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Eosindfilos sdo células efetoras que desempenham um papel importante na fisiopatologia de
doencas alérgicas. Eosindfilos sdo fontes cruciais de proteinas citotdxicas, mediadores
lipidicos e citocinas, que podem contribuir paraa gravidade da doenca. O acumulo
de eosinofilos no tecido depende ndo somente do numero de células a serem recrutadas, mas
também, do ndmero de células que deixam o tecido. Assim, um defeito na remoc¢do destas
celulas esta associado com o desenvolvimento de doencas inflamatorias cronicas.
Investigamos no presente trabalho o papel desempenhado pelas espécies reativas de oxigénio
na resolucdo inflamatéria no modelo de pleurisia alérgica e asma. Para inducdo da resposta
inflamatdria, administramos ovalbumina com adjuvante hidréxido de aliminio em
camundongos sensibilizados previamente com esse mesmo antigeno. Observou-se um
acumulo inicial de neutréfilos com 12 horas e um aumento de eosinofilos a partir de 24 horas
da inducdo da pleurisia alérgica e asma. A resolucdo da resposta inflamatéria eosinofilica
iniciou-se com 48 horas e foi substancialmente resolvida apds 72 horas do desafio antigénico.
A administracdo de SOD e H,0, resolveu a inflamacédo eosinofilica. Além disso, a resolugéo
da inflamacdo induzida pelo tratamento com SOD e H,0, foi acompanhada por um aumento
de eosindfilos em apoptose. A producdo de ROS em camundongos gp9lphox-/- foi
significativamente menor quando comparada aos camundongos selvagens e ocorreu um atraso
na resolucdo da resposta inflamatoria. Além disso, a inibicdo da producdo de ROS pela
NADPH oxidase através do tratamento com apocinina prolongou a resposta inflamatéria no
modelo de asma. Houve um atraso na resolucdo eosinofilica em camundongos gp91phox-/-
mas ndo em camundongos iINOS-/-. Interessantemente, a producdo de ROS foi
significativamente menor em camundongos gp91phox-/- e a inibicdo da producdo de ROS
pela apocinina prolongou a resposta inflamatoria no modelo de asma. Nossos resultados
sugerem que a administracdo exdgena ou a geracdo endogena de H,O,, pode induzir a
resolucdo da inflamacdo in vivo em modelos de resposta inflamatoria alérgica através da
inducdo de apoptose nos eosinofilos. Esses resultados podem ser relevantes como futuras
estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas inflamatérias que se tornam crénicas

devido a ndo resolucdo eosinofilica.
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Eosinophils are effector cells that play an important role in the pathophysiology of
allergic disease. In allergic diseases, such as asthma, eosinophils are a crucial source of
cytotoxic proteins, lipid mediators, oxygen metabolites, and cytokines, which may contribute
to the severity of disease. The accumulation of eosinophil in tissue depends not only on the
number of cells being recruited at any particular time, but also on the number of cells that are
cleared or leave the tissue. Thus, defective removal of these cells plays an important role in
the initiation and propagation of chronic inflammatory diseases. Here we investigated the role
of ROS in the resolution of the inflammatory response after induction of asthma and allergic
pleurisy in mice. Previous studies have demonstrated the role of ROS as pro-inflammatory
mediators but the role of ROS in the resolution phase is poorly understood. For induction of
the inflammatory response to ovalbumin adjuvant aluminum hydroxide in mice previously
sensitized with the same antigen. There was an initial accumulation of neutrophils at 12 hours
and an increase of eosinophils after 24 hours of pleurisy and asthma induction. The resolution
of the eosinophilic inflammatory response was initiated with 48 hours and was substantially
resolved after 72 hours of antigenic challenge. Administration of H202 or SOD resolved
eosinophilic inflammation. In addition, the resolution of inflammation induced by SOD or
H.O, was accompanied by an increase in the number of apoptotic eosinophils. Furthermore,
eosinophil resolution was delayed in gp91phox-/- mice but not in iNOS-/- mice. Interestingly,
ROS production was diminished in gp91phox-/- mice. Moreover, the inhibition of ROS
production by apocinin prolonged inflammatory response in asthma model. Our findings
indicate that levels of H,O, increase during eosinophil influx and are necessary for the
resolution of allergic inflammation in vivo by induce apoptosis of eosinophils. These results
may be relevant as future therapeutic strategies for the treatment of inflammatory diseases that
may to become chronic due to lack of resolution.
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1-Inflamacg¢ao

