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RESUMO:

Introdugao: Os eosindfilos sdo células efetoras que desempenham um papel importante
nas doencas alérgicas. Uma falha na remocdo destas células do sitio inflamatério pode
resultar em doencgas inflamatdrias cronicas, como a asma. Assim, ha um grande interesse
em compreender os mecanismos ¢ mediadores envolvidos na eliminag¢do dos eosinéfilos
dos sitios inflamatdrios. Objetivos: O objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos
envolvidos na morte celular programada de eosinéfilos induzida por ROS na resposta
inflamatoria alérgica. Métodos: A inflamagdo alérgica foi induzida por ovalbumina
(OVA) em camundongos e o perdxido de hidrogénio (H,0O,) foi administrado no pico do
infiltrado inflamatorio (24 horas). O numero total de leucocitos, de eosinéfilos e células
mononucleares foram avaliados no lavado bronco-alveolar (LBA). Além disso,
verificamos os niveis de expressdo de citocinas € quimiocinas, o estresse oxidativo, a
produc¢do de muco, deposi¢do de coldgeno no parénquima pulmonar e fungao respiratoria.
Avaliamos também o efeito do H,O, nas vias de sinalizagdo de sobrevida de leucocitos e
em uma linhagem celular eosinofilica humana (EOL-1) Resultados: O tratamento com
H,0; na fase de maior acumulo de eosinofilos acelerou a resoluc¢do de inflamagao alérgica
através da inducdo de apoptose de eosindfilos dependente de caspase-3 e inibi¢cdo de vias
de sinaliza¢do associadas ao aumento a sobrevida de leucocitos em sitios inflamatorios.
Além disso, H>O, diminuiu o remodelamento, deposi¢do de muco, produgdo de citocinas
inflamatorias e hiper-reatividade das vias aéreas. Conclusao: H,O, induz a apoptose de
células EOL-1 in vitro e € necessario para a resolucdo da inflamagdo in vivo através da
inducdo de apoptose eosinofilos e inibicdo de vias de sobrevivéncia celular. De maneira

importante, H O, mantém a integridade e fun¢do do tecido.



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, H,O, 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.



INTRODUCAO

Inflamacao

A inflamacdo pode ser definida como uma reagdo a lesdo tecidual causada por
agentes infecciosos, trauma, cirurgia, queimadura, isquemia ou cancer que elimina o
agente nocivo e desencadeia, desde suas fases iniciais, eventos que culminam com o
reparo e retorno a homeostase do tecido [1-4]. Entretanto, a inflamagdo pode se tornar
persistente, constituindo a base de varias doencas cronicas como asma, artrite reumatoide,

aterosclerose, rinite alérgica, fibrose pulmonar e doengas metabolicas [5-9].

Os sintomas clinicos da inflamagdo foram descritos no século I d.C., por
Cornelius Celsius, ¢ denominados como sinais cardinais da inflamag¢ao. Sao eles: o rubor
(vermelhiddo, devido a hiperemia), tumor (inchaco, causado por aumento da
permeabilidade da microvasculatura e extravasamento de proteinas para o espago
intersticial), calor (associado com o aumento do fluxo sanguineo), e dor (em parte, devido
a alteracdes nas terminagdes nervosas de neurdnios sensitivos primarios). Um quinto
sinal foi descrito por Rudolf Virchow em 1858 que caracterizou a perda da fun¢do dos

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

A resposta inflamatoria pode apresentar duas reagdes principais: a vascular e a
celular. As reacdes vasculares e celulares sio mediadas por diferentes moléculas
incluindo os fatores quimiotaticos que sdo produzidos ou ativados pelo estimulo
inflamatorio. A liberagdo destes mediadores quimiotaticos promove uma sequéncia de
eventos nos leucocitos circulantes: no limen do vaso sanguineo ocorre a marginalizacao,
rolamento e adesdo ao endotélio, transmigragdo através do endotélio e a migracdo nos
tecidos intersticiais em dire¢do ao estimulo quimiotatico [11-13]. Substancias exdgenas e

endogenas podem exercer esse papel quimiotatico para os diversos leucocitos. Agentes



exodgenos podem ser moléculas derivadas de bactérias (como por exemplo o fMLP-
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine). Ja os mediadores enddgenos envolvem
componentes do sistema complemento, mediadores lipidicos, citocinas e quimiocinas
[14]. Quando chegam ao local inflamado, os leucécitos produzem mediadores que
contribuem para o inicio, amplifica¢do e manutencdo da inflamacdo, tornando-se os
orquestradores dos processos inflamatdrios cronicos [15]. Assim, ¢ de grande interesse
entender os mecanismos responsaveis pela eliminacdo dos leucdcitos e inativacdo dos

mediadores inflamatérios secretados no sitio inflamatorio.

Asma alérgica

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 300 milhdes 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 doencas alérgicas estdo entre os principais problemas de saude
publica em ascensdo, principalmente, na populagdo infantil [16]. A asma ¢ uma doenca
inflamatoria das vias aéreas na qual diversos tipos celulares, como linfécitos, neutrofilos,
mastocitos e, especialmente, os eosinéfilos, desempenham fungdes importantes [17, 18].
A ativacao destas células leva a liberagdo de mediadores pré-inflamatorios que sdo
responsaveis pela saida de fluido dos capilares pulmonares para os tecidos adjacentes as
vias aéreas, hiperplasia de células caliciformes com consequente aumento na producdo de
muco, resultando no espessamento e obstru¢do das vias aéreas. Esse aumento de
mediadores produzidos por eosindfilos estdo envolvidos nas exacerbagdes dos sintomas e
no remodelamento pulmonar, modifica¢cdes estruturais que podem levar a limitagdo

irreversivel do fluxo aéreo e perda da fun¢ao do orgao.

Eosinoéfilos sdo granuldcitos de vida curta derivados da medula dssea e estdo

presentes principalmente nas mucosas. Os eosinofilos representam cerca de 1 a 3% dos



leucdcitos presentes no sangue humano e de camundongos [19, 20]. Essas células
apresentam nucleo bilobulado e contém granulos caracteristicos no seu citoplasma
denominados granulos primadrios, granulos secundérios, granulos pequenos € 0s corpos
lipidicos [21, 22]. Muitos trabalhos sugerem a participagdo dos eosinofilos na
patofisiologia de doengas alérgicas, tais como, rinite [23], dermatite [24] conjutivite [25],
e doencas parasitarias [21]. Na asma, os eosindfilos tém a capacidade de exercer acdo
efetora sobre as vias aéreas de individuos acometidos pela asma, pela sua capacidade de
produzir citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos [19]. Um grande nimero de
eosindfilos e altos niveis de MBP (do inglés: Major Basic Protein), proteina encontrada
em granulos citotoxicos eosinofilicos tem sido encontrado no lavado broncoalveolar de
pacientes asmaticos. Estudos clinicos e em modelos animais tem demonstrado que os
eosinodfilos sdo marcadores da asma e podem causar danos em células epiteliais,
hiperplasia de células caliciformes, hiperreatividade bronquica e, por ultimo,
remodelamento de tecido que leva a cronificacdo da doenga e, consequente, deposicao de
colageno e cicatrizagdo, um processo que muitas vezes leva a perda da fungdo do 6rgio

afetado [17, 18, 26-32].

Resolucio da resposta inflamatoria e morte celular

Em individuos saudaveis a inflamagdo geralmente possui um limite proprio e,
assim que o agente agressor ¢ eliminado, um programa de resolugdo ¢ ativado. Para isso,
mediadores quimicos especializados sdo gerados e alguns processos bioquimicos sdo
ativados [33]. A vasodilatacdo e formagdo de edema contribuem para a reducdo das
concentragdes efetivas do estimulo inflamatério, os leucocitos recrutados eliminam o
agente causador da inflamag¢do, mediadores inflamatérios sdo desativados
espontaneamente ou enzimaticamente, moléculas com funcao inibitdria sdo produzidas e

as células efetoras sdo eliminadas do tecido. As células inflamatdérias podem ser



eliminadas por recirculacdo sistémica, drenagem linfatica ou morte celular. O principal
evento de morte celular envolvido no processo de resolucao da resposta inflamatoéria ¢ a
apoptose seguida pela ingestdo dos corpos apoptdticos por células fagociticas,
principalmente os macréfagos, por um processo denominado eferocitose [34]. Vale a
pena ressaltar que durante algumas doencas inflamatérias como a artrite, a dermatite
atopica e asma, ocorre uma reducdo ou atraso da apoptose dos leucocitos efetores o que
justifica a ocorréncia de uma doenca mais prolongada, grave e com perda de fun¢do do

orgdo afetado [35].

A apoptose ¢ definida como uma forma programada ou fisiologica de morte
celular sendo um mecanismo altamente controlado que ndo induz inflamacdo e tem
caracteristicas morfologicas e bioquimicas especificas. Durante a apoptose, a célula
encolhe, perde volume celular, condensa da cromatina e fragmenta o ntcleo associado a
fragmentacdo do DNA. E, em algumas linhagens celulares, ocorre a formagao dos corpos
apoptéticos [36]. Um dos primeiros sinais bioquimicos do processo apoptotico ¢ a
exposicdo da fosfatidilserina (PS, do acronimo inglés phosphatidylserine) na porcao
externa da membrana celular, atuando como um sinal de reconhecimento para a ativacao
fagocitica dos macrofagos, o que resulta na eliminacdo das células apoptdticas [37]. A
ativacdo da apoptose pode ser iniciada por duas vias distintas: a via intrinseca
(mitocondrial) e a via extrinseca (citoplasmatica) (Figura 1). A via intrinseca ¢ ativada
por estresse intracelular ou extracelular. Os sinais que sdo transduzidos convergem
principalmente para a mitocondria. Essa organela integra os estimulos de morte celular,
ocorre a permeabiliza¢do mitocondrial e conseqiiente liberagdo de uma proteina associada
a sua membrana interna, denominada citocromo c. Esse processo ¢ desencadeado por
elevacdes nos niveis de proteinas pro-apoptoticas da familia de proteinas citoplasmaticas
denominadas de Bcl-2 (Ex: Bax, Bak, Bik, Bad, Bid e Bim) [38]. No citosol, o citocromo

¢ forma um complexo com a APAF-1 (fator de ativacdo de apoptose 1) e ativa as



caspases que sdo endoproteases citoplasmaticas envolvidas na clivagem de ligagdes
peptidicas em uma reag¢do que depende de residuos de cisteina no sitio catalitico ativo e
ocorre depois de residuos de acido aspartico no substrato. As caspases envolvidas na
apoptose sdo classificadas como iniciadoras (caspases 8 € 9) ou executoras (caspases 3, 6
e 7). Caspases iniciadoras ativam as caspases executoras que, posteriormente, coordenam
as suas atividades para decomposi¢ao de proteinas estruturais e resultdo na fragmentacao
do DNA e vesiculagdo da membrana [39]. A via extrinseca ¢ desencadeada pela ligacao
de ligantes especificos a um grupo de receptores de morte celular e os seus dominios de
morte interagem com proteinas adaptadoras como FADD. Essas moléculas tém a
capacidade de recrutar a caspase-8 que ira ativar a caspase-3/7, que executardo a morte
por apoptose [38-40]. A morte celular por apoptose exerce um papel fundamental na
maioria dos processos bioldgicos fisioldgicos e patologicos e a desregulacdo desse
mecanismo ¢ um fator importante na patogénese e progressdo de inimeras doengas

cronicas e auto-imunes. [33, 35, 41, 42].
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distintas: a via intrinseca (mitocondrial) e a via extrinseca (citoplasmatica). A via intrinseca ¢ ativada por
estresse intracelular ou extracelular. Os sinais que sdo transduzidos convergem principalmente para a
mitocondria. Essa organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizagdo mitocondrial
e conseqiiente liberagdo do citocromo c. Esse processo ¢ desencadeado por elevagdes nos niveis de
proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2, como Bid. No citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a
APAF-1 e caspase-9, chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9, liberando a
caspase-9 ativa, o qual ativa caspase-3/7. A via extrinseca ¢ desencadeada pela ligagdo de ligantes
especificos a um grupo de receptores de morte celular, os seus dominios de morte interagem com proteinas
adaptadoras como a FADD. Essas moléculas tém a capacidade de recrutar a caspase-8 que ira ativar a

caspase-3/7, executando a morte por apoptose. Adaptado de Mcllwain et. al, 2013[39].



Os macréfagos desempenham um papel critico na defesa do hospedeiro,
cicatrizagdo, reparo e inflamagdo cronica [43]. Sdo células fundamentais para a etiologia
de muitas doengas inflamatorias incluindo aterosclerose, artrite reumatdide, doenca
pulmonar obstrutiva cronica, asma e na carcinogénese [44]. Além disso, os macrofagos
possuem diversas fungdes, bem como um fenotipo diferente compativel com o seu
ambiente inflamatorio [43-45]. Assim, podem tornar-se classicamente ativados (M1) e
alternativamente ativado (M2). A nomenclatura M1/M2 ¢ associada com a resposta dos
tipos TH1 e TH2, respectivamente [43, 46, 47]. Macréfagos M1 adquirem um fendtipo
pro-inflamatoério, e estdo envolvidos com a liberagdo de mediadores inflamatdrios como
citocinas (IL-12, IL-23, TNFa, IL-1B, and IL-6), quimiocinas, espécies reativas de
oxigénio (ROS), do induzivel 6xido nitrico sintase (iNOS) e sdo caracterizados por um
alta expressdo de NOS2 e producdo de NO [47-49]. Os macréfagos M1 podem ser
induzidos por estimulo microbiano (ex. LPS) ou citocinas (TNF e GM-CSF) [44, 50-52].
Macrofagos M2 liberam mediadores pro-resolutivos e segregam citocinas anti-
inflamatorias, tais como IL-10, que inibe a producdo de citocinas pré-inflamatérias e

contribui para resolucio da inflamagao [53, 54] .

Um outro evento essencial para que resolu¢do do processo inflamatorio tenha sucesso € a

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

processo pelo qual células apoptoticas t€m seus corpusculos apoptoticos removidos e degradados

pelas células fagociticas. Formam-se eferossomas, as células mortas sdo removidas antes que

percam a integridade da membrana e seu contetido seja liberado no espago extracelular. Isto

previne a exposi¢do do tecido as enzimas toxicas, moléculas oxidantes e outros componentes

intracelulares, tais como proteases e caspases [55-60]. A eliminacdo de células apoptdticas ¢é

mediada, principalmente, por fagocitos profissionais como macréfagos, mas fagocitos nao

profissionais também podem participar deste processo fagocitico[34] (Figura 2).
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Figura 2 - Diferentes passos envolvidos no clearance eficiente de células apoptéticas. Os sinais de “find-me”
(como baixos niveis de nucleotideos ATP e UTP, fractalcina, lisofosfatidilcolina ou esfingosina 1-fosfato)
liberados pelas células apoptoticas ajudam a atrair fagocitos para as proximidades das células que estdo sofrendo
apoptose. Os fagdcitos utilizam os receptores de fagocitose em sua superficie para encaixar com os sinais de “eat-
me” das células apoptéticas. O acoplamento dos receptores (ligados ao reconhecimento fosfatidilserina) estimulam
a liberagdo de citocinas antiinflamatorias, tais como TGF-B, IL-10 e prostaglandina E2 (PGE2). A sinalizagdo
intracelular induzida dentro do fagdcito pelas interagdes ligante-receptor conduz a rearranjos do citoesqueleto e
internalizagdo da célula em apoptose. O fagécito internaliza os corpos apotdticos por uma série de passos, € a
digestdo apropriada parece ser importante para a absor¢éo continuada de outras células apoptoticas pelos fagocitos.
Fonte: Adaptado de Ravichandran, 2010 [60].



