressos como leucócitos/104µm2. A produção de muco 

foi analisada a partir de cortes de tecidos corados com hematoxilina e uma combinação 

de ácido periódico de Schiff (PAS-reagente de Schiff, Merck, Rio de Janeiro, BR). 

Fotomicrografias de vias aéreas obtidos com aumento de 400x foram analisados 

utilizando o Imagem-Pro Plus software (imagem -Pro ® Plus 4.1, Media Cybernetics , 

Houston, TX). Nove a doze áreas de bronquios pulmonares foram delineadas e 

quantificadas. Os resultados foram expressos como área PAS positivo (pixels/ µm2). A 

fibrose peribrônquica foi analisada a partir de cortes de tecidos corados com hematoxilina 

e eosina e uma combinação de Tricromico de Gömöri  (tricrômico LG Solution , Sigma -

Aldrich). Fotomicrografias de vias aéreas obtidas no aumento de 200x foram analisadas 

utilizando o software Image-Pro Plus ®. Oito a doze areas peribronquiais do pulmão 

foram delineadas e quantificadas. Os resultados foram expressos como área de deposição 

de matriz extracelular (µm2). 

Quantificação do acúmulo de eosinofilos no pulmão através da dosagem da 

atividade da peroxidase eosinofílica (EPO)  

A extensão do acúmulo de eosinófilos nos pulmões foi mensurada pelo ensaio de 

atividade de peroxidase eosinofílica (EPO) como descrito anteriormente [95]. Foram 

pesados 100 mg do pulmão dos animais e estes foram processados em um 

homogeneizador de tecidos com 1 mL de PBS. O material foi centrifugado a 10.000 rpm 

no rotor utilizado por 10min. O sobrenadante foi descartado e eventuais eritrócitos foram 

lisados pela adição de 1,5 mL de salina 0,2% seguida de 1,5 mL de salina 1,6% + glicose 

5%. As amostras foram mais uma vez centrifugadas e o sobrenadante descartado. O 

precipitado (pellet) foi ressuspenso em 1,9 mL de solução de HTAB 0.5% em PBS. As 

amostras foram congeladas e descongeladas três vezes em nitrogênio líquido, 

centrifugadas a 10.000 rpm  a 4oC por 10 min. O sobrenadante foi utilizado no ensaio 
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enzimático, que foi feito da seguinte maneira: 75 µl de cada amostra ou somente diluente 

(branco) foram adicionados a placas de 96 poços juntamente com 75 µl da solução do 

substrato (1,5 mM OPD, em tampão tris-HCl - ácido clorídrico, 0,075 mM, pH=8,0 

suplementado com H2O2 6,6 mM). Após o desenvolvimento de cor, a reação foi 

interrompida pela adição de 50 µl de H2SO4 1 mol/L. A absorbância foi lida em Leitor de 

ELISA (Expert Plus, Asys Hitech GMBH, Eugenorf, Austria) a 492nm. Os valores foram 

expressos em O.D.  

Determinação de citocinas por ELISA 

Foram dosadas no pulmão dos camundongos tratados ou não com H2O2, as 

citocinas IL-4, IL-5, TNF-α, CCL11 e CCL24. Os fragmentos dos pulmões foram 

pesados e homogeneizados em tampão de extração de citocinas (contendo anti-proteases, 

Tween 20 e EDTA), e em seguida o sobrenadante foi coletado e armazenado até o dia do 

ensaio. Para a realização do ensaio utilizamos kits Quantikine human immunoassay 

(R&D System, Abington, United Kingdom). A leitura foi realizada em espectofotômetro 

(Expert Plus, Assays Hitech GMBH, Eugenorf, Austria) utilizando 492 nm de 

comprimento de onda. As reações de ELISA tiveram como controle positivo citocinas 

recombinantes de camundongo (RD Systems). Os resultados foram expressos como 

pg/100 mL de tecido pulmonar. 

Avaliação da morte celular: 

-Caracterização morfológica da apoptose 

A Caracterização morfológica da apoptose foi realizada como rotineiramente 

realizado no laboratório [85, 96]. Resumidamente, as células (5x104) coletadas 48 h após 

o desafio com antígeno foram citocentrifugadas, fixadas, coradas com May-Grunwald-

Giemsa e contadas usando microscopia de imersão em óleo (objetiva x100) para 

determinar a proporção de células com morfologia apoptótica.  
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-Caracterização bioquímica da apoptose  

Avaliação de apoptose também foi realizada por citometria de fluxo através da 

marcação com anexina-V-FITC + Gr-1 e com iodeto de propídio como uma forma de 

excluir da amostra células que tenham perdido a integridade de membrana. Os 

procedimentos foram realizados como recomendado pelo fabricante (Invitrogen). As 

células foram selecionadas com base no tamanho e granulosidade, permitindo a análise 

separada da população de granulócitos e os resultados foram expressos como células que 

se encontram num estádio precoce da apoptose quantificada através de coloração com 

anexina-V, mas não PI. 

Western blotting para detecção de caspase 3 clivada 

As células em uma concentração de 2x 106 células/mL foram incubadas com 

H2O2 (Fisher Scientific), QVD-OPH (R&D Systems) ou combinações de ambos a 37 ºC 

em um agitador  durante 4h. As células foram centrifugadas a 3000xg durante 60 

segundos e ressuspendidas em tampão de lise. A amostra foi incubada no gelo durante 10 

min, e adicionados de NP-40 e a amostra foi centrifugada durante 20 min a 3000xg. O 

sobrenadante foi removido e o sedimento de células remanescente foi ressuspendido em 

tampão de amostra durante 5 min a 95oC.  O lisado foi corrido em géis de 12% pré-

moldados (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EUA) e transferidos para PVDF 

(Immobilon - P , Millipore, Herts, Reino Unido). As membranas foram bloqueadas 

durante 1 hora antes da incubação com anticorpos de caspase-3 clivada diluído 1:500 

(Cell Signaling Technologies) overnight a 40oC ou GAPDH diluído 1: 20 000 (Sigma - 

Aldrich), 1h à temperatura ambiente. Foram realizadas 3 lavagens de  5 min em TBS/0.1 

% de Tween – 20 e em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo 

secundário conjugado com HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca), diluído a 1:2500, durante 

1h à temperatura ambiente, antes da incubação com ECL (GE Healthcare, Bucks, UK), a 
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exposição ao filme BioMax MS- 1 X-ray –sensíveis e o processamento (x- OGRAFIA 

Imaging Systems, Wilts, UK). 

Análise de estresse Oxidativo: 
 

1- Glutationa reduzida (GSH):  

A glutationa é um mecanismo não-enzimático de defesa contra estresse oxidativo. 