A resposta inflamatoria pode ser caracterizada como um processo fisiologico, pelo
qual os tecidos do corpo respondem a diferentes estimulos, sejam eles teciduais, infecciosos,
quimicos, imunoldgicos, entre outros (SHERWOOD etal., 2004). Modificacbes na
microcirculacdo, tais como os fendmenos angiogénicos, migracdo de leucdcitos através do
leito vascular e liberacdo de moléculas sollveis nos tecidos danificados sdo as principais
caracteristicas da inflamacdo, que é uma reacao secundaria em resposta as lesdes a fim de que

a estabilidade inicial seja restaurada (NATHAN, 2002).

A inflamacdo elimina o agente nocivo e desencadeia eventos que podem curar e
reconstituir o tecido lesado (FIALKOW et al., 2007). O reparo comeca logo nas fases iniciais
da inflamacdo, entretanto, s6 finda quando a influéncia nociva for neutralizada. Em
contrapartida, a resposta inflamatoria e o reparo podem se tornar prejudiciais. A inflamacéo &,
por exemplo, a base de vérias doencgas cronicas como a artrite reumatdide, a aterosclerose, a
asma e a fibrose pulmonar, como também de reacdes de hipersensibilidade potencialmente

fatais a picadas de insetos e toxinas.

A inflamacdo pode ocorrer de forma aguda ou crénica de acordo com o tempo de
duracdo da resposta, eventos celulares, vasculares e tipos de células envolvidas na reagdo
inflamatoria. As respostas celulares e vasculares desencadeadas no processo inflamatorio,
seja ele agudo ou cronico, sdo mediadas por fatores quimicos que atuam em combinacéo
levando ao recrutamento de leucécitos presentes na circulacdo para o tecido. Esse

extravasamento celular € um dos fatores marcantes numa resposta inflamatoria.

A inflamacdo aguda € a resposta imediata e/ou precoce a um estimulo inflamatério. A

resposta aguda é caracterizada por aumento do fluxo sanguineo devido a alteragfes do calibre
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vascular, alteracbes da microvasculatura permitindo o extravasamento de proteinas e
leucdcitos da circulagdo e emigracdo dos leucocitos com seu acumulo no foco da lesdo. Na
maioria das inflamacdes agudas, os neutrdfilos predominam no infiltrado inflamatorio nas
primeiras 6 as 24h, sendo seguidamente substituido por células mononucleares. Esse padrao
de infiltrado inflamatorio pode ocorrer devido a secrecao de certos tipos de moléculas durante
uma resposta inflamatéria aguda que estimulam a migracdo de neutréfilos para o tecido.

A inflamacdo cronica é caracterizada por uma resposta de duracdo prolongada que se
inicia com uma resposta de baixa intensidade, podendo suceder uma resposta inflamatdria
aguda. Em um sitio de inflamacéo crénica ocorre a infiltracdo de células mononucleares,
destruicdo tecidual, tentativas de cicatrizacdo, onde ocorre formacdo de novos vasos
(angiogénese) e fibrose. Os eosinofilos também sdo células caracteristicas de resposta

inflamatdria cronica.