Apos a eferocitose, o0s macrofagos podem mudar seu fenétipo para alternativamente
ativados-M2 [45], os quais produzem moléculas anti-inflamatorias (IL-10, TGF-f) e mediadores
pro-resolutivos (lipoxinas, maresinas, prostaglandinas da série D, resolvinas das séries E e D e
protectinas que sdo derivados de acidos graxos) que impedem o recrutamento de novos leucdcitos,
induzem apoptose dos leucocitos infiltrados e induzem o recrutamento ndo flogiestico de novos
monocitos para o sitio inflamatorio os quais contribuirdo para o processo de eferocitose [33, 48,
61-63]. Os macrofagos M2 estdo envolvidos com a reconstituigdo de tecidos e tem um papel
importante no retorno a homeostase tecidual [64, 65]. Além dos dois tipos citados anteriormente,
um outro tipo de macréfago pode ser identificado na fase resolutiva da inflamacdo e ¢
denominado macréfago resolutivo (Mres). O Mres esta envolvido com aumento da producdo de
mediadores anti-inflamatdrios e pré-resolutivos, que posteriormente serdo drenados pelos vasos
linféticos ou sofrerdo apoptose para que ocorra a total resolu¢do da resposta inflamatoria [55, 56].
A Figura 3 destaca as diferentes fases da inflamag¢do aguda em direcdo a um processo resolutivo

bem sucedido.
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Figura 3. Série orquestrada de eventos que ocorrem durante um processo inflamatério agudo
culminando na resoluciio. A lesdo tecidual (infeccdo estéril ou infecciosa) leva ao reconhecimento de
padrdes moleculares (DAMPs e/ou PAMPs) pelas células residentes (macrofagos teciduais, células
dendriticas e células epiteliais), os quais produzem rapidamente varios mediadores pro-inflamatorios
(1). Nesta fase produtiva da inflamagdo, mediadores atuam promovendo vasodilatagdo e consequente
aumento do fluxo sanguineo local, modificando a permeabilidade do endotélio. Estes eventos sdo
acompanhados por hiperemia e exsudacdo de proteinas plasmaticas e de liquidos (edema). As células
endoteliais também sdo ativadas e expressam moléculas de adesdo celular (selectinas e integrinas) e
apresentam mediadores quimioatrativos, que permitam a captura e extravasamento de leucocitos (2-4).
Leucdcitos polimorfonucleares (sobretudo neutrofilos) séo as primeiras células que extravasam para os
tecidos inflamados (2), seguido por células mononucleares (3). Com a progressdo da resposta
inflamatoria, ha intenso influxo de leucdcitos 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 lipidicos e espécies reativas de oxigénio (ROS) (5), o que permitira
que os leucdcitos exergam as suas fungdes efetoras nos tecidos. Na fase de transi¢do da inflamagéo,
apesar do intenso acimulo de leucdcitos PMNs, sob a agdo de sinais pro-resolutivos (mediada por
mediadores pro-resolutivos e diminuigdo dos niveis de agentes modificadores da sobrevivéncia celular),
inicia-se a apoptose (6), seguido de fagocitose por macrofagos teciduais (eferocitose) (7). Este processo
envolve varios sinais que levam a atracdo, a ligagdo e a remoc¢do de células apoptdticas por macrofagos.
Durante a eferocitose, macréfagos mudam seu fenoétipo de M1 para M2 (8). Macrofagos M2 - (ou M2
like) sdo altamente eferociticos e produzem moléculas anti-inflamatérias (tais como a IL-10 e TGF-p) e
mediadores pro-resolutivos (9). Tais mediadores tém o potencial para inibir o recrutamento adicional de
PMN, intensificar a migragdo de mondcitos e amplificar a eferocitose. Macrofagos M2 se modificam
para macrofagos resolutivos (Mres) (10), os quais apresentam capacidade fagocitica reduzida, mas, no
entanto, produzem proteinas anti-fibroticas e antioxidantes que limitam o dano tecidual e fibrose. Tais
eventos pavimentam o caminho para a fase de resolu¢do da inflamagdo. O aumento da produgdo de
citocinas anti-inflamatorias, de mediadores pro-resolutivos e anti-fibroticos por macrofagos resolutivos
(Mres), a repovoagdo por linfocitos (11) e apoptose de macroéfagos ou drenagem destas células para o
linfonodo local (12) encerram o processo inflamatorio e restauram a homeostase do tecido. Fonte:
Adaptado de Alessandri et al., 2013 [66].



Mediadores inflamatorios

Os mediadores inflamatdrios sdo moléculas soliveis que atuam localmente na
lesdo ou de forma sistémica. S@o origindrios do plasma, de células inflamatorias ou dos
tecidos lesados. Sistemas derivados do plasma, tais como complemento, cininas e
fibrinogénio, sdo ativados e seus produtos serdo responsaveis pelos efeitos inflamatorios,
assim como os produtos de células que produzem mediadores lipidicos, citocinas,
quimiocinas ¢ espécies reativas de oxigénio (do inglés: reactive oxygen species: ROS)

[67, 68].

Os mediadores lipidicos estdo envolvidos na patogénese de doencas
inflamatorias alérgicas. Varios tipos celulares como os eosinoéfilos e macréfagos podem
produzir os mediadores lipidicos, incluindo os eicosandides derivados do metabolismo
oxidativo do acido araquidonico. Eosindfilos e outros leucocitos podem produzir
eicosandides e moléculas sinalizadoras que podem regular respostas celulares
fundamentais no nucleo ou citoplasma, tais como a liberacdo de citocinas no inicio da
inflamacdo [69]. Em contrapartida, os macréfagos podem alterar o seu metabolismo de
lipidios de prostaglandinas e leucotrienos (pro-inflamatdrios) para produzir mediadores
pro-resolutivos como lipoxinas e resolvinas, protectinas e maresinas. Esses mediadores
atuam na resolugdo do processo inflamatério, dentre outras fungdes, impedindo o
recrutamento de neutrofilos e estimulando o recrutamento de macrofagos para eferocitose

de células apoptoticas [54].

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas por diferentes
tipos celulares com funcdo na regulacdo da resposta imune, na diferenciacdo e
proliferacdo celular, na maturacdo de células de medula dssea e algumas atuam como
fatores quimiotaticos para leucocitos. Durante uma resposta inflamatoria alérgica ocorre

um aumento na producdo de citocinas como interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),



interleucina-6 (IL-6), interleucina-9 (IL-9), interleucina-13 (IL-13) e fator estimulante de
colonia de granulécito-macrofago (GM-CSF) [18, 26-28]. Essas citocinas sdo
responsaveis pelos sinais clinicos da alergia [18, 26-28]. Em contrapartida, citocinas
como a IL-10 e o TGF-B possuem um importante papel modulador negativo de respostas
inflamatorias, inibindo a proliferacdo e ativagdo celular,e induzindo apoptose e reparo do

tecido [70, 71].

As quimiocinas sdo pertencentes a familia das citocinas e denominadas citocinas
quimiotaticas [72]. Elas desempenham um importante papel em processos inflamatorios,
primeiramente por guiarem o recrutamento e ativagdo de leucocitos para o sitio
inflamatorio e também por participarem dos processos de resolucdo e reparo [73]. As
eotaxinas CCL11 e CCL22 sdo quimiocinas cuja fungdo primordial ¢ promover
quimiotaxia de eosinodfilos. Seus receptores estdo presentes em varios tipos celulares

importantes na fisiopatologia da asma como os eosinofilos, basofilos e linfocitos T [74].

As espécies reativas de oxigénio inclui um grupo de moléculas, tais como o
perdxido de hidrogénio (H20,), anion superoxido O, e radical hidroxila (OH) [4]. ROS
sdo essenciais para a defesa do hospedeiro e sdo produzidos intracelularmente em
resposta a estimulos microbianos e inflamatorios pelos fagocitos dentro das mitocondrias
ou através de um processo conhecido como "explosdo oxidativa" mediado pelo complexo
da NADPH-oxidase (NOX), que contém 7 isoformas distintas nas membranas celulares,
mitocondrias, peroxissomas, e reticulo endoplasmatico [75]. Para evitar danos aos tecidos
os niveis de ROS precisam ser rigorosamente controlados por sistemas de defesa
antioxidantes que incluem as enzimas superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx). A SOD esta presente na mitocondria e no citoplasma celular
e sob condigdes de estresse oxidativo age como um sistema de defesa celular endogeno

que degrada superoxido (Oy") em oxigénio e H,O; sendo este ultimo convertido em agua



pela GPx ou CAT [76]. ROS sdo liberadas durante a resposta inflamatoéria e sdo
consideradas como mediadores pré-inflamatorios [77], entretanto, evidéncias para agdes
anti-inflamatorias e pro-resolutivas tem sido descritas atualmente [78]. Um exemplo disso
¢ o fato que a produc¢do diminuida de ROS esta associada com véarias condig¢des
patologicas humanas, por exemplo, muta¢des herdadas nas subunidades da NADPH
oxidase resultam em doenca granulomatosa cronica (CGD), caracterizada por inflamacao
excessiva inflamacao [79, 80]. Além disso, H>O; é descrito como indutor da apoptose de
células epiteliais [81], células endoteliais [82], hepatocitos humanos [83], midcitos [84] e
neutrofilos [67]. Recentemente, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que o H,O,
derivado da NADPH oxidase esta diretamente ligado a inducdo da apoptose de neutrofilos
e resolucdo da inflamagdo em um modelo de artrite induzida por antigeno [67].
Entretanto, o papel de ROS para a resolucdo da inflamagdo alérgica e os mecanismos

envolvidos nesse processo sdo ainda desconhecidos.

Vias de sinalizacio desencadeadas durante a resposta inflamatoria

A apoptose pode ser desencadeada através da inibicdo de vias de sinalizagdo
associadas a manutengdo de sobrevivéncia das células. Em leucdcitos, a ativacdo de
PI3K/Akt, MAPK/ERK e fatores de transcrigdo como o NF-kB s3o importantes para
manutengdo da sobrevivéncia celular e varios tipos celulares[85, 86]. PI3K e
MAPK/ERK sdo vias importantes para muitos processos celulares relacionados ao
sistema imune, como ativacdo, migracdo e sobrevivéncia celular [87, 88]. Dados do
nosso grupo utilizando um modelo de pleurisia alérgica mostraram que o tratamento
sistémico com inibidores de PI3K antes do desafio antigénico impede o recrutamento de
eosinofilos associado a uma diminui¢do da fosforilagdo de Akt e producao de IL-5. E o
tratamento com inibidores de PI3K 24 horas apds o desafio com antigénico reduz os

eosinodfilos acumulados na cavidade pleural, um efeito relacionado com a inibi¢do da



fosforilagdo de Akt e um aumento do numero de eventos apoptoticos [85]. Além disso,
em um modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina, a ativagdo de PI3K,
fosforilacdo de Akt e a translocag¢do nuclear de NF-kB foram importantes para conduzir
os processos inflamatérios e pro-fibroticos que culminam em fibrose e morte dos

camundongos apo6s a instilagdo de bleomicina [89].

O NF-kB ¢ um fator de transcricao regulador da resposta imune que atua como
um ponto de convergéncia de varias vias de transducdo de sinal, como as citadas
anteriormente, transmitindo os sinais destas moléculas para o niicleo e promovendo a
ativacdo transcricional de genes associados com a inflamag¢do e a sobrevivéncia das
células [90, 91]. A Inibicdo de NF-kB impede a lesdo de tecidos e letalidade em um
modelo de lesdo intestinal por esquemia e reperfusdo, e isto foi associado com a inibi¢ao
da producdo de TNF-a e diminuicio no recrutamento de neutréfilos [92]. Ja foi
demonstrado em um modelo de artrite induzida por antigeno, que o aumento da geracdo
de H,O, pela administragdo de SOD diminui a fosforilagdo de Akt e a ativagdo de NF-kB
em neutréfilos recuperados do lavado articular. Dessa forma, esses dados sugerem que a
producdo endogena ou administragdo exogena de ROS desempenha um papel ativo na
resolugdo da inflamacgao neutrofilica [67]. Portanto, o potencial de H,O, para resolver a
inflamagdo eosinofilica na asma, pode estar associado a sua capacidade de controlar a
ativacdo de PI3K, MAPK e NF-«B e, consequentemente, a sobrevivéncia dos eosinofilos.
Resultados anteriores mostraram que ROS induzem a apoptose de eosindfilos em
diferentes modelos de resposta inflamatoria alérgica (Anexo 2). Entretanto, os
mecanismos € as vias de sinalizagdo envolvidos na ativacdo, recrutamento e
sobrevivéncia de eosindfilos em locais de inflamagdo alérgica, ainda sdo pouco
compreendidos. O entendimento destes mecanismos pode ser util para o desenvolvimento

de novas terapias farmacoldgicas para o controle de doencgas alérgicas.



OBJETIVO:

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os mecanismos pelos quais o
tratamento com H,O, induz resolugdo da resposta inflamatoria e se esse tratamento
poderia melhorar a perda de fun¢do pulmonar em um modelo de asma induzida por

ovalbumina em camundongos.

Objetivos especificos:

1. Investigar se os mecanismos de apoptose e resolugdo da resposta inflamatoria
induzido pelo aumento de ROS sdo dependentes ou ndo da ativagdo de caspases in vivo e

in vitro.

2. Investigar o efeito do tratamento com H»O; no estresse oxidativo gerado durante a

asma.

3. Estudar o efeito do tratamento com H,O, na expressdo de moléculas envolvidas na
sobrevivéncia de eosinoéfilos tais como PI3K, MAP kinases e vias de transducao de sinal,

principalmente o NfkB.

4. Estudar o efeito do tratamento com H,O, na fun¢do pulmonar através da medida da

hiper-reatividade bronquica;

5. Estudar o efeito do tratamento com H;O, na produgdo de citocinas e quimiocinas
inflamatorias potencialmente importantes para aumento da sobrevida de eosinéfilos 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 colonia de macrofago-
granulécito (GM-CSF) e TNF-q;



MATERIAL E METODOS:

Animais

Neste estudo utilizamos camundongos C57B1/6 obtidos no Centro de Bioterismo
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-
ICB-UFMG). Todos os procedimentos experimentais foram avaliados pelo Comité de

Etica da UFMG com protocolo de aprovagido namero 218/2011 (anexo 1).

Drogas e reagentes

H,0,, U0126, SB203580, LY294002, ovalbumina, Z-VAD-fmk, Albumina de
Soro Bovino (BSA), iodeto de propidio (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 Il foram adquiridos da BD

Bioscience.

Modelo de asma induzida por antigeno:

Todos os animais foram sensibilizados intraperitonealmente (i.p.) com100 pg de
OVA (albumin from chicken egg white - A5503, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
em 2% alum (Adjuvante de Hidroxido de aluminio em gel; Brenntag) nos dias 0 e 7 e
foram desafiados pela administragdo intranasal de antigeno (OVA) do dia 12 ao 20 com

10 pg of OVA [93].

Lavado bronco-alveolar (LBA)

Os camundongos foram eutanasiados por uma superdosagem de anestésico € a
traquéia foi exposta e canulada com um cateter de polipropileno de 1.7mm. O lavado foi
feito através da administragdo separada de duas aliquotas 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



de lavado. O liquido recolhido foi centrifugado em tubos de 5 mL a 4°C por 5 minutos a
1500 rpm e o pellet de células foi utilizado para contagem total de células e confec¢do de
laminas histologicas em citocentrifuga para contagem diferencial das células. Apds o
lavado bronco-alveolar, os pulmdes dos animais foram perfundidos com 5 mL de PBS 1x
pelo ventriculo direito do coragdo para remocao de sangue do leito vascular pulmonar e

foram imediatamente extraidos para analise histopatoldgica e testes enzimaticos.

Cultura de células Eol-1 e inducio de apoptose

A linhagem celular eosinofilica 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 10° cels/mL) e incubadas com H,O,,
QVD- OPH ou uma combinagdo de ambos em uma placa de 96 pogos (volume final de
150 pL) ou em tubos de 2 mL (volume final de 500 pL) em estufa a 37 °C com 5 % de
dioxido de carbono. O estoque QVD-OPH foi inicialmente dissolvido em
dimetilsulfoxido (Sigma) e diluiudo em tampao obtendo-se uma concentragado 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 combinagdo com iodeto de propidio (PI) (Sigma), como descrito
anteriormente [94]. Os dados foram analisados no software FlowJo (TreeStar, Ashland,
OR). As caracteristicas morfologicas de apoptose foram também avaliadas por

microscopia de luz em laminas preparadas em citocentrifuga [94].

Tratamento com H,0,, Z-VAD, SB 203580, U0-126 ¢ LY 294002
Os camundongos foram tratados com H,O, (0,5 M), SB-203580 (Img/Kg) , UO-
126 (3 mg/kg) ou LY-294002 (10pg/animal) i.n. apds a inducdo da resposta inflamatoria

em tempos previamente determinados. O tratamento com z-VAD-fmk (Img/kg) i.p foi



concomitantemente com o tratamento com H,O, para comprovar a participacdo de

caspases no modelo.