Ela é um tripeptídeo que permanece livre no citoplasma e serve para detoxificar 

peróxidos e outros agentes reativos. A glutationa existe em sua forma reduzida (GSH) e 

oxidada (GSSG), sendo que em casos de estresse oxidativo, os níveis de GSH são muito 

reduzidos.  A quantidade de GSH no pulmão foi determinada colorimetricamente pela 

reação com ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico) DTNB (Ellman’s reagent). A absorbância 

das amostras foi lida em 450 ηm, e comparada a uma curva-padrão de GSH.  

2- Ácido tiobarbitúrico (TBARS): 

Um dos métodos para quantificação dos produtos da peroxidação lipídica é o de 

análise da formação de substâncias que reagem com ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

Resumidamente, este método consiste na análise dos produtos finais da peroxidação 

lipídica (peróxidos lipídicos, malonaldeídos (MDA) e demais aldeídos de baixo peso 

molecular) que, ao reagir com o ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), formam bases de Schiff. 

Tais complexos são coloridos e sua concentração pode ser determinada e por meio de 

uma curva-padrão de tetraetoxipropano lida em espectrofotometro (532ηm e 600 ηm); os 

resultados são expressos em nmol/mL de plasma. 

Hiper-reatividade das vias aéreas 
 

Hiper-reatividade das vias aéreas (AHR) foi determinada como alterações da 

função das vias aéreas após administração de metacolina (concentração 3, 9 e 27 mg/mL 

aerossol durante 5 minutos cada) 48h após o último desafio com OVA. Para isso, os 
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animais foram anestesiados com Nembutal (60 mg/kg). A atividade neuromuscular foi 

bloqueada com o brometo de pancurõnio (1 mg/kg). Camundongos traqueostomizados 

foram mecanicamente ventilados e função pulmonar foi avaliada. A traquéia foi canulada 

e a cânula foi ligada a um pneumotacógrafo. O fluxo de ar e pressão transpulmonar foram 

registados utilizando um sistema de processamento de mecânica pulmonar Buxco (Buxco 

Electronics, Wilmington, NC, EUA). Este instrumento foi usado para calcular a 

resistência pulmonar (RL) (cm H2O/mL/s) e a complacência pulmonar dinâmica 

(mL/cmH2O) em cada ciclo de respiração. A elastância pulmonar foi calculada como o 

inverso dos valores de complacência. Sinais analógicos do computador para Buxco foram 

digitalizados usando Analógico/Digital converter (Eletrônica Buxco). Parâmetros 

pulmonares basais foram avaliados com solução salina em tampão fosfato (PBS). 

Resultados foram expressos com os valores absolutos médios das respostas de resistência 

pulmonar e elastância recolhidas durante 5 minutos após a administração de metacolina 

em aerossol. 

Técnica de Microscopia Confocal 

As células do lavado broncoalveolar foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5 

minutos a 4oC (centrífuga Jouan, modelo BR4i), o sedimento celular foi ressuspenso em 

em PBS e contado com corante Turk (1:10). A partir da contagem, foi definido o volume 

de amostra que continha o número de células desejado (3x105) e células foram preparadas 

para citocentrifugação (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA)e 

foram fixadas com paraformaldeído a 4% por 15 minutos e em seguida foram submetidas 

a 3 lavagens, de 5 minutos cada, com PBS. As lamínulas foram bloqueadas com Fc Block 

(CD16/32-BD Biosciences) diluído em PBS-BSA 1% (1:100, 50 µL) por 30 minutos. 

Para realização de marcação intracelular as lamínulas foram incubadas por 30 minutos 

em uma solução de permeabilização celular (Perm Wash- BD Bioscience)- 1:12 em PBS-
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BSA1%) e em seguida com o anticorpo primário overnight. Em seguida as laminulas 

foram lavadas 4 vezes por 5 minutos cada e incubadas com anticorpo secundário 

conjugado com fluoresceína por 30 minutos. Na sequencia, se necessário e após lavagem, 

foram adicionados os anticorpos extracelulares. Por último, as lamínulas foram 

preparadas com Fluormount (Sigma Aldrish, USA ) para  análise. Para obtenção das 

imagens foi utilizado o microscópio Nikon Eclipse Ti com laser confocal C2, equipados 

com 3 diferentes lasers (excitação 405, 488 e 543 nm) e filtros de emissões de 450/50 nm 

(canal 1), 515/30 nm (canal 2) e 584/50 nm (canal 3). A leitura foi feita por um espelho 

dicromático de 405/488/543 nm.  A intensidade de fluorescência foi medida utilizando 

um software Volocity 6,3 (Perkin-Elmer) e o perfil de fluorescência foi avaliada usando o 

Image J (NIH). Os anticorpos utilizados foram Pp44/42 Alexa Fluor 488, verde (Cell 

Signaling) Pp65 Alexa Fluor 488 (Cell signaling) verde e  PI (1: 1000), Caspase-3 clivada 

(1:100) (Cell signaling), Siglec-F (1:100) (Santa Cruz, CA, EUA).,  diluídos em solução 

de permeabilização ( perm wash- BD Bioscience). 

Ensaio de Eferocitose  in vivo. 
	
  

Para avaliar a eferocitose de neutrófilos foi realizado uma adaptação dos 

protocolos utilizados por Newson et al., 2014 e  Dalli et al., 2012 [97, 98]. No tempo 0 os 

camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de Zimosan (Sigma Chemical, St. 

Louis, MO) na dosagem de 1 mg/animal. Após 72h os animais receberam neutrófilos 

isolados do sangue humanos apoptóticos i.p. (2x106), a apoptose foi estimulada por 

incubação com staurosporina (Sigma Chemical, St. Louis, MO) na concentração de 10 

µM por poço durante 1 hora. Após 75 horas do desafio com zimosan os animais foram 

eutanasiados e o lavado peritoneal recolhido com 4 mL de PBS com auxilio de pipeta 

Pasteur. As células (5x104) recuperadas foram citocentrifugadas, fixadas e coradas com 

May-Grunwald-Giemsa e contadas (500 células por lâmina) utilizando microscópio ótico 

para determinar a porcentagem de células com morfologia eferocítica. 
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Análises estatísticas 
 

Todas os experimentos realizados in vitro foram realizadas pelo menos três vezes, 

sendo cada um  realizado em triplicata. Todos os experimentos realizados in vivo 

incluiram 5-10 animais por grupo. Os dados foram expressos como a média ± EPM (Erro 

padrão da média). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por análise de 

variância (One-Way ANOVA) seguida do teste Newman-Keuls (com um intervalo de 

confiança de 95%). A fim de testar a significância estatística entre dois grupos foi 

utilizado o teste t de Student não pareado. Os cálculos foram realizados utilizando o 

software Prism 5.0 Program for do Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EUA). A significância estatística foi estabelecida em p<0,05. 
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RESULTADOS  
 

Objetivo específico 1. Investigar se os mecanismos de  apoptose e resolução da 

resposta inflamatória induzido pelo aumento de ROS são dependente ou não da 

ativação de caspases in vivo e in vitro. 