Recrutamento de leucocitos:

Durante um processo inflamatorio provocado por uma injdria ou pela presencga de
algum patogeno, os leucocitos migram para esses locais em resposta a fatores quimiotaticos,
como por exemplo, citocinas ou quimiocinas (MENTEN et al., 2002). Além disso, este
processo ocorre por interacdes especificas com moléculas de adesdo presentes no endotélio
vascular. (CARA et.al., 2000; CHIBA et.al. 1999). O recrutamento de leucécitos para 0s
diversos tecidos durante uma resposta inflamatoria envolve trés etapas fundamentais: captura
e rolamento das células, adesdo firme e transmigracdo (Figura 1). O processo tem inicio com
a captura (“tethering”) do leucdcito pelo endotélio ativado com participacdo de molécula P-
selectina. Os leucdcitos deslocam do centro do vaso até a periferia do endotélio. Uma vez
capturado, o leucécito passa por uma condicdo transiente de adesdo e inicia-se entdo a etapa
do rolamento, os leucdcitos diminuem sua velocidade e rolam sobre a camada de células

endoteliais. Esse rolamento € mediado principalmente por uma familia de moléculas de
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adesdo, glicoproteinas conhecidas como selectinas (P-selectina, Eselectina e L-selectina) e séo
capazes de interagir com ligante 1 de P-selectina (PSGL1) e outros ligantes glicosilados. A
molécula P-selectina tem papel critico na etapa de rolamento. (MCEVER & CUMMINGS,
1997; KANSAS, 1996).

A expressdo de E-selectina das células endoteliais tem participacdo fundamental no
rolamento lento, que é a etapa seguinte ao rolamento (JUNG & LEY, 1991). Em seguida,
aqueles leucdcitos que rolaram podem ser ativados e se aderidos ao endotélio por integrinas.
As integrinas se ligam a moléculas da superfamilia das imunoglobulinas e os leucdcitos

transmigram para o tecido a favor de um gradiente quimiotatico (HUANG et.al., 1992).

Eosindfilo

. . Rolamento

Tecido

Quimioatracdo

Figura 1. Esquema ilustrativo das etapas do processo de recrutamento e migracdo de

eosinoéfilos através do endotélio vascular.

Os diversos leucocitos, neutrofilos, mondcitos, eosinofilos e diferentes linfocitos
utilizam moléculas diferentes, entretanto superpostas, para o processo de recrutamento. Esse

fato explica, em parte, a seletividade por certos tipos celulares em determinados tipos de
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resposta inflamatoria. Esse modelo de recrutamento também ¢é valido para a migracdo de
diferentes leucdcitos para os orgdos linféides contribuindo para o homeostase do sistema

imunologico.

2- Inflamacgoes alérgicas, eosinofilos e seus mecanismos de recrutamento:

A prevaléncia de doencas alérgicas tem aumentado continuamente. As reacdes
alérgicas podem ocorrer em duas fases distintas: uma resposta inicial que é caracterizada pela
degranulacdo de mastécitos e aumento de producdo de mediadores inflamatéorios e
posteriormente uma resposta caracterizada por resposta do tipo TH2, com aumento de
citocinas inflamatérias (MADDOX, 2002; MIROTTI, 2010). As inflamacdes alérgicas sao
doengas inflamatorias que envolvem um grande ndmero de células. Entretanto, trés tipos
celulares parecem ser de principal importancia para o desenvolvimento dessas respostas
inflamatdrias. Essas células incluem os linfocitos T do fendtipo Th2, mastdcitos e eosinofilos.
Eosindfilos sdo granulécitos de vida curta derivados da medula Ossea presentes,
principalmente, nas mucosas. No sangue, somente de 1 a 3% dos leucécitos sdo constituidos
por eosinofilos (GIEMBYCZ et.al.,, 1999). Essas células apresentam nucleo bilobulado e
contém granulos caracteristicos no seu citoplasma denominados granulos primarios, granulos
secundarios, granulos pequenos e os corpos lipidicos (CARA et.al., 2000). Esses granulos sao
constituidos de proteinas catibnicas que apresentam um importante papel nas doencas
associadas a eosinofilos tais como nas doencas alérgicas e infec¢es helminticas (CARA et.al.,
2000; LACY et.al., 2001).