Contagem total e diferencial dos leucdcitos

As células do lavado broncoalveolar foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5
minutos a 4°C (centrifuga Jouan, modelo BR4i) e o sedimento celular ressuspendido em
100uL de BSA 3% em PBS. Uma aliquota das células foi diluida na solucdo de lise de
hemaécias (Solucao de Turk — IMBRALAB, 1:10) para a realizacdo da contagem total de
células utilizando camara de Neubauer. A partir dessa contagem, as células formam cito-
centrifugadas utilizando preparacdes em laminas de citospin (Shandon III) com as células
diluidas em albumina 3%, de forma que cada ldmina tivesse aproximadamente 50 mil
células. As laminas foram coradas com o método de May-Grunwald-Giemsa utilizando o
kit Panotico Rapido (LB Laborclin), para a realizacao da contagem diferencial de células
no aumento de 100x no microscopio Otico. As células foram diferenciadas em
mononucleares (macréfagos, mondcitos e linfocitos), neutrofilos e eosinofilos, através de

trés contagens em campos aleatorios totalizando cem células em cada contagem.

Técnica histoldgica

O pulmao foi removido e fixado em solucdo tampao Milloning (pH 7,4) com
paraformaldeido 4% para preservar a arquitetura pulmonar. As amostras foram incluidas
em paraplast (Sigma-Aldrich) ou parafina e foram corados com diferentes corantes,
visando identificar e analisar o influxo de leucécitos, producdo de muco e fibrose
peribronquial. Para a analise do infiltrado de leucocitos em torno da regido bronquica, os
cortes de pulmao foram corados utilizando a técnica de hematoxilina e eosina (H&E) ou
foram submetidos a coloracdo Sirius Red (Llewellyn's Sirus Red Direct Red 80, CI
35780; Aldrich, Milwaukee, WI pH 10,2). A analise morfométrica foi realizada

utilizando microscopio de luz (Olympus®) em sete vias aéreas aleatorias na regido



peribronquial visando a identificacdo e contagem de células mononucleares, eosindfilos e
neutréfilos. Os resultados foram expressos como leucécitos/10*um?. A produgio de muco
foi analisada a partir de cortes de tecidos corados com hematoxilina ¢ uma combinagdo
de acido periddico 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 areas de bronquios pulmonares foram delineadas e
quantificadas. Os resultados foram expressos como area PAS positivo (pixels/ pm?). A
fibrose peribronquica foi analisada a partir de cortes de tecidos corados com hematoxilina
e eosina e uma combinacdo de Tricromico de Gomdri (tricrdomico 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 pulmao
foram delineadas e quantificadas. Os resultados foram expressos como area de deposicao

de matriz extracelular ( umz).

Quantificacio do acumulo de eosinofilos no pulmio através da dosagem da
atividade da peroxidase eosinofilica (EPO)

A extensdo do acumulo de eosinofilos nos pulmdes foi mensurada pelo ensaio de
atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) como descrito anteriormente [95]. Foram
pesados 100 mg do pulmdo 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 eritrocitos foram
lisados pela adicao 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 solugdo de HTAB 0.5% em PBS. As
amostras foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido,

centrifugadas a 10.000 rpm a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi utilizado no ensaio



enzimatico, que foi feito da seguinte maneira: 75 ul de cada amostra ou somente diluente
(branco) foram adicionados a placas de 96 pocos juntamente com 75 ul da solu¢do do
substrato (1,5 mM OPD, em tampado tris-HCI - &cido cloridrico, 0,075 mM, pH=8,0
suplementado com H,O, 6,6 mM). Apds o desenvolvimento de cor, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 50 ul de H,SO4 1 mol/L. A absorbancia foi lida em Leitor de
ELISA (Expert Plus, Asys Hitech GMBH, Eugenorf, Austria) a 492nm. Os valores foram

expressos em O.D.

Determinacio de citocinas por ELISA

Foram dosadas no pulmido dos camundongos tratados ou ndo com H,O, as
citocinas IL-4, IL-5, TNF-a, CCL11 e CCL24. Os fragmentos dos pulmdes foram
pesados e homogeneizados em tampao de extracdo 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 realizacdo do ensaio utilizamos kits Quantikine human immunoassay
(R&D System, Abington, United Kingdom). A leitura foi realizada em espectofotometro
(Expert Plus, Assays Hitech GMBH, Eugenorf, Austria) utilizando 492 nm de
comprimento de onda. As reagdes de ELISA tiveram como controle positivo citocinas
recombinantes de camundongo (RD Systems). Os resultados foram expressos como

pg/100 mL de tecido pulmonar.

Avaliacao da morte celular:
-Caracterizacio morfologica da apoptose

A Caracterizagdo morfologica da apoptose foi realizada como rotineiramente
realizado no laboratério [85, 96]. Resumidamente, as células (5x10%) coletadas 48 h apds
o desafio com antigeno foram citocentrifugadas, fixadas, coradas com May-Grunwald-
Giemsa e contadas usando microscopia de imersdo em Oleo (objetiva x100) para

determinar a propor¢do de células com morfologia apoptotica.



-Caracterizacdo bioquimica da apoptose

Avaliagdo de apoptose também foi realizada por citometria de fluxo através da
marcagdo com anexina-V-FITC + Gr-1 e com iodeto de propidio 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 analise
separada da populacdo de granuldcitos e os resultados foram expressos como células que
se encontram num estadio precoce da apoptose quantificada através de coloragdo com

anexina-V, mas nao PI.

Western blotting para deteccio de caspase 3 clivada

As células em uma concentracio de 2x 10° células/mL foram incubadas com
H,0, (Fisher Scientific), QVD-OPH (R&D Systems) ou combinag¢des de ambos a 37 °C
em um agitador durante 4h. As células foram centrifugadas a 3000xg durante 60
segundos e ressuspendidas em tampao 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
tampdo de amostra durante 5 min a 95°C. 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 incubag¢do com anticorpos de caspase-3 clivada diluido 1:500
(Cell Signaling Technologies) overnight a 40°C ou GAPDH diluido 1: 20 000 (Sigma -
Aldrich), 1h a 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
secundario conjugado com HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca), diluido a 1:2500, durante

1h a temperatura ambiente, antes da incubacdo com ECL (GE Healthcare, Bucks, UK), a



exposi¢do ao filme BioMax MS- 1 X-ray —sensiveis e o processamento (x- OGRAFIA

Imaging Systems, Wilts, UK).
Analise de estresse Oxidativo:

1- Glutationa reduzida (GSH):

A glutationa ¢ um mecanismo ndo-enzimatico de defesa contra estresse oxidativo.
Ela ¢ um tripeptideo que permanece livre no citoplasma e serve para detoxificar
perdxidos e outros agentes reativos. A glutationa existe em sua forma reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG), sendo que em casos de estresse oxidativo, os niveis de GSH sdo muito
reduzidos. A quantidade de GSH no pulmdo foi determinada colorimetricamente pela
reacdo com acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico) DTNB (Ellman’s reagent). A absorbancia

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

2- Acido tiobarbitirico (TBARS):

Um dos métodos para quantificagdo dos produtos da peroxidagao lipidica ¢ o de
analise da formagdo de substincias que reagem com &cido tiobarbitirico (TBARS).
Resumidamente, este método consiste na andlise dos produtos finais da peroxidagdo
lipidica (peroxidos lipidicos, malonaldeidos (MDA) e demais aldeidos de baixo peso
molecular) que, ao reagir com o acido 2-tiobarbittrico (TBA), formam bases de Schiff.
Tais complexos sdo coloridos e sua concentragdo pode ser determinada e por meio de
uma curva-padrdo de tetraetoxipropano lida em espectrofotometro (532nm e 600 nm); os

resultados sdo expressos em nmol/mL de plasma.
Hiper-reatividade das vias aéreas

Hiper-reatividade das vias aéreas (AHR) foi determinada como alteragdes da
funcdo das vias aéreas apos administragdo de metacolina (concentracdo 3, 9 e 27 mg/mL

aerossol durante 5 minutos cada) 48h apds o ultimo desafio com OVA. Para isso, os



animais foram anestesiados com Nembutal (60 mg/kg). A atividade neuromuscular foi
bloqueada com o brometo de pancurdnio (I mg/kg). Camundongos traqueostomizados
foram mecanicamente ventilados e fun¢do pulmonar foi avaliada. A traquéia foi canulada
e a canula foi ligada a um pneumotacografo. O fluxo de ar e pressao transpulmonar foram
registados utilizando um sistema de processamento de mecanica pulmonar Buxco (Buxco
Electronics, Wilmington, NC, EUA). Este instrumento foi usado para calcular a
resisténcia pulmonar (RL) (cm H,O/mL/s) e a complacéncia pulmonar dindmica
(mL/cmH,0) em cada ciclo de respiragdo. A elastancia pulmonar foi calculada como o
inverso dos valores de complacéncia. Sinais analdgicos do computador para Buxco foram
digitalizados usando Analdgico/Digital converter (Eletronica Buxco). Parametros
pulmonares basais foram avaliados com solucdo salina em tampdo fosfato (PBS).
Resultados foram expressos com os valores absolutos médios das respostas de resisténcia
pulmonar e elastancia recolhidas durante 5 minutos ap6s a administragdo de metacolina

em aerossol.
Técnica de Microscopia Confocal

As células do lavado broncoalveolar foram centrifugadas a 1.200 rpm por 5
minutos a 4°C (centrifuga Jouan, modelo BR41), 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 numero de células desejado (3x10°) e células foram preparadas
para citocentrifugacdo (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA)e
foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 15 minutos e em seguida foram submetidas
a 3 lavagens, de 5 minutos cada, com PBS. As laminulas foram bloqueadas com Fc Block
(CD16/32-BD Biosciences) diluido em PBS-BSA 1% (1:100, 50 pL) por 30 minutos.
Para realizacdo de marcagdo intracelular as laminulas foram incubadas por 30 minutos

em uma solu¢do de permeabilizagdo celular (Perm Wash- BD Bioscience)- 1:12 em PBS-



BSA1%) e em seguida com o anticorpo primario overnight. Em seguida as laminulas
foram lavadas 4 vezes por 5 minutos cada e incubadas com anticorpo secundario
conjugado com fluoresceina por 30 minutos. Na sequencia, se necessario e apos lavagem,
foram adicionados os anticorpos extracelulares. Por tultimo, as laminulas foram
preparadas com Fluormount (Sigma Aldrish, USA ) para analise. Para obtencdo das
imagens foi utilizado o microscopio Nikon Eclipse Ti com laser confocal C2, equipados
com 3 diferentes lasers (excitagao 405, 488 ¢ 543 nm) e filtros de emissdes de 450/50 nm
(canal 1), 515/30 nm (canal 2) e 584/50 nm (canal 3). A leitura foi feita por um espelho
dicromatico de 405/488/543 nm. A intensidade de fluorescéncia foi medida utilizando
um software Volocity 6,3 (Perkin-Elmer) e o perfil de fluorescéncia 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)., diluidos em solucao
de permeabilizagdo ( perm wash- BD Bioscience).

Ensaio de Eferocitose in vivo.

Para avaliar a eferocitose de neutrdfilos foi realizado uma adaptacdo dos
protocolos utilizados por Newson et al., 2014 e Dalli et al., 2012 [97, 98]. No tempo 0 os
camundongos receberam uma inje¢do intraperitoneal de Zimosan (Sigma Chemical, St.
Louis, MO) na dosagem de 1 mg/animal. Ap6s 72h os animais receberam neutrofilos
isolados do sangue humanos apoptéticos i.p. (2x10°), a apoptose foi estimulada por
incubacdo com staurosporina (Sigma Chemical, St. Louis, MO) na concentragdo de 10
uM por pogo durante 1 hora. Apds 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 (5x10%) recuperadas foram citocentrifugadas, fixadas e coradas com
May-Grunwald-Giemsa e contadas (500 células por ldmina) utilizando microscopio 6tico

para determinar a porcentagem de células com morfologia eferocitica.



Analises estatisticas

Todas os experimentos realizados in vitro foram realizadas pelo menos trés 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
padrdo da média). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (One-Way ANOVA) seguida do teste Newman-Keuls (com um intervalo de
confianca de 95%). A fim de testar a significincia estatistica entre dois grupos foi
utilizado o teste t de Student ndo pareado. Os calculos foram realizados utilizando o
software Prism 5.0 Program for do Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,

EUA). A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.



RESULTADOS

Objetivo especifico 1. Investigar se os mecanismos de apoptose e resolucio da
resposta inflamatoria induzido pelo aumento de ROS sdo dependente ou nio da

ativacio de caspases in vivo e in vitro.

Durante o mestrado n6és mostramos que H,O; resolveu a inflamacao alérgica por
induzir apoptose de eosindfilos. Dessa forma, neste projeto, fomos investigar os
mecanismos de resolucdo da resposta inflamatoria pelo aumento de H,O, exdgeno. Para
isso, utilizamos um modelo de inflamagdo alérgica diferente do modelo usado no
mestrado (esquematizado na Figura 4A- do anexo 2) que nos permitiu verificar outro
parametro da resposta inflamatdria que ¢ a perda de fun¢do do 6rgao afetado, a funcao
pulmonar [99]. Primeiramente, avaliamos a cinética do infiltrado inflamatério 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 inflamatoria caracterizou-se por um
acimulo de eosinodfilos de 24-48 horas apds o desafio com OVA e a resolugdo natural da
inflamacao iniciou-se com 48h e estava completa 72h apo6s o desafio antigénico (Figura
4D). Além disso, observamos um aumento de células mononucleares 48h apds o desafio,
coincidindo com o inicio da diminuicdo do nimero de eosindfilos (Figura 4C). O
tratamento com H,O, também reduziu o nimero de eosinofilos no lavado bronco-alveolar
neste modelo (Figura 4E) comprovando nossos dados anteriores, onde utilizamos o

modelo do mestrado.
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Figura 4. Caracterizacio da resposta inflamatéria apés inducio de asma em camundongos. O niumero
de leucécitos no LBA foi determinado em diferentes tempos nos camundongos. Em (A) temos o esquema
do protocolo experimental, (B) o nimero total de células, (C) eosindfilos e (D) células mononucleares. O
efeito do tratamento com H,0, (0.5M) realizado 24 horas apds 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 veiculo (-). Os resultados sdo

apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.



Anteriormente (ver anexo 2), demonstramos que geragdo de H,O, enddgena
através do tratamento com SOD ¢ a administragdo de H,O, reduziu o nimero de
eosinofilos e isso estava associado a um aumento no nimero de eosinéfilos apoptdticos
identificados por critérios morfologicos e pela marcacdo com anexina-V (dados do
mestrado - ver Figura 4 do anexo 2). Assim, o proximo passo foi investigar se a apoptose
de eosinofilos apds incubacdo com H,O, era dependente de caspase. Para isso, nos
realizamos um experimento in vivo com zVAD-fmk, um pan-inibidor de caspases
administrado juntamente com H,O,. N6s observamos que a administracdo de zVAD-fmk
manteve o numero de eosindfilos na cavidade broncoalveolar e inibiu as acdes pro-
apoptdticas de H,O,, demonstrando que a morte de eosinéfilos foi dependente da ativacao
de caspase (Figura 5). A morte de eosindfilo, induzida pelo tratamento com H,O; foi
associada a ativacdo de caspase-3 e aumento da exposicdo de fosfatidilserina, como
detectado pela marcagdo com anexina-V (Figura 6 e 7A). Além disso, as células
mononucleares ndo apresentaram um aumento na ativacdo de caspase-3 e anexina-V
sugerindo que o tratamento com H,O, afetou de maneira especifica os eosinofilos no
tempo observado. (Figura 6 e Figura 7B e C). Os animais ndo tratados apresentaram
niveis baixos e semelhantes de caspase-3 clivada no citoplasma de eosinéfilos e células

mononucleares.
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Figura 5. H,0, induz apoptose de eosindfilos in vivo de maneira dependente de caspases.