Durante o mestrado nós mostramos que H2O2 resolveu a inflamação alérgica por 

induzir apoptose de eosinófilos. Dessa forma, neste projeto, fomos investigar os 

mecanismos de resolução da resposta inflamatória pelo aumento de H2O2 exógeno. Para 

isso, utilizamos um modelo de inflamação alérgica diferente do modelo usado no 

mestrado (esquematizado na Figura 4A- do anexo 2) que nos permitiu verificar outro 

parâmetro da resposta inflamatória que é a perda de função do órgão afetado, a função 

pulmonar [99]. Primeiramente, avaliamos a cinética do infiltrado inflamatório e vimos 

que ele foi similar ao observado em nossos experimentos prévios (dados do mestrado - 

ver Figura 1 do anexo 2 (Figura 4B-D). A resposta inflamatória caracterizou-se por um 

acúmulo de eosinófilos de 24-48 horas após o desafio com OVA e a resolução natural da 

inflamação iniciou-se com 48h e estava completa 72h após o desafio antigênico (Figura 

4D). Além disso, observamos um aumento de células mononucleares 48h após o desafio, 

coincidindo com o início da diminuição do número de eosinófilos (Figura 4C). O 

tratamento com H2O2 também reduziu o número de eosinófilos no lavado bronco-alveolar 

neste modelo (Figura 4E) comprovando nossos dados anteriores, onde utilizamos o 

modelo do mestrado.  
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Figura 4. Caracterização da resposta inflamatória após indução de asma em camundongos. O número 

de leucócitos no LBA foi determinado em diferentes tempos nos camundongos. Em (A) temos o esquema 

do protocolo experimental, (B) o número total de células, (C) eosinófilos e (D) células mononucleares. O 

efeito do tratamento com H2O2 (0.5M) realizado 24 horas após o desafio com OVA é mostrado em E.  Os 

animais que receberam PBS no desafio foram considerados como grupo controle do experimento. Foram 

considerados significativos os resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do 

grupo controle (PBS) e # P< 0,05 quando comparados ao grupo tratado veículo (-). Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Anteriormente (ver anexo 2), demonstramos que geração de H2O2 endógena 

através do tratamento com SOD e a administração de H2O2 reduziu o número de 

eosinófilos e isso estava associado à um aumento no número de eosinófilos apoptóticos 

identificados por critérios morfológicos e pela marcação com anexina-V (dados do 

mestrado - ver Figura 4 do anexo 2). Assim, o próximo passo foi investigar se a apoptose 

de eosinófilos após incubação com H2O2 era dependente de caspase. Para isso, nós 

realizamos um experimento in vivo com zVAD-fmk, um pan-inibidor de caspases 

administrado juntamente com H2O2. Nós observamos que a administração de zVAD-fmk 

manteve o número de eosinófilos na cavidade broncoalveolar e inibiu as ações pró-

apoptóticas de H2O2, demonstrando que a morte de eosinófilos foi dependente da ativação 

de caspase (Figura 5). A morte de eosinófilo, induzida pelo tratamento com  H2O2 foi 

associada à ativação de caspase-3 e aumento da exposição de fosfatidilserina, como 

detectado pela marcação com anexina-V (Figura 6 e 7A). Além disso, as células 

mononucleares não apresentaram um aumento na ativação de caspase-3 e anexina-V 

sugerindo que o tratamento com H2O2 afetou de maneira específica os eosinófilos no 

tempo observado.  (Figura 6 e Figura 7B e C). Os animais não tratados apresentaram 

níveis baixos e semelhantes de caspase-3 clivada no citoplasma de eosinófilos e células 

mononucleares.  
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Figura 5. H2O2 induz apoptose de eosinófilos in vivo de maneira dependente de caspases. 

Camundongos selvagens receberam tratamento com H2O2 (0.5 mM i.n) ou zVAD-fmk (1 mg/kg, i.p) + 

H2O2 (i.n.), ou veículo 24 horas após o desafio com OVA.  Após 24horas do tratamento, foi realizado o 

LBA. Os animais que receberam PBS no desafio foram considerados como grupo controle do experimento* 

P< 0,05 quando comparados aos animais do grupo controle (PBS) e # P< 0,05 quando comparados ao 

grupo tratado veículo (-). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 

animais em cada grupo. 
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Figura 6. O tratamento com H2O2  preferencialmente induz apoptose de eosinófilos. Camundongos 

selvagens receberam o tratamento com H2O2 (0.5 mM) i.n, ou veículo, 24 horas após o desafio com OVA. 

Após 24 horas do tratamento, a intensidade média de fluorescência foi quantificada nos leucócitos do LBA 

por microscopia confocal. Em (A) observamos a ativação de caspase-3 clivada nos eosinófilos em 

comparação com células mononucleares  e em (B) o perfil de análise da fluorescência. As setas mostram a 

região onde o perfil de fluorescência foi mensurado. 60x. Scala = 10µm 
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Figura 7. O tratamento com H2O2 induz apoptose preferencialmente de eosinófilos. Citometria de 

fluxo realizada 26h após o desafio com OVA (2h após o tratamento com o H2O2) . Em (A) temos a 

porcentagem de células positivas para CCR3 e anexina V(marcação para apoptose de eosinófilos). Em (B) a 

porcentagem de células positivas para CD3 e anexina V(marcação para apoptose de linfócitos). Em (C) a 

porcentagem de células positivas para F4/80 e anexina V(marcação para apoptose de macrófagos). Foram 

considerados significativos os resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do 

grupo controle (PBS) e P< 00,5 (#) quando comparados aos animais do grupo veículo (-). Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Para confirmar se a morte dos eosinófilos foi devido à ação direta do H2O2 na 

célula, nós realizamos experimentos in vitro em uma linhagem celular de eosinófilos 

humanos, Eol-1. Esta linhagem celular tem sido bem utilizada em modelos de estudo de 

função de eosinófilos, incluindo quimiotaxia, liberação de mediadores e indução de 

apoptose por diferentes moléculas [100, 101]. As células Eol-1 foram incubadas por 2h e 

4h com diferentes concentrações de H2O2 (0.01, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0 e 10 mM).  A apoptose 

foi verificada por análise de citometria de fluxo usando marcação com anexina-V/iodeto 

de propidio (PI). As células positivas para anexina-V foram consideradas apoptóticas e as 

células positivas para anexina-V e PI foram consideradas apoptóticas tardias ou 

necróticas. Observamos que o tratamento com H2O2 aumentou significativamente a 

apoptose de células Eol-1dependente da concentração (Figura 8A e 8B). Após estabelecer 

as melhores concentrações de H2O2 para o tratamento da células, o experimento foi 

repetido no tempos de 4 e 6 h. Observamos que no tempo de 4h e na concentração de 1.0 

mM, o H2O2 aumentou o número de células apoptóticas com um número menor de 

células morrendo por necrose (Figura 8 C-F). Por essa razão, esse tempo e concentração 

de H2O2 foram escolhidos para os próximos experimentos.  
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Figura 8. H2O2 induz apoptose de células EOL-1. Cultura de Eol-1 com H2O2 (0.01 mM–10mM) 2h e 4h. 