Camundongos selvagens receberam tratamento com H,0, (0.5 mM i.n) ou zVAD-fmk (1 mg/kg, i.p) +
H,0, (i.n.), ou veiculo 24 horas apos o desafio com OVA. Apds 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 veiculo (-). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrio da média de 4-6

animais em cada grupo.
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Figura 6. O tratamento com H,0, preferencialmente induz apoptose de eosino6filos. Camundongos
selvagens receberam o tratamento com H,O, (0.5 mM) i.n, ou veiculo, 24 horas apos o desafio com OVA.
Apds 24 horas do tratamento, a intensidade média de fluorescéncia foi quantificada nos leucécitos do LBA
por microscopia confocal. Em (A) observamos a ativagdo de caspase-3 clivada nos eosinofilos em
comparagdo com células mononucleares e em (B) o perfil de analise da fluorescéncia. As setas mostram a

regido onde o perfil de fluorescéncia foi mensurado. 60x. Scala = 10um
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porcentagem de células positivas para CCR3 e anexina V(marcagdo para apoptose de eosindfilos). Em (B) a
porcentagem de células positivas para CD3 e anexina V(marcagdo para apoptose de linfocitos). Em (C) a
porcentagem de células positivas para F4/80 e anexina V(marcagdo para apoptose de macrofagos). Foram
considerados significativos os resultados que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do
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apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.



Para confirmar se a morte dos eosinofilos foi devido a agdo direta do H,O, na
célula, nos realizamos experimentos in vitro em uma linhagem celular de eosinéfilos
humanos, Eol-1. Esta linhagem celular tem sido bem utilizada em modelos de estudo de
funcdo de eosindfilos, incluindo quimiotaxia, liberacdo de mediadores e inducdo de
apoptose por diferentes moléculas [100, 101]. As células Eol-1 foram incubadas por 2h e
4h com diferentes concentragdes de H,O, (0.01, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0 e 10 mM). A apoptose
foi verificada por andlise de citometria de fluxo usando marcag¢do com anexina-V/iodeto
de propidio (PI). As células positivas para anexina-V foram consideradas apoptoticas e as
células positivas para anexina-V e Pl foram consideradas apoptoticas tardias ou
necroticas. Observamos que o tratamento com H,O, aumentou significativamente a
apoptose de células Eol-1dependente da concentragdo (Figura 8A e 8B). Apos estabelecer
as melhores concentracdes de H,O, para o tratamento da células, o experimento foi
repetido no tempos de 4 e 6 h. Observamos que no tempo de 4h e na concentragao de 1.0
mM, o H,O, aumentou o nimero de células apoptdticas com um numero menor de
células morrendo por necrose (Figura 8 C-F). Por essa razdo, esse tempo e concentracao

de H,O, foram escolhidos para os proximos experimentos.
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Figura 8. H,0; induz apoptose de células EOL-1. Cultura de Eol-1 com H,0,(0.01 mM-10mM) 2h e 4h.
(A) Porcentagem de células positivas para anexina-V apds 2h, 4h e 6h de incubagdo (B, D, F). Cultura de
Eol-1 com H,0, (0.3 mM-10.0 mM) 4h e 6h (C). Cultura de Eol-1 com H,0, (0.3 mM—-3.0 mM) 4h apds
incubagdo. Foram considerados significativos os resultados que apresentaram*p <0.05,**p<0.01,

***p<0.001. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao da média, n=3



Para verificaar se a apoptose de células Eol-1 apds incubacdo com H,O, foi
devido a ativagdo de caspase, Eol-1 foi co-incubada com H,O; e Q-VD-OPh, um pan-
inibidor de caspases. A co-incubacdo de Eol-1 com Q-VD-OPh inibiu o efeito do H,O; na
inducdo de apoptose (Figura 9A-D). Além disso, investigamos a expressao da caspase-3
por western blot, em lisados de células Eol 4h apdés a estimulagdo com diferentes
concentragdes de H,O,. Nossos resultados mostraram que a incubag¢do de Eol-1 com
H,0, aumentou a expressdo de caspase-3 clivada (Figura 9E). Avaliamos também a
apoptose das células morfologicamente por microscopia de luz apds citocentrifugacio e
coloragdo com Diff-Quick™. A andlise morfologica mostrou que as células Eol-1
tratadas com H,O, apresentaram caracteristicas apoptoticas tais como condensagdo da
cromatina e encolhimento do nucleo celular, confirmando os dados de citometria de fluxo

(Figura 9F).
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Figura 9. H,0, induz apoptose de células EOL-1 de maneira dependente de caspases. Eol-1 com H,0,
(1mM) e Q-VD-OPh (10uM) 2h, 4h e 6h (A) Porcentagem de células positivas para anexina V 2h, 4h e 6h
(B) Eol-1 com H,O, (ImM) e Q-VD-OPh (10uM) 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 apoptotica. Os resultados s@o apresentados como média + erro padrdo 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 H,O, (ImM). A figura de Western blot ¢é representativa de 3 experimentos

independentes.
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Objetivo especifico 2. Investigar o efeito do tratamento com H,0; no estresse

oxidativo.

Para verificar se o tratamento com H,O, induziu estresse oxidativo nas células e
se essa modificagdo poderia ser um mecanismo de indu¢do de morte celular, fizemos
ensaios enzimaticos para detec¢do de glutationa reduzida (GSH) e substancias reativas do
acido tiobarbiturico (TBARS) no pulmdo dos animais desafiados com OVA e apos
tratamento com o H,O,. Os resultados mostram que ndo houve alteragdo nos niveis de
glutationa reduzida em nenhum dos grupos estudados (GSH) (Figura 10A). Entretanto, a
resposta inflamatdria alterou os niveis de TBARS, os quais ndo foram modificados pelo
tratamento com H,O; (Figura 10B). Esses dados em conjunto sugerem que o H,O, ndo
aumenta o dano a membrana lipoproteica e indicam que o uso de H,O, ndo causa dano as
células do parénquima pulmonar. Assim, podemos sugerir que o mecanismo de morte
celular induzido pelo tratamento com H;O; ndo acontece por indugdo de estresse

oxidativo e peroxidagao lipidica.
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Figura 10. Avaliacdo do estresse oxidativo apés inducio de asma em camundongos. Camundongos
receberam tratamento com H,0, (0.5 mM) ou PBS i.n, 24 horas apds o desafio com OVA. Apés 30 ou 60
minutos, o pulméo foi retirado para analise dos niveis de glutationa reduzida (GSH) (A) e de substancias
reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) (B). Os animais que receberam PBS no desafio foram
considerados como grupo controle do experimento. Os resultados sdo apresentados como média + erro

padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.



Objetivo especifico 3. Estudar o efeito do tratamento com H,O; na expressiao de
moléculas envolvidas na sobrevivéncia de eosinofilos tais como PI3K, MAP Kinases e

vias de transducio de sinal, principalmente o NfkB.

Uma vez que ndo houve mudanca no balango oxidante/redutor o préoximo passo foi
verificar o efeito do H,O, em moléculas ja identificadas pelo nosso grupo como
importantes para a sobrevida de leucdcitos nos sitios inflamatérios. Inicialmente,
tratamos os animais 24 horas apds o ultimo desafio com OVA, com os inibidores
LY2940002 (inibidor de PI3K), U0126 (inibidor de ERK1/2) ¢ SB203580 (inibidor de
P38). O tratamento com os inibidores reduziu o nimero total de células (Figura 11A), o
niamero de eosindfilos (Figura 11B) e ndo alterou o niumero de células mononucleares
(Figura 11C). Além disso, foi observado um aumento do nimero de células apoptoticas
no LBA (Figura 11D). O H,O; foi utilizado como controle de nossos experimentos. Esse
resultado demonstra a importancia dessas vias para a sobrevida de eosindfilos e para a

resolucdo da resposta inflamatoria alérgica.
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Figura 11. Inibicdo farmacolégica das vias sinalizadoras importantes para a sobrevida de eosindfilos. Os
animais previamente sensibilizados foram desafiados e tratados com os inibidores das vias de sinalizagdo 24 horas
ap6s o ultimo desafio. 24 horas depois as células foram recolhidas por LBA. O nimero total de células (A),
eosinoéfilos vidveis (B), mononucleares (C), eosinéfilos apoptdticos (D) foram avaliados em laminas preparadas em
citocentrifugas. 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 veiculo (-). Os resultados sdo

apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.



Sabendo da importancia dessas vias para a sobrevida de eosindfilos e para a
resolucdo da resposta inflamatoria alérgica, tratamos os camundongos com H,O, e
avaliamos por imunofluorescéncia e microscopia confocal a ativagdo das proteinas
p44/42 (ERK) e p65 (NFkB) fosforiladas. Nossos resultados mostraram que os
eosinéfilos dos animais desafiados com OV A apresentaram um aumento na ativacao das
proteinas p44/42 (ERK) e p65 (NFkB) fosforiladas. Em contrapartida, os eosinéfilos de
animais tratados com H,0O, apresentaram uma reducdo nos niveis de Pp44/42 e Pp65
ativadas. Além disso, essas células exibiram caracteristicas apoptdticas quando

observadas morfologicamente (Figura 12 e Figura 13).
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Figura 12. O tratamento com H,0, reduz a ativacdo de Pp44/42. Camundongos C57 receberam
tratamento com H,0, (0.5 mM) i.n, ou veiculo 24 horas apds o desafio com OVA. Apds 24 horas do
tratamento, a intensidade média de fluorescéncia foi quantificada nos eosindfilos do LBA (A-B). Perfil de
analise de fluorescéncia (C) 60x. Seta branca= eosinofilos. PI = iodeto de propidio-marcador de ntcleo.
Siglec-F= marcador de eosinofilos. Escala: OVA painel superior 29um, painel inferior 6 pm; OVA+H,0,
painel superior 31um, painel inferior 7 pm. Foram considerados significativos os resultados que
apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle positivo (OVA). Os resultados

sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.
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Figura 13. O tratamento com H,0, reduz a ativacdo de Pp65. Camundongos selvagens receberam
tratamento com H,0, (0.5 mM) i.n, ou veiculo 24 horas apds o desafio com OVA. Apds 24 horas do
tratamento, a intensidade média de fluorescéncia foi quantificada nos eosindfilos do LBA (A-B). Perfil de
analise de fluorescéncia (C). 60x. Setas brancas= eosindfilos. PI = iodeto de propidio-marcador de ntcleo.
Siglec-F= marcador de eosindfilos. Escala = OVA painel superior 31pm, painel inferiorl2 upm;
OVA+H,0, painel superior 31pum, painel inferior 8 um. Foram considerados significativos os resultados
que apresentaram P< 0,05 (*) quando comparados aos animais do grupo controle positivo (OVA). Os

resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.



Ap6s a apoptose dos leucocitos um evento esperado € o clearance dessas células
por eferocitose. Para que a eferocitose aconteca ¢ necessario além da morte do leucdcito
por apoptose, a viabilidade dos macrofagos (ou fagocitos profissionais) no nicho
inflamatorio [34]. Corroborando com os dados anteriores que mostraram que H,O, ndo
induziu apoptose de macrofagos, observamos que estas células ndo apresentaram
diferenga na expressao de vias importantes para sua sobrevida (Pp44/42 e Pp65) apos o

tratamento com H,O, (Figura 14 e Figura 15).
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Figura 14. O tratamento com H,0, nio modifica a ativacio de Pp44/42 nos macroéfagos. Camundongos
selvagens receberam tratamento com H,0, (0.5 mM) i.n, ou veiculo 24 horas apds o desafio com OVA. Apods
24 horas do tratamento, a intensidade média de fluorescéncia foi quantificada nos macréfagos do LBA (A-B).
Perfil de analise de fluorescéncia (C). 60x. Setas vermelhas= macrofagos. PI = iodeto de propidio-marcador de

nucleo. Siglec-F= marcador de eosinéfilos. Escala = OVA 41pym, OVA+H,0, =62um. Foram considerados

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

positivo (OVA). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrio da média de 4-6 animais em cada

grupo.
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Figura 15. O tratamento com H,0, nio modifica a ativacio de Pp65 nos macréfagos. Camundongos
selvagens receberam tratamento com H,0, (0.5 mM) i.n, ou veiculo 24 horas ap6s o desafio com OVA. Apds 24
horas do tratamento, a intensidade média de fluorescéncia foi quantificada nos macrofagos do LBA (A-B). Perfil
de analise de fluorescéncia (C). 60x. Setas vermelhas= macrofagos. PI = iodeto de propidio-marcador de ntcleo.

Siglec-F= marcador de eosinofilos. Escala = OVA 25um, OVA+H,O, =31um. Foram considerados

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

positivo (OVA). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada

grupo.



Até o momento demonstramos que o tratamento com H,O, foi eficaz em
aumentar a apoptose de eosinéfilos na inflamagdo alérgica em camundongos. Entretanto,
ndo sabemos se o tratamento afeta a atividade eferocitica dos macréfagos. O proximo
passo foi, entdo, avaliar a eferocitose de células apoptdticas por macrofagos apds o
tratamento com H,O,. Para isso, camundongos tratados ou ndo com H,O, foram injetados
com neutrofilos apoptdticos 72h apds o desafio com zimosan (1mg/kg i.p). Trés horas
depois os animais foram eutanasiados e as células foram recuperadas por lavado
peritoneal. Observamos um aumento de eferocitose em animais previamente tratados com
H,0, que receberam neutréfilos apoptoticos posteriormente (Figura 16). Nesta estratégia
experimental, escolhemos trabalhar com neutrofilos pela facilidade da purificagdo das
mesmas de sangue humano, entretanto, ndo descartamos a possibilidade de avaliar,
posteriormente, o efeito do tratamento com H,O; na eferocitose de eosinofilos e/ou da
linhagem de células EOL-1. Vale a pena ressaltar que neutr6filos humanos também sdo
sensiveis & morte por apoptose apds incubagdo com H,0O, (dados ndo mostrados). Assim,
podemos ressaltar que H,O, induz a apoptose de neutrédfilos, ndo interfere na sobrevida de
macrofagos e aumenta a capacidade eferocitica dessas células, eventos importantes para

resolugdo da inflamacao.
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Figura 16. O tratamento com H,0, aumenta a capacidade eferocitica de macréfagos. Animais
receberam zimosan i.p (Img/animal), 30 minutos antes de receberem 2x10°de neutr6filos apoptoticos — a
apoptose foi estimulada por staurosporina 10 uM — os animais receberam H,O, 75h apds o desafio com
zimosan/3h apos administragdo de células apoptdticas os animais foram eutanasiados e a s células
peritoneais recolhidas para analise morfologica. Foram considerados significativos os resultados que
apresentaram p < 0,05 (¥) quando comparados ao grupo que recebeu somente neutrofilos apoptdticos. Os

resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.



Objetivo especifico 4. Estudar o efeito do tratamento com H,O; na funciao pulmonar

através da medida da hiper-reatividade bronquica.

Para verificar se o tratamento com H,O, melhorou a fun¢do pulmonar, a hiper-
reatividade das vias aéreas (AHR) foi avaliada através da medi¢do da resisténcia
pulmonar (RI) e pardmetros de elastancia em resposta a doses crescentes de metacolina
(3-81 mg/ml) 48 horas ap6s o desafio com ovalbumina, em animais tratados ou ndo com
H,0,. Nossos resultados mostraram que a exposi¢do a OVA aumentou a resisténcia das
vias respiratdrias e a elastancia nos pulmdes em resposta a metacolina inalada quando
comparado com o grupo controle desafiado com PBS. Em contrapartida, os animais que
receberam o tratamento com H,O; apresentaram menor hiper-reatividade das vias aéreas

(Figura 17).
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Figura 17. Avaliacio da funcio pulmonar apés o tratamento com H,0,. Resisténcia das vias respiratorias e
elastancia apds doses crescentes de metacolina. HyO, (0.5M) ou veiculo (30 pl PBS) foram administrados i.n. 24
ap6s a indugdo da asma. Resistencia (A) e elastincia (B) das vias aéreas foram mensuradas em resposta ao
aumento de doses de metacolina (3, 9, 27, 81mg/mL) 24h apds 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 veiculo (OVA). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média

de 10 animais em cada grupo.



A andlise do parénquima pulmonar de camundongos desafiados com OVA
demonstrou um aumento no infiltrado de eosinofilos em comparacdo com o0s
camundongos desafiados com PBS (Figura 18A e 18C). Os camundongos desafiados
com OVA que receberam tratamento com H,0,, apresentaram redu¢do no infiltrado
eosinofilico no parénquima pulmonar 48h apds o desafio antigénico (Figura 18A e 18D).
Para avaliar a produ¢do de muco, as sec¢des de tecido de pulmdo foram coradas com
acido periddico de Schiff. A analise das vias aéreas demonstraram metaplasia de células
caliciformes e acimulo de muco 48h ap6s o ultimo desafio com OVA em camundongos
previamente sensibilizados (Figura 18E e 18G). O tratamento com H,O, reduziu o
acimulo 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 secc¢des pulmonares foram também coradas com tricrdmico de Gomori e
as analises histologicas demonstraram um aumento de deposicdo de matriz extracelular
na regido peribronquiolar em camundongos desafiados com OVA em compara¢ao com os
camundongos desafiados com PBS (Figura 18I e 18K). O tratamento com H,0, diminuiu
a deposi¢do de matriz extracelular nos camundongos desafiados com OVA ( Figura 181 e

18D).
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Figura 18. Efeito do H,O, no remodelamento e deposicio de muco. Infiltrado de leucécitos na regido bronquica
pulmonar corados com hematoxilina e eosina (H & E) ou Sirius Red (pH 10,2) (A-D). Produgdo de muco nas vias aéreas
corados com Hematoxilina e acido peridodico de Schiff (PAS) (E-H). 400x. Fibrose peribronquica corada com
hematoxilina e eosina ¢ uma combinagdo de Gomori (I-L). 200x. Foram considerados significativos os resultados que
apresentaram P< 0,05 (¥*) quando comparados ao grupo veiculo (-). Os resultados sdo apresentados como média + erro

padrido da média de 10 animais em cada grupo.



Objetivo especifico 5. Estudar o efeito do tratamento com H,O; na producio das
citocinas e quimiocinas inflamatorias potencialmente importantes para aumento da
sobrevida de eosinofilos 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 colonia de macrofago-granulocito (GM-CSF) e TNF-a.

As respostas inflamatdrias alérgicas sdo coordenadas pela producdo de diferentes
citocinas, tais como, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, GM-CSF, TNF-qa, IL-10 ¢ TGF-j ¢
quimiocinas [102-106]. Para verificar o perfil dessas citocinas na resposta inflamatoria
alérgica apo6s o tratamento com H,O,, fizemos ensaios de ELISA no tecido pulmonar.
Nossos resultados mostram que a exposicdo a OVA em camundongos previamente
sensibilizados induziu um aumento na produgdo de CCL11, CCL24, IL-4 , IL-5 e TNF-a.
Em contrapartida, os resultados mostraram que o tratamento com H;O, diminuiu as
concentragdes de todas essas citocinas 48 horas apds a exposicdo ao antigeno. Nao
observamos alteracao nos niveis de IL-10, 1L-13 e TGF-f neste tempo (Tabela 1). Esses

dados também corroboram com os dados de fun¢ado pulmonar.



Tabela 1. Niveis de citocinas no pulmao (pg/ml).

Citocinas PBS OVA H,0,
CCLI1 743 +152 9109 + 5063* 5845 + 2048"
CCL24 903 + 245 11956 + 6304* 6896 +1143#
1L-4 110+ 32 238 £149* 127 + 34%
IL-5 847 + 84 1226+445% 829 + 140%
IL-10 671 + 80 447 £128 484+ 68
IL-13 809 + 137 938+109 793 + 131
TNF-a 182 + 41 310 £ 135% 157 + 45%
TGE-p 540+ 73 493 + 57 487+ 91

* diferenca significativa com o grupo controle (p<0,05)
# diferenca significativa com o grupo veiculo (p<0,05)

Mean + SD

TNF-a.= fator de necrose tumoral alfa

IL-4= interleucina 4
IL-5=interleucina 5



DISCUSSAO

No processo inflamatorio, para que haja um minimo de dano tecidual um
programa de resolugdo precisa ser ativado. Assim, o entendimento das vias especificas
envolvidas na permanéncia de leucdcitos no tecido ¢ de grande interesse para o
desenvolvimento de estratégias capazes de interferir na resposta inflamatoria. Ja ¢ sabido
que o H,O, ¢ um importante mediador proé- inflamatorio [107]. Entretanto, nosso trabalho
demonstra que espécies reativas de oxigénio podem ter um papel pro-resolutivo, atuando
no controle do actimulo de leucocitos durante uma resposta inflamatoria alérgica. Esta
hipotese ¢ apoiada pelos seguintes achados: (i) H,O, acelera a resolugdo de inflamagao
das vias aéreas através da apoptose de eosindfilos em camundongos e aumento da
eferocitose; (ii) H>O; induz a apoptose de uma linhagem de eosino6filos humanos (células
EOL-1); (ii1)) H2O, diminui a secre¢cdo de muco, a deposicdo de matriz extracelular, a
producgdo de citocinas inflamatoérias com consequente melhora da fun¢do pulmonar; (iv)

H,O: inibe proteinas importantes para sobrevida de leucocitos.

Em nosso estudo, constatamos que a administracdo exdgena de H,O, no pico da
resposta inflamatdria diminui o nimero de eosinéfilos vidveis e aumenta o nimero de
eosin6filos em apoptose em um modelo experimental de asma alérgica, adiantando o
processo de resolucdo. A estratégia utilizada de realizar o tratamento no pico de acumulo
de eosinofilos ¢ muito importante uma vez que, na clinica, ndo se sabe quando o paciente
ira inflamar e quando este procura atendimento médico a inflamagdo ja esta instalada. E
conhecido que a ativagdo de caspases iniciadoras e efetoras ¢ essencial para
desencadeamento da apoptose [39]. Neste trabalho, demonstramos que o tratamento com
o inibidor de caspases zVAD-fmk impediu a apoptose e a resolucdo da inflamacdo
eosinofilica. Demonstramos também que eosindfilos de camundongos tratados com H,O,

apresentaram um aumento na expressdo de caspase-3. Estes resultados mostram que a



morte celular induzida pelo H,O, ¢ dependente da ativacdo de caspase-3. Em conjunto,
esses dados confirmaram os dados de analise morfologica e sdo consistentes com nossos
estudos anteriores que mostraram que a administracdo de H,O, no pico da inflamacao
aumenta o acumulo de proteinas pro-apoptoticas e caspase-3 no modelo de artrite
induzida por antigeno [67]. Demonstramos também que H,O, induziu apoptose em
células Eol-1, linhagem eosinofilica humana e em neutréfilos purificados de sangue
humano (dados ndo mostrados), sugerindo que H,O, tem efeito direto no leucdcito,
podendo ser relevante para tratar doencas alérgicas humanas. Contudo, temos que testar
esse efeito em eosinofilos purificados de sangue humano ou de fluidos de lavado bronco-
alveolar.

Apobs a apoptose um evento esperado ¢ a remocao dessas células apoptoticas por
eferocitose. Para que a eferocitose acontega ¢ necessario que os macréfagos permanecam
viaveis e ativados no nicho inflamatorio [34]. N6s mostramos em nosso trabalho que
H,0, induziu morte seletiva em eosinofilos. Células mononucleares como linfocitos e
macrofagos permaneceram viaveis apos o tratamento com H,O,. Além disso, observamos
que o tratamento com H>O, aumentou a capacidade eferocitica dos macréfagos. Diversos
trabalhos t€ém demonstrado a importancia da eferocitose para resolucdo da resposta
inflamatoria. A eferocitose mantém a homeostase do tecido por executar a remogdo e
degradacdo das células em apoptose e proteger as células adjacentes do conteudo
altamente inflamatorio e imunogénico das células que morrem [108]. Algumas moléculas
tem se mostrado eficazes em otimizar essa forma de clearance celular como a anexina Al

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

J& foi demonstrado que espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo liberadas durante
a resposta inflamatéria e regulam a sobrevivéncia celular [77] estando envolvidas na
apoptose de neutrdfilos [67, 112]. Em células em repouso, os componentes do complexo

enzimatico NADPH oxidase estdo distribuidos no citosol € na membrana plasmatica.



Quando a célula ¢ ativada, os componentes citosdlicos migram para a membrana
plasmatica, onde se associam aos componentes da membrana. Essa associagdo ativa a
NADPH oxidase que produz ROS. Animais deficientes na subunidade de membrana
gp91°™* da NADPH oxidase (que possuem a NADPH oxidase ndo funcional) apresentam
uma resposta inflamatoria prolongada [67, 113]. Em contraste, a administragdo exogena
de SOD, enzima que gera H,O,, ou ainda do préprio H,O, acelera a resolucdo da
inflamacdo e resulta em um maior numero de eosinéfilos apoptdticos 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
H,0, em H,O e Oy, atrasa a resolucdo da inflamagdo [67, 113]. O mesmo efeito foi
observado em neutrdfilos no modelo de artrite induzida por antigeno [67, 113]. Além
disso, H,O, induz a apoptose em células epiteliais [80], células endoteliais [81],
hepatocitos humanos [83] e midcitos [114]. ROS poderia estar ativando a via de apoptose
através da abertura dos poros de permeabilidade da membrana mitocondrial (MMPP)
forcando a liberacdo de citocromo ¢ que leva a ativacdo intrinseca de caspases [115].
Esses dados ressaltam um novo papel para as ROS durante o curso de uma resposta
inflamatoria: participar do controle da inflamagao. Esse papel duplo, inflamatério e pro-
resolutivo, ja foi descrito para alguns mediadores lipidicos incluindo as prostaglandinas
[116-118]. Assim, término adequado da inflamagdo esta associado a um inicio adequado
da resposta inflamatoéria, ou seja, a producdo de mediadores pro-inflamatorios governam

o processo de resolugdo.

O H;0, promove a resolu¢do da resposta inflamatoria por induzir apoptose em
eosinofilos, entretanto, os mecanismos pelos quais isso acontece sdo desconhecidos.
Uma grande variedade de estimulos pode desencadear a apoptose, dentre esses o estresse
oxidativo [119]. O estado redox das células ¢ uma conseqiiéncia do balango entre os

niveis de ROS e anti-oxidantes [120]. Em condi¢des de estresse oxidativo as células



apresentam dois mecanismos de defesa antioxidante importantes: um tampao redutor tiol,
a glutationa GSH (y-glutamil-cisteinil-glicina) e um sistema enzimatico composto pela
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) [121]. Uma
queda na concentracao de GSH celular tem sido relatada como sendo um evento precoce
na cascata apoptotica induzidas por receptores de morte [122], sinalizagdo apoptdtica
mitocondrial [123] e o estresse oxidativo [124]. Além disso, na presenca de ROS, os
fosfolipideos da membrana celular podem sofrer degradac¢do por peroxidacdo resultando
em mudangas na estrutura e permeabilidade da membrana, perda da seletividade da troca
i0nica, liberagdo do contetido de organelas, tais como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos, dentre eles, o0 malondialdeido (MDA) e
tendo como consequencia a morte celular [115, 125]. Assim, verificamos se 0 mecanismo
de inducdo de morte celular através do tratamento com H,O, aconteceu por indugdo de
estresse oxidativo nas células. Os resultados mostraram que ndo houve alteragdo no
balango oxidante/redutor e o tratamento com H,O, ndo aumentou o dano a membrana
plasmatica uma vez que os niveis de glutationa reduzida (GSH) e TBARS ndo sofreram
nenhuma alteragdo. Esse resultado sugere que H,O, ndo promove a apoptose dos
eosindfilos por induzir estresse oxidativo ou peroxidacdo de lipideos da membrana

celular.

Outro mecanismo associado a inducdo de apoptose de leucocitos € a inibi¢do das
vias intracelulares que estimulam ou mantém a sobrevida celular. Em leucocitos, algumas
vias de sobrevida sdo dependentes da ativagdo da PI3K/PKB/Akt, MAPK-ERKI1/2 e
MAPK-P38. Estas vias acabam convergindo para ativacdo do fator de transcricdo NF-«xB,
importante fator de transcri¢do associado a manutencdo da sobrevida de leucocitos em
sitios inflamatorios [126]. De fato, ja foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa,
utilizando o modelo de inflamagdo induzida na pleura, que a via de sinalizagdo

estimulada por PI3K ¢ importante para a permanéncia de leucécitos na cavidade pleural



[85]. Além disso, inibicdo de PKB/Akt pode contribuir para a resolugdo da resposta
inflamatoria [127]. Ja foi demonstrado que H,O, é necessario para a resolucdo natural da
inflamacao neutrofilica e o seu aumento (exdgeno ou enddgeno) inibe a ativagdo da via
da PI3K/NF-«kB induzindo a apoptose de neutrédfilos [67]. [96]. A inibi¢do de outra via de
sinalizagdo importante na sobrevida celular ERK1/2, também j4 foi demonstrado estar
envolvida com o processo de resolucdo em um modelo de pleurisia [128]. Neste trabalho
mostramos que a inibicdo de vias de transducdo de sinal PI3K/Akt, MAPk-ERK1/2 e
MAPK-P38, realmente, adiantou a resolu¢do da inflamacdo eosinofilica através da
inducdo de apoptose e o tratamento com H,O; interferiu na fosforilacdo de p44/42 (ERK
1/2) e p65 (subunidade de ativagdo de NF-«kB). Portanto, H,O, resolve a inflamacao
eosinofilica no modelo experimental de asma através da inibicdo de vias de sobrevida
como MAPK e fatores de transcrigdo como NF-«kB, resultando na morte programada de

eosinofilos.

Durante uma resposta inflamatoria aguda, nosso organismo desencadeia um
elaborado mecanismo de resolucdo. Entretanto, a perpetuacdo da resposta inflamatoria
pode causar lesdes irreversiveis no parénquima do o¢rgdo. Uma das principais
consequéncias de uma resolu¢do adequada da resposta inflamatdéria ¢ manutengdo da
fun¢do do orgao afetado. Para que o tecido pulmonar retorne a homestase ¢ necessario
que ocorra uma diminui¢do acentuada nos niveis de citocinas como IL-4, IL-5 ¢ TNF-a e
quimiocinas como CCL11 e CCL24, consideradas essenciais para o desenvolvimento de
hiper-reatividade, produ¢do de muco e de fibrose na asma [129-133]. Nossos resultados
mostram que o tratamento com H,0O, reduziu estas citocinas e quimiocinas inflamatorias,
o acumulo de eosinofilos, a deposi¢do de muco, a hiper-reatividade e remodelamento das
vias aéreas. Em conjunto estes dados sugerem que a inibi¢do de vias de sobrevida, a
diminui¢do do numero de eosinofilos e consequente reducdo na producdo e expressao de

citocinas e quimiocinas podem ser um dos mecanismos pelo qual o tratamento com H,O,



diminui a hiper-reatividade e remodelamento das vias aéreas mantendo a funcdo

pulmonar.



CONCLUSAO E RELEVANCIA DOS RESULTADOS

Em suma, os dados apresentados neste trabalho claramente apontam para um
efeito pro-resolutivo de H,O, na inflamagdo alérgica, por induzir a apoptose de
eosinofilos e inibir vias associadas a sobrevida celular. De maneira importante, H,O,
mantém a integridade e funcdo do tecido. Estes resultados poderam ter implicacdes
fundamentais para o conceito basico de resolucdo da inflamagdo e pode ter implicagdes

terapéuticas.
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Induction of eosinophil apoptosis by hydrogen
peroxide promotes the resolution of allergic
inflammation

OPEN

AC Reis™?% AL Alessandri®®, RM Athayde™2, DA Perez'?, JP Vago®, TV Avila®, TP T Ferreira®, ACS de Arantes®, D de S4 Coutinho®,
MA Rachid’, LP Sousa®, MA Martins®, GB Menezes', AG Rossi’, MM Teixeira® and V Pinho*'?

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 effect of reactive oxygen species in the resolution of allergic inflammatory
responses. 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 models 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. Hydrogen peroxide accelerates resolution of airway inflammation by
induction of caspase-dependent apoptosis of eosinophils and decrease remodeling, mucus deposition, inflammatory cytokine
production and airway hyperreactivity. Moreover, the inhibition of reactive oxygen species production by apocynin or in
gp91 Phox—/= mice prolonged the inflammatory response. Hydrogen peroxide induces Eol-1 apoptosis in vitro and enhances the
resolution of inflammation and improves lung function in vivo by inducing caspase-dependent apoptosis of eosinophils.