(A) Porcentagem de células positivas para anexina-V após 2h, 4h e 6h de incubação (B, D, F). Cultura de 

Eol-1 com H2O2 (0.3 mM–10.0 mM) 4h e 6h (C).  Cultura de Eol-1 com H2O2 (0.3 mM–3.0 mM) 4h após 

incubação. Foram considerados significativos os resultados que apresentaram*p <0.05,**p<0.01, 

***p<0.001. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média, n=3 
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Para verificaar se a apoptose de células Eol-1 após incubação com H2O2 foi 

devido à ativação de caspase, Eol-1 foi co-incubada com H2O2 e Q-VD-OPh, um pan-

inibidor de caspases. A co-incubação de Eol-1 com Q-VD-OPh inibiu o efeito do H2O2 na 

indução de apoptose (Figura 9A-D). Além disso, investigamos a expressão da caspase-3 

por western blot, em lisados de células Eol 4h após a estimulação com diferentes 

concentrações de H2O2. Nossos resultados mostraram que a incubação de Eol-1 com 

H2O2 aumentou a expressão de caspase-3 clivada (Figura 9E). Avaliamos também a  

apoptose das células morfologicamente por microscopia de luz após citocentrifugação e 

coloração com Diff-Quick™. A análise morfologica mostrou que as células Eol-1 

tratadas com H2O2 apresentaram características apoptóticas tais como condensação da 

cromatina e encolhimento do núcleo celular, confirmando os dados de citometria de fluxo 

(Figura 9F). 
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Figura 9. H2O2 induz apoptose de células EOL-1 de maneira dependente de caspases. Eol-1 com H2O2 

(1mM) e Q-VD-OPh (10µM) 2h, 4h e 6h (A) Porcentagem de células positivas para anexina V 2h, 4h e 6h 

(B) Eol-1 com H2O2 (1mM) e Q-VD-OPh (10µM) 4h (C) Porcentagem de células positivas para anexina V 

analisada no tempo de 4h (D). Western blotting para caspase-3 clivada (17/19kDa) and GAPDH (37kDa) 

(E). Morfologia de células EOL-1 40x (acima) e 100x (abaixo) (F). As setas mostram células com 

morfologia apoptótica.  Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média, n=3.Foram 

considerados significativos os resultados que apresentaram *p <0.05,**p<0.01, ***p<0.001, ### p<0,001 

quando comparado ao H2O2 (1mM). A figura de Western blot é representativa de 3 experimentos 

independentes. 
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Objetivo específico 2. Investigar  o efeito do tratamento com H2O2 no estresse 

oxidativo. 

 

Para verificar se o tratamento com H2O2 induziu estresse oxidativo nas células  e 

se essa modificação poderia ser um mecanismo de indução de morte celular, fizemos 

ensaios enzimáticos para detecção de glutationa reduzida (GSH) e substâncias reativas do 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) no pulmão dos animais desafiados com OVA e após  

tratamento com o H2O2. Os resultados mostram que não houve alteração nos níveis de 

glutationa reduzida em nenhum dos grupos estudados (GSH) (Figura 10A). Entretanto, a 

resposta inflamatória alterou os níveis de TBARS, os quais não foram modificados pelo 

tratamento com H2O2 (Figura 10B). Esses dados em conjunto sugerem que o H2O2 não 

aumenta o dano à membrana lipoproteíca e indicam que o uso de H2O2 não causa dano às 

células do parênquima pulmonar. Assim, podemos sugerir que o mecanismo de morte 

celular induzido pelo tratamento com H2O2 não acontece por indução de estresse 

oxidativo e peroxidação lípidica.  
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Figura 10. Avaliação do estresse oxidativo após indução de asma em camundongos. Camundongos 

receberam tratamento com H2O2 (0.5 mM) ou PBS i.n, 24 horas após o desafio com OVA. Após 30 ou 60 

minutos, o pulmão foi retirado para análise dos níveis de glutationa reduzida (GSH) (A) e de substâncias 

reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS) (B). Os animais que receberam PBS no desafio foram 

considerados como grupo controle do experimento. Os resultados são apresentados como média ± erro 

padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Objetivo específico 3. Estudar o efeito do tratamento com H2O2 na expressão de 

moléculas envolvidas na sobrevivência de eosinófilos tais como PI3K, MAP kinases e 

vias de transdução de sinal, principalmente o NfκB. 

 

Uma vez que não houve mudança no balanço oxidante/redutor o próximo passo foi 

verificar o efeito do H2O2 em moléculas já identificadas pelo nosso grupo como 

importantes para a sobrevida de leucócitos nos sítios inflamatórios. Inicialmente, 

tratamos os animais 24 horas após o último desafio com OVA, com os inibidores 

LY2940002 (inibidor de PI3K), U0126 (inibidor de ERK1/2) e SB203580 (inibidor de 

P38). O tratamento com os inibidores reduziu o número total de células (Figura 11A), o 

número de eosinófilos (Figura 11B) e não alterou o número de células mononucleares 

(Figura 11C). Além disso, foi observado um aumento do número de células apoptóticas 

no LBA (Figura 11D). O H2O2 foi utilizado como controle de nossos experimentos. Esse 

resultado demonstra a importância dessas vias para a sobrevida de eosinófilos e para a 

resolução da resposta inflamatória alérgica.  
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Figura 11. Inibição farmacológica das vias sinalizadoras importantes para a sobrevida de eosinófilos. Os 

animais previamente sensibilizados foram desafiados e tratados com os inibidores das vias de sinalização 24 horas 

após o último desafio. 24 horas depois as células foram recolhidas por LBA. O número total de células (A), 

eosinófilos viáveis (B), mononucleares (C), eosinófilos apoptóticos (D) foram avaliados em lâminas preparadas em 

citocentrífugas. Foram considerados significativos os resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados 

aos animais do grupo controle (PBS) e P< 0,05 (#) quando comparados ao grupo veículo (-). Os resultados são 

apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Sabendo da importância dessas vias para a sobrevida de eosinófilos e para a 

resolução da resposta inflamatória alérgica, tratamos os camundongos com H2O2 e 

avaliamos por imunofluorescência e microscopia confocal a ativação das proteínas 

p44/42 (ERK) e p65 (NFkB) fosforiladas. Nossos resultados mostraram que os 

eosinófilos dos animais desafiados com OVA apresentaram um aumento na ativação das 

proteínas p44/42 (ERK) e p65 (NFkB) fosforiladas. Em contrapartida, os eosinófilos de 

animais tratados com H2O2 apresentaram uma redução nos níveis de Pp44/42 e Pp65 

ativadas. Além disso, essas células exibiram características apoptóticas quando 

observadas  morfologicamente (Figura 12  e Figura 13).   
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Figura 12. O tratamento com H2O2 reduz a ativação de Pp44/42. Camundongos C57 receberam 

tratamento com H2O2 (0.5 mM) i.n, ou veículo 24 horas após o desafio com OVA. Após 24 horas do 

tratamento, a intensidade média de fluorescência foi quantificada nos eosinófilos do LBA (A-B). Perfil de 

análise de fluorescência (C) 60x. Seta branca= eosinófilos. PI = iodeto de propídio-marcador de núcleo. 