Cell Death and Disease (2015) 6, €1632; doi:10.1038/cddis.2014.580; published online 12 February 2015

Eosinophils express numerous receptors and secrete a wide
variety of inflammatory mediators that influence many innate
and adaptive immune responses. These multifunctional cells
are importantin the defense against helminth infection and are
involved in the pathogenesis of many eosinophilic dominant
allergic diseases." High levels of eosinophil granule proteins
(such as major basic protein (MBP)) have been found in
bronchoalveolar lavage fluid from patients with asthma and
evidence indicates that high-concentration granule products
have contributed to the development of airway hyperreactivity
(AHR), a cardinal feature of asthma.2 Asthma is an inflamma-
tory disease of the airways with participation of many cell
types including leukocytes especially eosinophils and
lymphocytes.?* Activation of these cells (mainly lymphocytes)
leads to the release of proinflammatory mediators and
cytokines such as leukotriene B, interleukin-4 (IL-4),

interleukin-5 (IL-5), interleukin-9 (IL-9), interleukin-13 (IL-13)
and colony-stimulating factor granulocyte-macrophage
(GM-CSF).>*7 Investigations using preclinical animal models
of asthma and clinical studies in patients with asthma have
demonstrated that the presence of eosinophils in the lungs are
associated with epithelial damage, goblet cell hyperplasia,
smooth muscle hypertrophy and airway hyperresponsiveness
resulting in airflow limitation which can be fatal.>#='° Recently,
anti-IL-5 treatment has been shown to ameliorate lung
function in patients with eosinophilic asthma.”

Apoptosis of leukocytes is regarded as an important
process for the successful resolution of inflammatory
responses. Reduced eosinophil apoptosis in bronchoalveolar
lavage (BAL) fluid has been shown to correlate positively
with severity of asthma.®'2-'* Indeed, defective leukocyte
apoptosis and subsequent removal of apoptotic cells by
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phagocytes is thought to be important for the initiation and
propagation of chronic inflammatory diseases such as
asthma.'® Therefore, a balance in the tissue microenviron-
ment between pro- and antiapoptotic signals is likely to greatly
influence the load of eosinophils in the asthmatic lung.'® Thus,
there is a great interest in understanding the mechanisms
responsible for the elimination of eosinophils and other
leukocytes and inactivation of proinflammatory mediators in
inflammatory sites.'”

Several molecular pathways have been shown to modulate
the survival and death of leukocytes at sites of inflammation,
including reactive oxygen species (ROS).'® ROS are a family
of molecules containing oxygen and includes hydrogen
peroxide (H20,), superoxide Oz, hydroxyl radical (OH) and
nitric oxide (NO).' In inflammatory conditions, ROS are
increased as they help in neutralizing invading organisms
during infection either directly or indirectly by formation of
extracellular traps (ETs).2° ROS have traditionally been
regarded as quintessentially proinflammatory. However, evi-
dence for ROS-mediated anti-inflammatory actions has been
described.?’ The importance for ROS production in the
context of infection can be exemplified in patients with chronic
granulomatous disease (CGD) where defective production in
ROS results in multiple infections and often early death.2223
Furthermore, studies in mouse models have shown that
NADPH oxidase is key for regulating lung inflammation and
injury as well as NF-xB activation and downstream cytokine
production in response to LPS.2* More recently, our group has
demonstrated that NADPH oxidase-derived H,O, is directly
linked to induction of apoptosis of neutrophils and resolution of
inflammation in a model of antigen-induced arthritis.'®
However, the role of ROS in the context of the resolution of
allergic inflammation is still unknown.

Here, we evaluated whether H,O, drives apoptosis of
eosinophils and thereby influences the resolution of estab-
lished eosinophilic inflammation and reduction of airflow
obstruction. Our study provides evidence that H,O, is
released during allergic inflammation in a gp91P"* =/~ -depen-
dent manner and induces a caspase-dependent proapoptotic
effectin eosinophils, thus having a crucial role in the resolution
of allergic inflammation.

Results

Kinetics of inflammation response after asthma induc-
tion in mice. We used a well-established murine model of
asthma previously described by Stock et al? In this
model, the inflammatory response was characterized by
accumulation of leukocytes detectable at 12h and that
reached maximal at 24-48h after challenge with OVA
(Supplementary Figure 1A). There was predominant accu-
mulation of neutrophils at 12h after antigenic challenge
(Supplementary Figure 1B). Twenty-four hours after chal-
lenge, the number of neutrophils dropped and there was
increased accumulation of eosinophils. The natural resolution
of eosinophilic inflammation was initiated at 48 h and virtually
completed at 72h after antigen challenge (Supplementary
Figure 1C). Likewise, similar results were obtained in an
allergic pleurisy model in which there is also acute
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self-resolving eosinophilic inflammation (Supplementary
Figure 2A). Importantly, the increased number of mono-
nuclear cells at 12h and 48h after antigen challenge
coincided with the decrease of neutrophils and eosinophils,
respectively (Supplementary Figure 1D).

Treatment with H,O, or SOD decreases eosinophil
accumulation in asthma models. Next experiments were
designed to investigate the ability of H,O, to resolve
eosinophilic inflammation in vivo. We treated mice with
SOD or H,0, 24h after OVA challenge, a time point at
which the number of neutrophils is close to basal levels and
eosinophil numbers are maximal. Treatment with SOD, which
increases production of endogenous H,O,, or exogenous
H,0, treatment decreased the number of eosinophils in the
BAL (Figure 1a) and reduced the levels of eosinophilic
peroxidase (EPO) in the lung (Figure 1b). Treatment with
catalase, which degrades H,O,, prevented the proresolving
effects of SOD (Figures 1a and b). The lung parenchyma of
challenged mice exhibited intense infiltration of inflammatory
cells and loss of pulmonary architecture 48 h after antigen
challenge when compared with the control group (PBS)
(Figures 1c and d). Mice that received H,O, at 24 h showed
reduced parenchymal inflammation (Figure 1e). Likewise,
treatment with SOD was associated with less parenchymal
inflammation and administration of catalase prevented the
anti-inflammatory actions of SOD (data not shown). Likewise,
similar results were obtained in an allergic pleurisy model
(Supplementary Figures 2B and C).

gp91P"°* deficiency extends the duration of allergic
inflammation. Because treatment with H,O, resolved eosi-
nophilic inflammation, a series of experiments were then
performed in gp91P"™*~/~ mice, which lack the ability to
assemble the NADPH oxidase and have decreased capacity
to generate ROS."® ROS production in gp91P"*~'~ mice was
significantly lower when compared to wild-type mice
(Figure 2a). In these mice, natural resolution of eosinophilic
inflammation, which usually is complete within 72h in WT
mice, was not observed even at 96 h after antigen challenge
(Figure 2b). Likewise, intranasal treatment with apocynin (an
inhibitor of NADPH oxidase) at a dose of 10 mg/kg prevented
natural resolution of eosinophilic inflammation at 72 and 96 h
after challenge (Figure 2b).

The histopathological analysis of lung sections showed that
within 72h the inflammation was present only in focal
segments in wild-type mice (WT) and lung tissue was mostly
preserved (Figure 2d). In contrast, there was much infiltration
of inflammatory cells and derangement of tissue architecture
at 72h in gp91P"™~~ mice exposed to antigen when
compared with the control group (PBS, Figures 2d and e).

H>0, treatment induced caspase-dependent apoptosis of
eosinophils. Considering that the generation of endogen-
ous HO, (via treatment with SOD) and administration of
H2O, reduced the number of eosinophils, we investigated
whether death of eosinophils via apoptosis could underlie the
resolution of eosinophilic inflammation. Indeed, there was
significant increase in the number of apoptotic eosinophils as
observed morphologically in mice treated with either SOD
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or HoO; (Figures 3a and d—g and Supplementary Figure 2D)
and demonstrated by flow cytometric analysis (Figure 3b). In
mice treated with H,O,, there was an increase in expression
of annexin V-FITC+ in CCR3+ cells at 2h after treatment
(Figure 3b). These data were confirmed by increased staining
for cleaved caspase-3 in eosinophils, but not in mononuclear
cells, in BAL from ova-challenged mice treated with HoO,
(Supplementary Figure 3). In contrast, T cells were not
affected by HxO, (% of cells CD3+/AnnX-V+: PBS:
0.69+0.24; OVA: 0.74+0.18, OVA+H,O,: 1.04+0.22
P>0.05, n=6), suggesting that H,O, treatment affected
eosinophils more specifically. Treatment of animals with
zVAD-fmk, a pan-caspase inhibitor, reversed the proresolu-
tion actions of H,O,, demonstrating the caspase dependency
of the resolution of eosinophilic inflammation (Figure 3c).

H.0. induces concentration-dependent apoptosis of an
eosinophilic cell line in vitro. Next, we evaluated whether
H2O, could induce directly the apoptosis of a human
eosinophil cell line, Eol-1. This cell line has been extensively
used as a model of eosinophil function, including chemotaxis,
mediator release and apoptosis induction.?®2” Eol-1 cells
were incubated for a 4-h period with increasing concentra-
tions of 0.3, 1.0 and 3.0mM HzO,. Annexin-V-positive

cells were considered apoptotic cells and annexin-V/PI
dual-positive cells were considered late apoptotic/secondarily
necrotic cells. H,O, markedly increased apoptosis of Eol-1
cells in a concentration-dependent manner (Figure 4a). In
order to confirm that Eol-1 cells undergo apoptosis following
incubation with H,O,, Eol-1 was coincubated with H,O, and
Q-VD-OPh, a highly effective pan-caspase inhibitor. Coin-
cubation of Eol-1 with Q-VD-OPh abrogated the ability of
H20O5 to induce apoptosis (Figure 4b). To demonstrate further
the role of caspase-3 in Eol-1 apoptosis induced by H,O,, we
performed western blot analysis to investigate expression of
cleaved caspase-3 on lysates from Eol-1 cells 4h after
stimulation with different concentrations of HO,. H,O, caused
caspase-3 cleavage when compared with cells treated with
media alone (Figure 4c). Apoptosis was also assessed
morphologically using light microscopy after cytocentrifugation
and staining with Diff-Quick. We observed that apoptotic Eol-1
cells exhibited nuclear condensation and cellular shrinkage,
confirming flow cytometric data (data not shown).

H,0, reduces airway hyperreactivity to methacholine.
Airway hyperreactivity (AHR) has been studied in a well-
established murine model of asthma.?® In this model, the
time course of the eosinophilic infiltrate was similar to that

w
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observed in our previous experiments (see Supplementary
Figure 4 and compare with Supplementary Figure 1). Akin to
experiments described previously, delayed treatment with
H20. resolved the eosinophilic infiltrate in the BAL at 48 h
after antigen challenge (Figures 5a and d) when compared
with the control group (PBS, Figures 5a and b). In these mice,
AHR was assessed by measuring airway resistance (RI)
and lung elastance parameters in mechanically ventilated
animals. As shown in Figure 6, antigen challenge with OVA
exacerbated airway resistance and elastance of the lungs in
response to inhaled methacholine (3-81 mg/ml), as com-
pared with the control group challenged with PBS. Treatment
with HoO, reduced AHR, as seen by decreased airway
resistance and elastance (Figure 6).

Effect of H,0, administration on mucus deposition and
lung remodeling. To evaluate mucus production, sections of
lung tissue were stained with periodic acid-Schiff. The
analysis of airway mucins demonstrated significant metapla-
sia of goblet cells and mucus accumulation at 48 h after the
last OVA challenge in actively sensitized mice (Figures 5e
and g) in comparison with the control group (PBS) (Figure 5f).
Treatment with HoO, reduced OVA-induced mucus accumu-
lation and the percentage of mucus producing cells to
values similar to those observed in nonallergic controls
(Figures 5e, f and h). The lung sections stained with Gomori
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trichrome demonstrated that OVA mice had increased
peribronchiolar matrix deposition as compared with the
PBS mice (Figures 5i-). Quantitative analyses demonstrated
that delayed treatment with H,O, prevented extracellular
matrix deposition in challenged mice (Figures 5i and I).
Furthermore, H,O, treatment decreased concentrations
of CCL11, CCL24, IL-4, IL-5 and TNF-a that were measured
at 48 h after antigen challenge (Table 1).

Discussion

There is strong evidence indicating an important role for
eosinophils in the pathogenesis of allergic diseases through
the release of a variety of inflammatory mediators, including
MBP, EPO and cytokines.! Here, we evaluated the role of
endogenous and effects of exogenous administration of H,O,
in the context of resolution of allergic inflammation. The results
presented here can be summarized as follows: (i) treatment
with H,O, or strategies that enhanced H,O, reduced
eosinophil accumulation in the BAL and lung tissue; (i) H202
promoted resolution of inflammation by inducing caspase-
dependent apoptosis of eosinophils in vivo; (i) HO, also
induced caspase-dependent apoptosis of a human eosino-
philic cell line in vitro. (iv) HoO, derived from NADPH oxidase
was necessary for natural resolution of allergic inflammation;
(v) finally, treatment with HoO, decreased secretion of mucus,



H»0, resolves allergic inflammation @

AC Reis et al
5
a
o 1519
<
g *
3 T
9 10 1
]
§ *
o T
g 57
g #
Q I o I
< 0 T T T T
PBS - catalase  H,0,
SOD
48 hours after OVA challenge
251
P *
8 204 [
>
£
£ 151
&
.
& 10- -
(&)
O
G 51
L
0 T T T
PBS - H,0,
26 hours after OVA challenge
c
é 3 T *
£ T
=3
=, T
E
&
£
§ 11 #
=}
8 ’l|
5
PBS - +ZVAD
SOD
48 hours after OVA challenge

Figure 3 H,0, induces apoptosis of eosinophils. SOD (0.3 mg/kg), SOD+catalase (1.2 mg/kg), H,O, (0.5M) or vehicle (30 ul PBS) i.n. Apoptotic morphology (a) Cells
expressing Annexin V-FITC+CCR3+ (b). Eosinophils after zZVAD-fmk administration (1 mg/kg, i.p) (c). Cell types. Red arrow normal eosinophil. Black arrow: eosinophil with
apoptotic morphology. PBS (d) asthma () SOD (f) H;0 (g). 100x Scale: 50um. Data represent mean + S.EM. (n=5). *P< 0.05 versus control mice. *P< 0.05 versus OVA mice

extracellular matrix deposition, inflammatory cytokine produc- In our experiments, we have demonstrated that endogen-
tion and decreased AHR induced by antigen. Altogether, these ous or exogenous H,O resolved eosinophilic inflammation in
results demonstrate a clear proresolving effect of HoO, in two different models of the allergic response. In the asthma

allergic inflammation in vivo.

model, this event correlated with increased number of
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apoptotic eosinophils. This is similar to the role of H,O, in a
model of arthritis, in which H,O, limits inflammation asso-
ciated with induction of caspase-dependent apoptosis of
neutrophils.’® In fact, blockade of caspases with a pan-
caspase inhibitor, zZVAD-fmk, prevented apoptosis and the
resolution of eosinophilic inflammation induced by H.O,
consistent with our previous studies on neutrophils. HO»
has been shown to induce apoptosis in culture of different cell
types including human hepatocyte cells,?® epithelial cells,*°
endothelial cells®! and myocytes.®2 Here, we demonstrate that
H»0, also induced apoptosis of a human eosinophilic cell line,
as by assessed by flow cytometry, light microscopy and
cleavage of caspase-3 assessed by western blotting. The
experiments using Eol-1 cells suggest that this pathway may
be relevant in humans and clearly deserve further investiga-
tion in human disease. Indeed, ROS have been reported to
increase apoptosis of human eosinophils.3%3* Therefore, our
evidence suggests that resolution of eosinophilic inflammation
by endogenous or exogenous HpO; is due to the capacity of
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this molecule to induce caspase-dependent apoptosis of
eosinophils.