Siglec-F= marcador de eosinófilos. Escala:  OVA painel superior 29µm, painel inferior 6 µm; OVA+H2O2  

painel superior 31µm, painel inferior 7 µm. Foram considerados significativos os resultados que 

apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle positivo (OVA). Os resultados 

são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo.  
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Figura 13. O tratamento com H2O2 reduz a ativação de Pp65. Camundongos selvagens receberam 

tratamento com H2O2 (0.5 mM) i.n, ou veículo 24 horas após o desafio com OVA. Após 24 horas do 

tratamento, a intensidade média de fluorescência foi quantificada nos eosinófilos do LBA (A-B). Perfil de 

análise de fluorescência (C). 60x. Setas brancas= eosinófilos. PI = iodeto de propídio-marcador de núcleo. 

Siglec-F= marcador de eosinófilos.  Escala = OVA painel superior 31µm, painel inferior12 µm; 

OVA+H2O2  painel superior 31µm, painel inferior 8 µm. Foram considerados significativos os resultados 

que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle positivo (OVA). Os 

resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Após a apoptose dos leucócitos um evento esperado é o clearance dessas células 

por eferocitose. Para que a eferocitose aconteça é necessário além da morte do leucócito 

por apoptose, a viabilidade dos macrófagos (ou fagócitos profissionais) no nicho 

inflamatório [34]. Corroborando com os dados anteriores que mostraram que H2O2 não 

induziu apoptose de macrófagos, observamos que estas células não apresentaram 

diferença na expressão de vias importantes para sua sobrevida (Pp44/42 e Pp65) após o 

tratamento com H2O2 (Figura 14 e Figura 15).  
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Figura 14. O tratamento com H2O2 não modifica a ativação de Pp44/42 nos macrófagos. Camundongos 

selvagens receberam tratamento com H2O2 (0.5 mM) i.n, ou veículo 24 horas após o desafio com OVA. Após 

24 horas do tratamento, a intensidade média de fluorescência foi quantificada nos macrófagos do LBA (A-B). 

Perfil de análise de fluorescência (C). 60x. Setas vermelhas= macrófagos. PI = iodeto de propídio-marcador de 

núcleo. Siglec-F= marcador de eosinófilos.  Escala = OVA 41µm, OVA+H2O2 =62µm. Foram considerados 

significativos os resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle 

positivo (OVA). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada 

grupo. 
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Figura 15. O tratamento com H2O2 não modifica a ativação de Pp65 nos macrófagos. Camundongos 

selvagens receberam tratamento com H2O2 (0.5 mM) i.n, ou veículo 24 horas após o desafio com OVA. Após 24 

horas do tratamento, a intensidade média de fluorescência foi quantificada nos macrófagos do LBA (A-B). Perfil 

de análise de fluorescência (C). 60x. Setas vermelhas= macrófagos. PI = iodeto de propídio-marcador de núcleo. 

Siglec-F= marcador de eosinófilos. Escala = OVA 25µm, OVA+H2O2 =31µm. Foram considerados 

significativos os resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle 

positivo (OVA). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada 

grupo. 
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Até o momento demonstramos que o tratamento com H2O2 foi eficaz em 

aumentar a apoptose de eosinófilos na inflamação alérgica em camundongos. Entretanto, 

não sabemos se o tratamento afeta a atividade eferocítica dos macrófagos. O próximo 

passo foi, então, avaliar a eferocitose de células apoptóticas por macrófagos após o 

tratamento com H2O2. Para isso, camundongos tratados ou não com H2O2 foram injetados 

com neutrófilos apoptóticos 72h após o desafio com zimosan (1mg/kg i.p). Três horas 

depois os animais foram eutanasiados e as células foram recuperadas por lavado 

peritoneal. Observamos um aumento de eferocitose em animais previamente tratados com  

H2O2 que receberam neutrófilos apoptóticos posteriormente (Figura 16). Nesta estratégia 

experimental, escolhemos trabalhar com neutrófilos pela facilidade da purificação das 

mesmas de sangue humano, entretanto, não descartamos a possibilidade de avaliar, 

posteriormente, o efeito do tratamento com H2O2 na eferocitose de eosinófilos e/ou da 

linhagem de células EOL-1. Vale a pena ressaltar que neutrófilos humanos também são 

sensíveis à morte por apoptose após incubação com H2O2 (dados não mostrados). Assim, 

podemos ressaltar que H2O2 induz a apoptose de neutrófilos, não interfere na sobrevida de 

macrófagos e aumenta a capacidade eferocítica dessas células, eventos importantes para 

resolução da inflamação. 

 



59	
  

 

Figura 16. O tratamento com H2O2 aumenta a capacidade eferocítica de macrófagos. Animais 

receberam zimosan i.p (1mg/animal), 30 minutos antes de receberem 2x106
 de neutrófilos apoptóticos – a 

apoptose foi estimulada por staurosporina 10 µM – os animais receberam H2O2 75h após o desafio com 

zimosan/3h após administração de células apoptóticas os animais foram eutanasiados e a s células 

peritoneais recolhidas para analise morfológica. Foram considerados significativos os resultados que 

apresentaram p < 0,05 (*) quando comparados ao grupo que recebeu somente neutrófilos apoptóticos. Os 

resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Objetivo específico 4. Estudar o efeito do tratamento com H2O2 na função pulmonar 

através da medida da hiper-reatividade brônquica. 

Para verificar se o tratamento com H2O2 melhorou a função pulmonar, a hiper-

reatividade das vias aéreas (AHR) foi avaliada através da medição da resistência 

pulmonar (RI) e parâmetros de elastância em resposta à doses crescentes de metacolina 

(3-81 mg/ml)  48 horas após o desafio com ovalbumina, em animais tratados ou não com 

H2O2. Nossos resultados mostraram que a exposição à OVA aumentou a resistência das 

vias respiratórias e a elastância nos pulmões em resposta a metacolina inalada quando 

comparado com o grupo controle desafiado com PBS. Em contrapartida, os animais que 

receberam o tratamento com H2O2 apresentaram menor hiper-reatividade das vias aéreas 

(Figura 17). 
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Figura 17. Avaliação da função pulmonar após o tratamento com H2O2. Resistência das vias respiratórias e 

elastância após doses crescentes de metacolina. H2O2 (0.5M) ou veículo (30 µl PBS) foram administrados i.n. 24 

após a indução da asma. Resistencia (A) e elastância (B) das vias aéreas foram mensuradas em resposta ao 

aumento de doses de metacolina (3, 9, 27, 81mg/mL) 24h após o tratamento. Foram considerados significativos os 

resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle (PBS) e P< 0,05 (#) 

quando comparados ao grupo veículo (OVA). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média 

de 10 animais em cada grupo. 
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A análise do parênquima pulmonar de camundongos desafiados com OVA 

demonstrou um aumento no infiltrado de eosinófilos em comparação com os 

camundongos desafiados com PBS (Figura 18A e 18C).  Os camundongos desafiados 

com OVA que receberam tratamento com H2O2, apresentaram redução no infiltrado 

eosinofílico no parênquima pulmonar 48h após o desafio antigênico (Figura 18A e 18D). 

Para avaliar a produção de muco, as secções de tecido de pulmão foram coradas com 

ácido periódico de Schiff. A análise das vias aéreas demonstraram metaplasia de células 

caliciformes e acúmulo de muco 48h após o último desafio com OVA em camundongos 

previamente sensibilizados (Figura 18E e 18G). O tratamento com H2O2 reduziu o 

acúmulo de muco induzido por OVA e a porcentagem de células produtoras de muco 

para valores semelhantes aos observados em camundongos desafiados com PBS (Figura 

18E e 18H). As secções pulmonares foram também coradas com tricrômico de Gomori e 

as análises histológicas demonstraram um aumento de deposição de matriz extracelular 

na região peribronquiolar em camundongos desafiados com OVA em comparação com os 

camundongos desafiados com PBS (Figura 18I e 18K). O tratamento com H2O2 diminuiu 

a deposição de matriz extracelular nos camundongos desafiados com OVA ( Figura 18I e 

18D ).   
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Figura 18. Efeito do H2O2 no remodelamento e deposição de muco. Infiltrado de leucócitos  na região brônquica 

pulmonar corados com hematoxilina e eosina (H & E) ou Sirius Red (pH 10,2) (A-D). Produção de muco nas vias aéreas 

corados com Hematoxilina e ácido periódico de Schiff (PAS) (E-H). 400x. Fibrose peribrônquica corada com 

hematoxilina e eosina e uma combinação de Gomori (I-L). 200x. Foram considerados significativos os resultados que 

apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados ao grupo veículo (-). Os resultados são apresentados como média ± erro 

padrão da média de 10 animais em cada grupo. 
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Objetivo específico 5. Estudar o efeito do tratamento com H2O2  na produção das 

citocinas e quimiocinas inflamatórias potencialmente importantes para aumento da 

sobrevida de eosinófilos como a interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), 

interleucina-6 (IL-6), interleucina-9 (IL-9), interleucina-13 (IL-13), CCL11, CCL24, 

fator estimulante de colônia de macrófago-granulócito (GM-CSF) e TNF-α. 

As respostas inflamatórias alérgicas são coordenadas pela produção de diferentes 

citocinas, tais como, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, GM-CSF, TNF-α, IL-10 e TGF-β e 

quimiocinas [102-106]. Para verificar o perfil dessas citocinas na resposta inflamatória 

alérgica após o tratamento com H2O2, fizemos ensaios de ELISA no tecido pulmonar. 

Nossos resultados mostram que a exposição à OVA em camundongos previamente 

sensibilizados induziu um aumento na produção de CCL11, CCL24, IL-4 , IL-5 e TNF-α. 

Em contrapartida, os resultados mostraram que o tratamento com H2O2 diminuiu as 

concentrações de todas essas citocinas 48 horas após a exposição ao antígeno. Não 

observamos alteração nos níveis de IL-10, 1L-13 e TGF-β neste tempo (Tabela 1). Esses 

dados também corroboram com os dados de função pulmonar. 
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CCL11

CCL24 

IL-4

IL-5

IL-10

IL-13

TNF-α

TGf-β

Citocinas PBS OVA H2O2
9109 ± 5063*743 ±152

903 ± 245

5845 ± 2048#

11956 ± 6304* 6896 ±1143#

110 ± 32 238 ±149* 127 ± 34#

847 ± 84 1226±445* 829 ± 140#

182 ± 41 310 ± 135* 157 ± 45#

Tabela 1. Níveis de citocinas no pulmão (pg/ml).

* diferença significativa com o grupo controle (p<0,05)
# diferença significativa com o grupo veículo (p<0,05)
 Mean ± SD
TNF-α= fator de necrose tumoral alfa
IL-4= interleucina 4
IL-5= interleucina 5

671 ± 80 447 ±128 484± 68

809 ± 137 938±109 793 ± 131

540± 73 493 ± 57 487± 91
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DISCUSSÃO  

No processo inflamatório, para que haja um mínimo de dano tecidual um 

programa de resolução precisa ser ativado. Assim, o entendimento das vias específicas 

envolvidas na permanência de leucócitos no tecido é de grande interesse para o 

desenvolvimento de estratégias capazes de interferir na resposta inflamatória. Já é sabido 

que o H2O2 é um importante mediador pró- inflamatório [107]. Entretanto, nosso trabalho 

demonstra que espécies reativas de oxigênio podem ter um papel pró-resolutivo, atuando 

no controle do acúmulo de leucócitos durante uma resposta inflamatória alérgica.  Esta 

hipótese é apoiada pelos seguintes achados: (i) H2O2 acelera a resolução de inflamação 

das vias aéreas através da apoptose de eosinófilos em camundongos e aumento da 

eferocitose; (ii) H2O2 induz a apoptose de uma linhagem de eosinófilos humanos (células 

EOL-1); (iii) H2O2 diminui a secreção de muco, a deposição de matriz extracelular, a 

produção de citocinas inflamatórias com consequente melhora da função pulmonar; (iv) 

H2O2 inibe proteínas importantes para sobrevida de leucócitos. 