Results in gp91phox-deficient mice showed that influx was
not altered but persistency of eosinophils in tissues was
greatly prolonged. Moreover, the intranasal treatment with an
inhibitor of NADPH oxidase delayed the resolution of
inflammatory response. It has been reported that in conditions
of oxidative stress, the NADPH oxidase complex catalyzes
electron transfer from NADPH to molecular oxygen and
generates superoxide anions (Oz). The superoxide dismu-
tase (SOD) degrades O3 in H,O and produces H,05.22 Our
work is the first to describe the importance of the oxidative
pathway involving NADPH oxidase to resolve eosinophilic
response. This is consistent with other studies in mice, which
showed that gp91P"™*~/~ mice had delayed resolution of
neutrophilic inflammation and this process was reversed by
administration of exogenous H»O, in a model of antigen-
induced arthritis.'® These data support the concept that ROS,
which are generated by the phagocytic NADPH oxidase and
commonly considered harmful mediators of acute inflamma-
tion, have a role in limiting inflammation and may be pivotal in
resolving acute inflammation.®® Indeed, our results show that
H20, not only induces resolution of inflammation, but it is also
relevant in the context of the natural resolution of eosinophilic
inflammation. Recent data show that administration of SOD
accelerates resolution of inflammation associated to antigen-
induced arthritis resulting in increased number of apoptotic
neutrophils. This coincided with activation of caspase-3 and
increased Bax expression in neutrophils recovered from the
articular cavity."”® We also investigated whether reactive
nitrogen species (RNS) participate in the resolution of the
inflammatory response in the model of allergic asthma. It was
observed that in the absence of NO production by iNOS there
was no change in the resolution of allergic inflammation
(Supplementary Figure 5). RNS such as NO are involved in
the inflammatory process in the airways of asthmatic patients.
NO has also been shown to be involved in the regulation of
apoptosis: it can prevent or induce apoptosis depending upon
the cell type and the concentration in which it is produced. 36-°
The data suggest that RNS are not essential for resolution of
allergic inflammation.

Our results showed that in addition to resolving eosinophilic
inflammation, treatment with H,O, had major physiological
consequences in a model of allergic asthma. Indeed,
treatment with H,O,, greatly reduced eosinophil accumulation,
changes in airway reactivity, remodeling and mucus deposi-
tion induced by antigen challenge of immunized mice.
Cytokines, including IL-4, IL-5 and TNF-a, and chemokines
(CCL11 and CCL24) are thought to be involved in eosinophil
accumulation and linked to pathophysiology of allergic
disease.*'™* There is also evidence that IL-5 and TNF-a
promote eosinophil survival in vitro.***” In addition, CCL11
and CCL24 are important for eosinophil recruitment from the
blood to the parenchyma and then into the airway.“B However,
the evidence that antibody or drugs targeting these cytokines
or chemokine induce resolution of eosinophilic inflammation
in vivois scanty. In addition, IL-4, IL-5 and TNF-a are essential
for the development of AHR, mucus production and fibrosis in
asthma.*®=%" Similarly, chemokines, such as CCL11 and
CCL24, may also contribute to AHR and fibrogenesis in
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animal models of asthma.*>*® In our studies, there was a
marked decrease in levels of these cytokines, which accom-
panied the resolution of the eosinophil numbers. Resolution of
inflammation is known to exert potent anti-inflammatory
effects and decrease of production of proinflammatory
cytokines, > suggesting that decreased levels of TNF, IL-5,
IL-4 and chemokines are likely a consequence of the anti-
inflammatory action of the resolution process. Alternatively, it
is also possible that ROS induced a primary decrease of
cytokines that could have then accounted for eosinophil
apoptosis and in the resolution of eosinophilic inflammation.

The latter possibility is more difficult to ascertain in the in vivo
situation and clearly more studies are needed to convincingly
show that blockade of cytokines alter survival of eosinophils
in vivo, as demonstrated in vitro. Whatever the mechanism,
direct effect on eosinophils (shown here) or an indirect action
via decrease on survival factors, our data clearly demonstrate
the proresolving effects of H,O, in the context of eosinophilic
inflammation.Taken together our findings show that exogen-
ous or endogenous generation of H,O, resolve allergic
inflammation by inducing eosinophil apoptosis in a caspase-
dependent manner. Induction of eosinophil apoptosis by H,O5

Cell Death and Disease
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Table 1 Levels of cytokines in lung (pg/ml)

Cytokines PBS OVA H20,
CCL11 743+152 9109 +5063% 5845 +2048°
CCL24 903 +245 11956 + 63042 6896 + 1143°
IL-4 110+ 32 238+ 1497 127 £34°
IL-5 847+84 1226 +445°% 829+ 140°
TNF-a 182+ 41 310+135% 157 +45°

Abbreviations: TNF-a, tumor necrosis factor alpha; IL-4, interleukin-4; IL-5,
interleukin-5

aSignificantly different from the control group (P<0.05)

bSignificantly different from the vehicle group (P<0.05)

decreases airway remodeling and dysfunction. These results
have fundamental implications to the basic concept of
inflammation resolution and may have therapeutic implica-
tions. Indeed, our results demonstrate that resolution of
eosinophilic inflammation by H,O, maintains tissue integrity
and function. Restoration of tissue inflammation to home-
ostasis may reverse airway function and remodeling in
patients, a tenet that may be exploited for the development
of novel therapies for the treatment of asthma.

Materials and Methods

Ethics statement. Male C57/BL6 and gp91P"™ =/~ mice (Gene Cybb; ES Cell
Line name CCE/EK.CE)** (8-10 weeks) were bred and housed in a temperature-
controlled room with free access to water and food. Animal Care and Use
Committee and the study received prior approval from the local animal ethics
committee (Animal Ethics Review Board — Comité de Etica em Experimentagéo
Animal-CETEA/Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG (protocol number:
218/11).
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Reagents and drugs. Superoxide dismutase (SOD) from bovine erythrocytes,
catalase, HyO,, ovalbumin, Z-VAD-fmk, propidium iodide (PI) and 4,5-diamino-
fluoresceina-diacetato (DAF-2DA) were purchase from Sigma (St. Louis, MO, USA).
Apo DETECT ANNEXIN-V-FITC KIT 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato
(DCF-DA) and dihidrorodamine-123 (DHR-123) were purchase from Invitrogen
(Life Technologies, S&o Paulo, Brazil). Antibodies were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Q-VD-OPh (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), annexin-V-FLUOS (Roche, Mannheim, Germany).

Eol-1 cell culture and apoptosis induction. Human eosinophilic cell
line (Eol-1 cells) was maintained in RPMI-1640 medium (PAA) with 2% FBS
(Biosera), penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 U/ml) (PAA). Cells were
aliquoted (2x10° cells/ml) and incubated with H,0, (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), Q-VD-OPh (R&D Systems) or combinations of these either in
96-well-flat bottomed-plates (final volume of 150 ) or in 2 ml Eppendorf tubes (final
volume of 500 xl) in a humidified, 37 °C incubator at 5% CO, atmosphere or on a
shaking, temperature-controlled heat block. Q-VD-OPh stock was initially dissolved
in dimethyl sulphoxide (Sigma) then diluted in buffer yielding a final concentration of
0.2%; a corresponding DMSO control of 0.2% was assessed as an appropriate
vehicle control. Apoptosis was assessed by flow cytometry with a BD-LSR Fortessa
(Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA) using annexin-V-FLUOS
(Roche) in combination with propidium iodide (PI) (Sigma) as described.®® Data
were analyzed using Flowjo software (TreeStar, Ashland, OR, USA). Morphological
apoptotic changes were assessed by light microscopy of DiffQuick stained
cytocentrifuged cells.*®

Western blotting. Cells at a concentration of 2x10° cells/ml per condition
were incubated with H,O, (Thermo Fisher Scientific), Q-VD-OPh (R&D Systems) or
combinations of these at 37 °C on a shaking heat block for 4 h. Eol-1 cells were
pelleted by centrifugation at 3000 x g for 60 s and resuspended with whole-cell lysis
buffer. Sample was incubated on ice for 10min then NP-40 was added, briefly
vortexed and centrifuged for 20 min at 3000 x g. Supernatant was removed and the
remaining cell pellet was resuspended in sample buffer before boiling at 95 °C for
5 min. Lysate were run on 12% precast gels (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
USA) and transferred onto PVDF (Immobilon-P, Millipore, Herts, UK). Membranes
were blocked for 1h in 5% (wt/vol) dried milk/TBS/0.1% Tween-20 before probing
with antibodies to cleaved caspase-3 diluted 1 : 500 (Cell Signaling Technologies) at
49C overnight or GAPDH diluted 1 : 20 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1 h
at room temperature. Following 3 x5 min washes in TBS/0.1%Tween-20, the blots
were incubated with HRP-conjugated secondary antibody (Dako, Glostrup,
Denmark) diluted 1:2500 for 1h at room temperature before incubation with
ECL (GE Healthcare, Bucks, UK) exposure to BioMax MS-1 X-ray-sensitive film,
and processing (X-Ograph Imaging Systems, Wilts, UK).

Induction of asthma. Al mice were sensitized intraperitoneally (i.p.) with
100 g of OVA (albumin from chicken egg white - A5503, Sigma-Aldrich) in 2%
alum (aluminum hydroxide gel adjuvant; Brenntag) on day 0, then challenged
intranasally (in.) on days 8-10 with 10 ug of OVA or PBS.%® The treatments with
apocynin, SOD, H,0, and catalase were performed i.n. and the zZVAD-fmk (Tocris
Bioscience) was administered i.p.

Induction of pleurisy. Mice were immunized with OVA adsorbed to aluminum
hydroxide gel as described.? Briefly, mice were injected subcutaneously (s.c.) on
days 1 and 7 with 0.2ml of a solution containing 100 mg of OVA and 70 mg of
aluminum hydroxide. Sensitized mice were then challenged with OVA (1 mg/cavity,
in a total volume of 100 ml intrapleurally, i.pl) or PBS. Cells present in the pleural
cavity were collected at different times by washing the cavity with 2 ml PBS and total
cell counts performed in a modified Neubauer chamber using Turk's stain.
Differential cell counts were performed on cytocentrifuge preparations (Shandon
Cytospin Ill), stained with May-Griinwald-Giemsa using standard morphological
criteria to identify cell types. The results are presented as the number of cells/cavity.

BAL analysis. BAL was performed to obtain leukocytes present in the alveolar
space. Mice were killed by anesthetic overdose and the trachea of each animal was
exposed and cannulated with a polypropylene catheter of 1.7 mm. Airways were
washed with 2 ml of ice-cold PBS. Total cell counts were performed in a modified
Neubauer chamber using Turk’s stain. Differential cell counts were performed on
cytocentrifuge preparations (Shandon Cytospin Ill), stained with May-Griinwald—
Giemsa using standard morphological criteria to identify cell types. The results are



presented as the number of cells/BAL. In a separated set of experiments, apoptotic
cells were morphologically identified in cytocentrifuged slides, which were also
positively stained for cleaved caspase-3 (Alexa Fluor 488 rabbit anti-mouse cleaved
caspase-3; Cell Signaling; 1:50). Fluorescence intensity was measured offline
using Volocity software 6.3 (Perkin—Elmer, Waltham, MA, USA) and fluoresce profile
was assessed using Image J (NIH).%

Histological analysis. The lung was prepared as described.®® Briefly, lungs
were removed 24 h after the last challenge and fixed in Milloning buffer solution
(pH 7.4) with 4% paraformaldehyde. For analysis of leukocyte infiltrate around the
bronchial region, the lung sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E)
or were subjected to Sirius Red (pH 10.2) staining (Llewellyn's Sirus Red Direct Red
80, CI 35780; Aldrich, Milwaukee, W1, USA). Results were expressed as leukocytes/
10* um®. Mucus production was analyzed from tissue sections stained with Harris
hematoxylin stain and a combination of Periodic acid-Schiff (PAS) stain (Schiff's
reagent, Merck, Rio de Janeiro, Brazil). Photomicrographs of airways obtained at
400x magnification were analyzed using the software Image-Pro Plus (Image-Pro
Plus, 4.1; Media Cybernetics, Houston, TX, USA). Nine to twelve bronchial areas
per lung were outlined and quantified. Results were expressed as PAS positive area
(pixels/um?). Peribronchial fibrosis was analyzed from tissue sections stained with
hematoxylin and eosin stain and a combination of Géméritrichrome stain (Trichrome
Stain LG Solution; Sigma-Aldrich). Photomicrographs of airways obtained at 200 x
magnification were analyzed using the software Image-Pro Plus. Eight to twelve
peribronchial area per lung were outlined and quantified.> Results were expressed
as extracellular matrix deposition area (um?).

Assessment of leukocyte apoptosis. Apoptosis was assessed as
described.®>® Briefly, cells (5x 10%) collected 48 h after antigen challenge were
cytocentrifuged, fixed and stained with May-Grunwald-Giemsa and counted using
oil immersion microscopy (x100 objective) to determine the proportion of cells with
distinctive apoptotic morphology (cell shrinkage, chromatin condensation, nuclear
fragmentation and maintenance of membrane integrity). Twenty-five fields were
counted per slide and the results expressed as the mean+ S.E.M. of number
of apoptotic cells in 25 fields. Assessment of apoptosis was also performed by
flow cytometry using commercial kit annexin-V-FITC (Invitrogen) following the
instructions of the manufacturer in cells previously stained with the following Abs to
extracellular markers for 30 min on ice: anti-mouse CCR3 mAb (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) or anti-mouse mAb CD3 (BD Biosciences). Flow cytometry
was performed using a FACS Canto flow cytometer (BD). At least 10* events were
recorded and analyzed using FlowJo software (FlowJo, LLC, Ashland, OR, USA).
Results are expressed as cells undergoing early stage apoptosis quantified by
staining with annexin-V but not PI.

ELISA analysis. Murine IL-4, IL-5, TNF-a, CCL11 and CCL24 levels were
measured in right lung tissue samples by means of ELISA technique using
commercial DuoSet kits R&D Systems following the instructions of the
manufacturer. Results were expressed in levels of cytokines per lung (pg/ml).

Quantification of eosinophil accumulation in lung. Pulmonary EPO
activity was determined to estimate eosinophil recruitment into the lung parenchyma
as described.®' Absorbance was read in an ELISA reader (Expert Plus ASYS
Hitech GmbH, Eugenorf, Austria) at 492 nm. Values are expressed in O.D.

Determination of the production of reactive oxygen species and
nitrogen by fluorimetry. Leukocytes obtained from the BAL were incubated
separately with the probes '-7' dicloro-dihidrofluoesceinadiacetate (DCF-DA 20 uM),
dihidrorodaminadiacetate 123 (DHR-123 5 uM) of 4,5-diaminofluorescein (DAF-2DA
10 uM) for 30 min in an oven at 37 °C. This stage of the experiment was performed in
the dark, because the markers are photosensitive. The reading of fluorescence was
performed in a fluorescence spectrophotometer (Synergy 2, Biotek, Winooski, VT,
USA) with wavelengths of excitation and emission of 488 and 515 nm, respectively.

Invasive assessment of respiratory mechanics. Aiway reactivity was
assessed as a change in airway function after challenge with aerosolized methacholine
in a FinePoint R/C Buxco Platform. The parameters were measured as previously
described 2 The analyses were performed 48 h after the last OVA challenge.

Statistical analysis. ANOVA followed by Student Newman—Keuls was applied
to comparison of multiple groups. In order to test statistical significance between two

H,0, resolves allergic inflammation
AC Reis et al

groups we used the unpaired Student’s t-test (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). All in vitro experiments were performed at least three times with each
experiment carried out in triplicate. All in vivo experiments included six mice per
group. Data were expressed as the mean + S.E.M. Differences were considered
significant at P<0.05.

Conflict of Interest
The authors declare no conflict of interest.

Acknowledgements. The research leading to these results has received
funding from the European Community's Seventh Framework Programme (FP7-
2007-2013, Timer consortium) under grant agreement n° HEALTH-F4-2011-281608,
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico eTecnolégico (CNPg, Brazil) and
Fundag&o de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG, Brazil).

. Luna-Gomes T, Bozza PT, Bandeira-Melo C. Eosinophil recruitment and activation: the role

of lipid mediators. Fronti Pharmacol 2013; 4: 27.

Rothenberg ME, Hogan SP. The eosinophil. Ann Rev Immunol 2006; 24: 147-174.

Holgate ST. The airway epithelium is central to the pathogenesis of asthma. Allergol Int

2008; 57: 1-10.

Felton JM, Lucas CD, Rossi AG, Dransfield . Eosinophils in the lung - modulating apoptosis

and efferocytosis in airway inflammation. Front Immunol 2014; 5: 302.

Kay AB. The role of T lymphocytes in asthma. Chem Immunol Allergy 2006; 91: 59-75.

Afshar R, Medoff BD, Luster AD. Allergic asthma: a tale of many T cells. Clin Exp Allergy

2008; 38: 1847-1857.

Nouri-Aria KT, Durham SR. Regulatory T cells and allergic disease. Inflamm Allergy Drug

Targets 2008; 7: 237-252.

Jacobsen EA, Helmers RA, Lee JJ, Lee NA. The expanding role(s) of eosinophils in health

and disease. Blood 2012; 120: 3882-3890.

Fulkerson PC, Rothenberg ME. Targeting eosinophils in allergy, inflammation and beyond.

Nat Rev Drug Discov 2013; 12: 117-129.

. Wilson SJ, Rigden HM, Ward JA, Laviolette M, Jarjour NN, Djukanovic R. The relationship
between eosinophilia and airway remodelling in mild asthma. Clin Exp Allergy 2013; 112:
1342-1350.

11. Nair P. Anti-interleukin-5 monoclonal antibody to treat severe eosinophilic asthma.

N Eng J Med 2014; 371: 1249-1251.

12. Duncan CJA, Lawrie A, Blaylock MG, Douglas JG, Walsh GM. Reduced eosinophil apoptosis
in induced sputum correlates with asthma severity. Eur Respir J 2003; 22: 484-490.

13. Walsh GM. Eosinophil apoptosis: Mechanisms and clinical relevance in asthmatic and
allergic inflammation. Brit J Haematol 2000; 111: 61-67.

14. Vignola AM, Chanez P, Chiappara G, Siena L, Merendino A, Reina C et al. Evaluation of
apoptosis of eosinophils, macrophages, and T lymphocytes in mucosal biopsy specimens of
patients with asthma and chronic bronchitis. J Allergy Clin Immunol 1999; 103: 563-573.

15. Gautier EL, Ivanov S, Lesnik P, Randolph GJ. Local apoptosis mediates clearance of
macrophages from resolving inflammation in mice. Blood 2013; 122: 2714-2722.

16. Walsh GM. Eosinophil apoptosis and clearance in asthma. J Cell Death 2013; 6: 17-25.

17. Alessandri AL, Duffin R, Leitch AE, Lucas CD, Sheldrake TA, Dorward DA et al. Induction of
eosinophil apoptosis by the cyclin-dependent kinase inhibitor AT7519 promotes the
resolution of eosinophil-dominant allergic inflammation. PloS One 2011; 6: e25683.

. Lopes F, Coelho FM, Costa VV, Vieira EL, Sousa LP, Silva TA et al. Resolution of neutrophilic
inflammation by H202 in antigen-induced arthritis. Arthritis Rheum 2011; 63: 2651-2660.
19. Fialkow L, Wang Y, Downey GP. Reactive oxygen and nitrogen species as signaling

molecules regulating neutrophil function. Free Radic Biol Med 2007; 42: 153-164.

Wartha F, Henriques-Normark B. ETosis: a novel cell death pathway. Sci Signal 2008; 1:

pe25.

Sareila O, Kelkka T, Pizzolla A, Hultquist M, Holmdahl R. NOX2 complex-derived ROS as

immune regulators. Antioxid Redox Signal 2011; 15: 2197-2208.

Segal BH, Grimm MJ, Khan AN, Han W, Blackwell TS. Regulation of innate immunity by

NADPH oxidase. Free Rad Biol Med 2012; 53: 72-80.

Gardiner GJ, Deffit SN, McLetchie S, Perez L, Walline CC, Blum JS. A Role for NADPH

oxidase in antigen presentation. Front Immunol 2013; 4: 295.

Han W, Li H, Cai J, Gleaves LA, Polosukhin VV, Segal BH et al. NADPH oxidase limits

lipopolysaccharide-induced lung inflammation and injury in mice through reduction-oxidation

regulation of NF-kappaB activity. J Immunol 2013; 190: 4786-4794.

Stock P, Akbari O, Berry G, Freeman GJ, Dekruyff RH, Umetsu DT. Induction of T helper

type 1-like regulatory cells that express Foxp3 and protect against airway hyper-reactivity.

Nat Immunol 2004; 5: 1149-1156.

Noda H, Sakagami H, Kokubu F, Kurokawa M, Tokunaga H, Takeda M et al. Induction of

apoptosis in human eosinophilic leukemic cell line (EOL-1). Int Arch Allergy Immunol 1997;

114(Supp! 1): 84-88.

Mayumi M. EoL-1, a human eosinophilic cell line. Leuk Lymphoma 1992; 7: 243-250.

w N

Eal

o o

~N

o

©

I=)

™

20.

S

21.

22.

N

23.

5]

24.

=

25.

o

26.

=3

27.

N

Cell Death and Disease



AC Reis et al

Hy0, 1

allergic i

28.

=3

29.

-1

30.

S

33.

@

35.

&

36.

37.

<K

38.

&

39,

=3

40.

S

41,

42.

4,

@

45.

o

4.

>

47.

]

31

Bezerra-Santos CR, Vieira-de-Abreu A, Vieira GC, Filho JR, Barbosa-Filho JM, Pires AL
et al. Eff of Ci p and its isolated alkaloid warifteine
in airway hyperreactivity and lung remodeling in a mouse model of asthma.
Int Immunopharmacol 2012; 13: 148-155.

Kim SJ, Jung HJ, Hyun DH, Park EH, Kim YM, Lim CJ. Glutathione reductase plays an anti-
apoptotic role against oxidative stress in human hepatoma cells. Biochimie 2010; 92:
927-932.

Hussain S, Thomassen LC, Ferecatu |, Borot MC, Andreau K, Martens JA et al. Carbon black
and titanium dioxide nanoparticles elicit distinct apoptotic pathways in bronchial
epithelial cells. Part Fibre Toxicol 2010; 7: 10.

Fang WT, Li HJ, Zhou LS. Protective effects of prostaglandin E1 on human umbilical vein
endothelial cell injury induced by hydrogen peroxide. Acta Pharmacologica Sinica 2010; 31:
485-492.

Zhang L, Jiang H, Gao X, Zou Y, Liu M, Liang Y et al. Heat shock transcription factor-1
inhibits H202-induced apoptosis via down-regulation of reactive oxygen species in cardiac
myocytes. Mol Cell Biochem 2011; 347: 21-28.

Kankaanranta H, Giembycz MA, Barnes PJ, Haddad el B, Saarelainen S, Zhang X et al.
Hydrogen peroxide reverses IL-5 afforded eosinophil survival and promotes constitutive
human eosinophil apoptosis. Int Arch Allergy Immunol 2002; 127: 73-78.

Wedi B, Straede J, Wieland B, Kapp A. Eosinophil apoptosis is mediated by stimulators of
cellular oxidative metabolisms and inhibited by antioxidants: involvement of a thiol-sensitive
redox regulation in eosinophil cell death. Blood 1999; 94: 2365-2373.

Deng J, Wang X, Qian F, Vogel S, Xiao L, Ranjan R et al. Protective role of reactive oxygen
species in endotoxin-induced lung i ion through ion of IL-10 expression.
J Immunol 2012; 188: 5734-5740.

Zhang X, Moilanen E, Lahti A, Hamalainen M, Giembycz MA et al. Regulation of eosinophil
apoptosis by nitric oxide: Role of c-Jun-N-terminal kinase and signal transducer and activator
of transcription 5. J Allergy Clin Immunol 2003; 112: 93-101.

Pontin J, Blaylock MG, Walsh GM, Turner SW. Sputum eosinophil apoptotic rate is positively
correlated to exhaled nitric oxide in children. Pediatr Pulmonol 2008; 43: 1130-1134.
limarinen-Salo P, Moilanen E, Kankaanranta H. Nitric oxide induces apoptosis in GM-CSF-
treated eosinophils via caspase-6-dependent lamin and DNA fragmentation. Pulm
Pharmacol Ther 2010; 23; 365-371.

limarinen-Salo P, Moilanen E, Kinnula VL, Kankaanranta H. Nitric oxide-induced eosinophil
apoptosis is dependent on mitochondrial permeability transition (mPT), JNK and oxidative
stress: apoptosis is preceded but not mediated by early mPT-dependent JNK activation.
Respir Res 2012; 13: 73.

limarinen P, Moilanen E, Kankaanranta H. Mitochondria in the center of human eosinophil
apoptosis and survival. Int J Mol Sci 2014; 15: 3952-3969.

Matera MG, Calzetta L, Cazzola M. TNF-alpha inhibitors in asthma and COPD: we must not
throw the baby out with the bath water. Pulm Pharmacol Ther 2010; 23: 121-128.

Yang M, Hogan SP, Mahalingam S, Pope SM, Zimmermann N, Fulkerson P et al. Eotaxin-2
and IL-5 cooperate in the lung to regulate IL-13 production and airway eosinophilia and
hyperreactivity. J Allergy Clin Immunol 2003; 112: 935-943.

Klein A, Talvani A, Silva PM, Martins MA, Wells TN, Proudfoot A et al. Stem cell factor-
induced leukotriene B4 production cooperates with eotaxin to mediate the recruitment of
eosinophils during allergic pleurisy in mice. J Immunol 2001; 167: 524-531.

. Kobayashi T, lijima K, Kita H. Marked airway eosinophilia prevents development of airway

hyper-responsiveness during an allergic response in IL-5 transgenic mice. J Immunol 2003;
170: 5756-5763.

Rosenberg HF, Phipps S, Foster PS. Eosinophil trafficking in allergy and asthma. J Allergy
Clin Immunol 2007; 119: 1303-1310.

Yamaguchi Y, Hayashi Y, Sugama Y, Miura Y, Kasahara T, Kitamura S et al. Highly purified
murine interleukin 5 (IL-5) stimulates eosinophil function and prolongs in vitro survival. IL-5
as an eosinophil chemotactic factor. J Exp Med 1988; 167: 1737-1742.

Kankaanranta H, limarinen P, Zhang X, Adcock IM, Lahti A, Barnes PJ et al. Tumour
necrosis factor-alpha regulates human eosinophil apoptosis via ligation of TNF-receptor 1
and balance between NF-kappaB and AP-1. PloS One 2014; 9: 90298.

48. Huaux F, Gharaee-Kermani M, Liu T, Morel V, McGarry B, Ullenbruch M et al. Role of
Eotaxin-1 (CCL11) and CC chemokine receptor 3 (CCR3) in bleomycin-induced lung injury
and fibrosis. The American journal of pathology 2005; 167: 1485-1496.

49. Sumi Y, Hamid Q. Airway remodeling in asthma. Allergol Int 2007; 56: 341-348.

50. Foster PS, Mould AW, Yang M, Mackenzie J, Mattes J, Hogan SP et al.

Elemental signals regulating eosinophil accumulation in the lung. Immunol Rev 2001; 179:

173-181.

Lora JM, Zhang DM, Liao SM, Burwell T, King AM, Barker PA et al. Tumor necrosis factor-

alpha triggers mucus production in airway epithelium through an IkappaB kinase beta-

dependent mechanism. J Biol Chem 2005; 280: 36510-36517.

52. Pinho V, Souza DG, Barsante MM, Hamer FP, De Freitas MS, Rossi AG et al.
Phosphoinositide-3 kinases critically regulate the recruitment and survival of eosinophils
in vivo: importance for the resolution of allergic inflammation. J Leuk Biol 2005; 77:
800-810.

53. Perez DA, Vago JP, Athayde RM, Reis AC, Teixeira MM, Sousa LP et al. Switching off key
signaling survival molecules to switch on the ion of i ion. e Inflamm
2014; 2014: 829851.

54. Pollock JD, Williams DA, Gifford MA, Li LL, Du X, Fisherman J et al. Mouse model of X-linked
chronic granulomatous disease, an inherited defect in phagocyte superoxide production.
Nat Genet 1995; 9: 202-209.

55. Duffin R, Leitch AE, Sheldrake TA, Hallett JM, Meyer C, Fox S et al. The CDK inhibitor,

R- itine, p eosinophil apoptosis by down-reg of Mcl-1. FEBS Lett2009;

583: 2540-2546.

Kurowska-Stolarska M, Kewin P, Murphy G, Russo RC, Stolarski B, Garcia CC et al. IL-33

induces antigen-specific IL-5+ T cells and promotes allergic-induced airway inflammation

independent of IL-4. J Immunol 2008; 181: 4780-4790.

57. Marques PE, Oliveira AG, Pereira RV, David BA, Gomides LF, Saraiva AM et al. Hepatic
DNA deposition drives drug-induced liver injury and i in mice. Hep 014;
61: 348-360.

58. Serra MF, Anjos-Valotta EA, Olsen PC, Couto GC, Jurgilas PB, Cotias AC et al. Nebulized

lidocaine prevents airway inflammation, peribronchial fibrosis, and mucus production in a

murine model of asthma. Anesthesiology 2012; 117: 580-591.

Arantes-Costa FM, Lopes FD, Toledo AC, Magliarelli-Filho PA, Moriya HT, Carvalho-Oliveira

R et al. Effects of residual oil fly ash (ROFA) in mice with chronic allergic pulmonary

inflammation. Toxicol Pathol 2008; 36: 680-686.

60. Sousa LP, Carmo AF, Rezende BM, Lopes F, Siva DM, Alessandri AL et al.

Cyclic AMP enhances resolution of allergic pleurisy by promoting inflammatory

cell apoptosis via inhibition of PI3K/Akt and NF-kappaB. Biochem Pharmacol 2009; 78:

396-405.

Strath M, Warren DJ, Sanderson CJ. Detection of eosinophils using an eosinophil peroxidase

assay. lts use as an assay for eosinophil differentiation factors. J Immunol Methods 1985; 83:

209-215.

62. Olsen PC, Ferreira TP, Serra MF, Farias-Filho FA, Fonseca BP, Viola JP et al. Lidocaine-
derivative JMF2-1 prevents ovalbumin-induced airway inflammation by regulating the

function and survival of T cells. Clin Exp Allergy 2011; 41: 250-259.
Cell Death and Disease is an open-access journal
- published by Nature Publishing Group. This work is
licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International
Licence. The images or other third party material in this article are
included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated
otherwise in the credit line; if the material is not included under the
Creative Commons licence, users will need to obtain permission from
the licence holder to reproduce the material. To view a copy of this
licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0

©

51.

56.

>

59.

©

61.

Supplementary Information accompanies this paper on Cell Death and Disease website (http://www.nature.com/cddis)

Cell Death and Disease



Table 1. Levels of cytokines in lung (pg/ml)

~ Figures and tables index

Cytokines | PBS OVA H20>
ccL11 743+152 | 9109+50632 | 5845+2048b
CCL24 903+245 | 1195663042 | 6896+1143b
IL-4 110£32 | 238+149z 1274340
IL-5 847+84 | 1226+445z | 829+140b
TNF-g 182+41 | 310+1352 1574450

Abbreviations: TNF-a, tumor necrosis factor alpha; IL-4, interleukin-4; IL-5, interleukin-5
2 Significantly different from the control group (P<0.05)

b Significantly different from the vehicle group (P<0.05)
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Abstract

Graft versus host disease (GVHD) is an immunological disorder triggered by bone marrow
transplantation that affects several organs, including the gastrointestinal tract and liver. Ful-
lerenes and their soluble forms, fullerols, are nanocomposites with a closed symmetrical
structure with anti-inflammatory and anti-oxidant properties. The present study evaluated
the effects of treatment with the fullerol (C60(OH)18-20) in the development and pathogene-
sis of GVHD in a murine model. Mice with experimental GVHD that were treated with the
fullerol showed reduced clinical signs of disease and mortality compared with untreated
mice. Treatment with the fullerol decreased the hepatic damage associated with reduced
hepatic levels of reactive oxygen species, pro-inflammatory cytokines and chemokines
(IFN-y TNF-a, CCL2, CCL3 and CCL5) and reduced leukocyte accumulation. The ameliora-
tion of GVHD after treatment with the fullerol was also associated with reduced intestinal le-
sions and consequent bacterial translocation to the blood, liver and peritoneal cavity.
Moreover, the fullerol treatment alleviated the GVHD while preserving effects of the graft
against a leukemia cell line (GFP+P815). In summary, the fullerol was effective in reducing
the GVHD inflammatory response in mice and may suggest novel ways to treat this
disease.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0123004  April 13,2015
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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 100uL of 1%HY, MWCNT(100pg/mL),
HY-MWCNT(100pg/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(100pg/mL), 1%HY, HY-MWCNT(100pg/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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