Em nosso estudo, constatamos que a administração exógena de H2O2 no pico da 

resposta inflamatória diminui o número de eosinófilos viáveis e aumenta o número de 

eosinófilos em apoptose em um modelo experimental de asma alérgica, adiantando o 

processo de resolução.  A estratégia utilizada de realizar o tratamento no pico de acúmulo 

de eosinófilos é muito importante uma vez que, na clínica, não se sabe quando o paciente 

irá inflamar e quando este procura atendimento médico a inflamação já está instalada. É 

conhecido que a ativação de caspases iniciadoras e efetoras é essencial para 

desencadeamento da apoptose [39].  Neste trabalho, demonstramos que o tratamento com 

o inibidor de caspases zVAD-fmk impediu a apoptose e a resolução da inflamação 

eosinofílica. Demonstramos também que eosinófilos de camundongos tratados com H2O2 

apresentaram um aumento na expressão de caspase-3. Estes resultados mostram que a 
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morte celular induzida pelo H2O2 é dependente da ativação de caspase-3. Em conjunto, 

esses dados confirmaram os dados de análise morfológica e são consistentes com nossos 

estudos anteriores que mostraram que a administração de H2O2 no pico da inflamação 

aumenta o acúmulo de proteínas pró-apoptóticas e caspase-3 no modelo de artrite 

induzida por antígeno [67]. Demonstramos também que H2O2 induziu apoptose em 

células Eol-1, linhagem eosinofílica humana e em neutrófilos purificados de sangue 

humano (dados não mostrados), sugerindo que H2O2 tem efeito direto no leucócito, 

podendo ser relevante para tratar doenças alérgicas humanas. Contudo, temos que testar 

esse efeito em eosinófilos purificados de sangue humano ou de fluidos de lavado bronco-

alveolar.   

Após a apoptose um evento esperado é a remoção dessas células apoptóticas por 

eferocitose. Para que a eferocitose aconteça é necessário que os macrófagos permaneçam 

viáveis e ativados no nicho inflamatório [34]. Nós mostramos em nosso trabalho que 

H2O2 induziu morte seletiva em eosinófilos. Células mononucleares como linfócitos e 

macrófagos permaneceram viáveis após o tratamento com H2O2. Além disso, observamos 

que o tratamento com H2O2 aumentou a capacidade eferocítica dos macrófagos.  Diversos 

trabalhos têm demonstrado a importância da eferocitose para resolução da resposta 

inflamatória. A eferocitose mantém a homeostase do tecido por executar a remoção e 

degradação das células em apoptose e proteger as células adjacentes  do conteúdo 

altamente inflamatório e imunogênico das células que morrem [108]. Algumas moléculas 

tem se mostrado eficazes em otimizar essa forma de clearance celular como a anexina A1 

e resolvinas [56, 63, 98, 109-111].  

 Já foi demonstrado que espécies reativas de oxigênio (ROS) são liberadas durante 

a resposta inflamatória e regulam a sobrevivência celular [77] estando envolvidas na 

apoptose de neutrófilos [67, 112]. Em células em repouso, os componentes do complexo 

enzimático NADPH oxidase estão distribuídos no citosol e na membrana plasmática. 
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Quando a célula é ativada, os componentes citosólicos migram para a membrana 

plasmática, onde se associam aos componentes da membrana. Essa associação ativa a 

NADPH oxidase que produz ROS. Animais deficientes na subunidade de membrana 

gp91phox da NADPH oxidase (que possuem a NADPH oxidase não funcional) apresentam 

uma resposta inflamatória prolongada [67, 113]. Em contraste, a administração exógena 

de SOD, enzima que gera H2O2, ou ainda do próprio H2O2 acelera a resolução da 

inflamação e resulta em um maior número de eosinófilos apoptóticos nos modelos de 

asma e pleurisia alérgica (Anexo 2- Figura 2 e Figura suplementar 2). Além disso, dados 

recentes do nosso grupo mostraram que o tratamento com catalase, enzima que degrada 

H2O2 em H2O e O2, atrasa a resolução da inflamação [67, 113].  O mesmo efeito foi 

observado em neutrófilos no modelo de artrite induzida por antígeno [67, 113]. Além 

disso, H2O2 induz a apoptose em células epiteliais [80], células endoteliais [81], 

hepatócitos humanos [83] e miócitos [114]. ROS poderia estar ativando a via de apoptose 

através da abertura dos poros de permeabilidade da membrana mitocondrial (MMPP) 

forçando a liberação de citocromo c que leva a ativação intrínseca de caspases [115]. 

Esses dados ressaltam um novo papel para as ROS durante o curso de uma resposta 

inflamatória: participar do controle da inflamação. Esse papel duplo, inflamatório e pró-

resolutivo, já foi descrito para alguns mediadores lipídicos incluíndo as prostaglandinas 

[116-118]. Assim, término adequado da inflamação está associado à um início adequado 

da resposta inflamatória, ou seja, a produção de mediadores pró-inflamatórios governam 

o processo de resolução. 

O H2O2 promove a resolução da resposta inflamatória por induzir apoptose em 

eosinófilos, entretanto, os mecanismos pelos quais isso acontece são desconhecidos.  

Uma grande variedade de estímulos pode desencadear a apoptose, dentre esses o estresse 

oxidativo [119]. O estado redox das células é uma conseqüência do balanço entre os 

níveis de ROS e anti-oxidantes [120]. Em condições de estresse oxidativo as células 
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apresentam dois mecanismos de defesa antioxidante importantes: um tampão redutor tiol, 

a glutationa GSH (γ-glutamil-cisteinil-glicina) e um sistema enzimático composto pela 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) [121].  Uma 

queda na concentração de GSH celular tem sido relatada como sendo um evento precoce 

na cascata apoptótica induzidas por receptores de morte [122],  sinalização apoptótica 

mitocondrial [123] e o estresse oxidativo [124]. Além disso, na presença de ROS, os 

fosfolipídeos da membrana celular podem sofrer degradação por peroxidação resultando 

em mudanças na estrutura e permeabilidade da membrana, perda da seletividade da troca 

iônica, liberação do conteúdo de organelas, tais como as enzimas hidrolíticas dos 

lisossomas, e formação de produtos citotóxicos, dentre eles, o malondialdeído (MDA) e 

tendo como consequencia a morte celular [115, 125]. Assim, verificamos se o mecanismo 

de indução de morte celular através do tratamento com H2O2 aconteceu por indução de 

estresse oxidativo nas células. Os resultados mostraram que não houve alteração no 

balanço oxidante/redutor e o tratamento com H2O2 não aumentou o dano à membrana 

plasmática uma vez que os níveis de glutationa reduzida (GSH) e TBARS não sofreram 

nenhuma alteração. Esse resultado sugere que H2O2 não promove a apoptose dos 

eosinófilos por induzir estresse oxidativo ou peroxidação de lipídeos da membrana 

celular. 

Outro mecanismo associado à indução de apoptose de leucócitos é a  inibição das 

vias intracelulares que estimulam ou mantêm a sobrevida celular. Em leucócitos, algumas 

vias de sobrevida são dependentes da ativação da PI3K/PKB/Akt, MAPK-ERK1/2 e 

MAPK-P38. Estas vias acabam convergindo para ativação do fator de transcrição NF-κB, 

importante fator de transcrição associado à manutenção da sobrevida de leucócitos em 

sítios inflamatórios [126].  De fato, já foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa, 

utilizando o modelo de inflamação induzida na pleura, que a via de sinalização 

estimulada por PI3K é importante para a permanência de leucócitos na cavidade pleural 
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[85]. Além disso, inibição de PKB/Akt pode contribuir para a resolução da resposta 

inflamatória [127]. Já foi demonstrado que H2O2 é necessário para a resolução natural da 

inflamação neutrofílica e o seu aumento (exógeno ou endógeno) inibe a ativação da via 

da PI3K/NF-κB induzindo a apoptose de neutrófilos [67]. [96]. A inibição de outra via de 

sinalização importante na sobrevida celular ERK1/2, também já foi demonstrado estar 

envolvida com o processo de resolução em um modelo de pleurisia [128]. Neste trabalho 

mostramos que a inibição de vias de transdução de sinal PI3K/Akt, MAPk-ERK1/2 e 

MAPK-P38, realmente, adiantou a resolução da inflamação eosinofílica através da 

indução de apoptose e o tratamento com H2O2 interferiu na fosforilação de p44/42 (ERK 

1/2) e p65 (subunidade de ativação de NF-κB). Portanto, H2O2 resolve a inflamação 

eosinofilica no modelo experimental de asma através da inibição de vias de sobrevida 

como MAPK e fatores de transcrição como NF-κB, resultando na morte programada de 

eosinófilos.  

Durante uma resposta inflamatória aguda, nosso organismo desencadeia um 

elaborado mecanismo de resolução. Entretanto, a perpetuação da resposta inflamatória 

pode causar lesões irreversíveis no parênquima do órgão. Uma das principais 

consequências de uma resolução adequada da resposta inflamatória é manutenção da 

função do órgão afetado. Para que o tecido pulmonar retorne à homestase é necessário 

que ocorra uma diminuição acentuada nos níveis de citocinas como IL-4, IL-5 e TNF-α e 

quimiocinas como CCL11 e CCL24, consideradas essenciais para o desenvolvimento de 

hiper-reatividade, produção de muco e de fibrose na asma [129-133]. Nossos resultados 

mostram que o tratamento com H2O2 reduziu estas citocinas e quimiocinas inflamatórias, 

o acúmulo de eosinófilos, a deposição de muco, a hiper-reatividade e remodelamento das 

vias aéreas. Em conjunto estes dados sugerem que a inibição de vias de sobrevida, a 

diminuição do número de eosinófilos e consequente redução na produção e expressão de 

citocinas e quimiocinas podem ser um dos mecanismos pelo qual o tratamento com H2O2 
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diminui a hiper-reatividade  e remodelamento das vias aéreas mantendo a função 

pulmonar. 
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CONCLUSÃO E RELEVÂNCIA DOS RESULTADOS 
 

Em suma, os dados apresentados neste trabalho claramente apontam para um 

efeito pró-resolutivo de H2O2 na inflamação alérgica, por induzir a apoptose de 

eosinófilos e inibir vias associadas à sobrevida celular. De maneira importante, H2O2 

mantém a integridade e função do tecido. Estes resultados poderam ter implicações 

fundamentais para o conceito básico de resolução da inflamação e pode ter implicações 

terapêuticas.  
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ANEXO 3 
 

Artigo de revisão publicado na revista Mediators of inflammation. 
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Capítulo de livro publicado na © 2015 Editora Edgard Blücher Ltda. 
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Artigo publicado na revista Plos one. 
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ANEXO 6 
 

Artigo enviado para publicação na revista Oral Biology 

                             Elsevier Editorial System(tm) for Archives of Oral Biology 
                                  Manuscript Draft 
 
 
Manuscript Number:  
 
Title: Evaluation of carbon nanotubes functionalized with sodium hyaluronate in the inflammatory 
processes for oral regenerative medicine applications  
 
Article Type: Original Paper 
 
Keywords: Carbon nanotubes; Hyaluronic acid; Neutrophil; Inflammation; Bone repair 
 
Corresponding Author: Dr. Anderson J Ferreira, PhD 
 
Corresponding Author's Institution: Federal University of Minas Gerais 
 
First Author: Paulo Antônio Martins-Júnior, PhD student 
 
Order of Authors: Paulo Antônio Martins-Júnior, PhD student; Marcos A Sá, PhD student; Alesandra C 
Reis, PhD student; Celso M Queiroz-Junior, PhD; Marcelo V Caliari, PhD; Mauro M Teixeira, PhD; Luiz O 
Ladeira, PhD; Vanessa Pinho, PhD; Anderson J Ferreira, PhD 
 
Abstract: Objective: We investigated the behavior of hyaluronic acid(HY) and carbon 
nanotubes(MWCNT) functionalized with HY(HY-MWCNT) on the resolution of neutrophilic 
inflammation in the pleural cavity of LPS-challenged mice. Also, we assessed whether the materials 
have any influence on the inflammatory process during the bone repair of tooth sockets of rats. 
Design: Male C57Bl/6 mice received an intra-pleural	
  injection	
  of	
  100µL	
  of	
  1%HY,	
  MWCNT(100μg/mL),	
  
HY-MWCNT(100μg/mL),	
  PBS	
  or	
  LPS.	
  After	
  20min,	
  they	
  received	
  another	
  intrapleural	
  injection	
  of	
  
LPS(250ng/cavity). Animals were euthanized after 8h and 24h and cells were harvested for total and 
differential cell counting. Afterwards, Wistar rats were subjected to molar extraction and the sockets 
were	
  treated	
  with	
  MWCNT(100μg/mL),	
  1%HY,	
  HY-MWCNT(100μg/mL)	
  or	
  filled	
  with	
  blood	
  
clot(control). After one, three and seven days of surgery, histological and morphometric analyses were 
performed to evaluate the number of cell nuclei and blood vessels in the sockets. 
Myeloperoxidase(MPO) activity was also analyzed to quantify the extent of neutrophil accumulation in 
the tooth sockets. 
Results: The materials increased neutrophilic recruitment at 8h, but resolved the inflammatory 
process at 24h in the pleura. Histological and morphometric analysis and MPO activity showed no 
differences in the recruitment of inflammatory cell, vessels counting and neutrophil migration in tooth 
sockets.  
Conclusions: These findings suggest that HY and HY-MWCNT resolved neutrophilic inflammation in 
pleura of mice. However, the materials did not modulate of the inflammatory process in the early 
stages of bone repair of tooth sockets, excluding this action as a possible mechanism by which these 
biomaterials accelerate bone repair. 
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