O papel de eosinodfilos em condi¢bes normais ndo € bem entendido e, por isso, 0S
mecanismos de recrutamento, expresséo e producdo de moléculas sdo estudados em associacao
com doencas alérgicas ou infecciosas. Em condi¢gdes normais, essas células estdo presentes nas

mucosas (ROTHENBERG, 2003).
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Existem muitas evidéncias sugerindo a participacdo dos eosindfilos na patofisiologia de
doengas alérgicas, tais como, rinite (HOWARTH, 1995), dermatite (LERIFERMAN et.al.,
2001), conjutivite (BONINI et.al., 1997), asma (DJUKANOVIC et.al., 1990; CARA et.al.,
2000) e doencas parasitarias (CARA et.al., 2000). Eosinéfilos tém a capacidade de exercer
acao efetora sobre as vias aéreas de individuos asmaticos pela sua capacidade de produzir
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999). A
importancia dos eosintfilos na asma foi enfatizada pelos achados que correlacionavam o grau de
eosinofilia no sangue e no LBA com o grau de hiperreatividade brénquica e gravidade da doenga

(GONZALO et al., 1998; SATO et al., 1999; TRIVEDI & LLOYD, 2007, HOLGATE, 2008).

Em resposta a diversos estimulos, os eosinofilos sdo recrutados da circulacdo para o local
inflamado, onde modulam a resposta inflamatéria. E assim como outros leucécitos, o
recrutamento de eosinofilos para um sitio inflamatério pode ser divido nos seguintes passos:
primeiramente, os eosinofilos sdo ativados na circulacdo, rolam sobre as células endoteliais,
aderem firmemente a essas células, transmigram através das células endoteliais e sdo
recrutados para o foco inflamatério (Figura 1). Muitos estudos tém sido realizados para a
identificacdo de seletivos e potentes fatores quimiotaticos para os eosinofilos. Vérios fatores

tém sido sugeridos ser importante para direcionar o recrutamento dessas células.

3-Resolucao do processo inflamatorio

Os leucdtcitos produzem e secretam uma grande quantidade de substancias que
contribuem para a iniciagdo e manutencdo das respostas inflamatorias. Os mediadores
derivados dos granulos de leucocitos podem levar a lesdo tecidual e disfungdo do oOrgéo.
Assim, existe um grande interesse em entender 0s mecanismos responsaveis pela eliminagéo

dessas células e inativacdo dos mediadores secretados do sitio inflamatério. Durante a
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resolucdo do processo inflamatério umas séries de eventos podem contribuir para a

terminacéo da resposta inflamatoria.

A vasodilatacdo e formacgédo de edema contribuem para a reducdo das concentracdes
efetivas do estimulo inflamatério, os leucocitos recrutados eliminam o agente efetor,
mediadores inflamatdrios sdo desativados espontaneamente ou enzimaticamente, moléculas
com funcdo inibitoria sdo produzidas e as células efetoras sdo eliminadas do tecido. As
células inflamatdrias podem ser eliminadas por recirculacdo sistémica, drenagem linfatica ou
por morte celular (GILROY, 2004). A resolucdo é imperativa para que haja uma resposta
adequada do hospedeiro, para protecdo tecidual e para um retorno a homeostase (SCHWAB, et.
al, 2007; SERHAN & SAVILL, 2005; NATHAN, 2002; GILROY et al.,, 2004). E para o
desenvolvimento normal de sua fungédo, o sistema imune requer morte celular mediada por

vias de sinalizacdo distintas e altamente regulada (FEIG et.al., 2007).

Apoptose, também conhecida como morte programada de células, é definida como
uma forma programada ou fisiologica de morte celular por um mecanismo altamente
controlado que ndo induz inflamacdo e tem morfologia caracteristica. Durante a apoptose a
célula sofre encolhimento, retencdo de organelas, condensacdo da cromatina e fragmentagédo
nuclear. E, em algumas linhagens celulares ocorre a formacdo dos corpos apoptéticos

(SAVILL, 2002).

Como revisto por KIECHLE em 2002, varios estudos demonstraram o envolvimento
de inimeros genes e seus produtos e de varios elementos das vias bioguimicas na apoptose
(KIECHLE, 2002). Durante a apoptose, ativacdo de endonucleases endogenas resulta na
clivagem da cromatina resultando na fragmentacéo do acido desoxirribonucléico (ADN) em
porcdes de 180 a 200pb de comprimento. Em adicdo, células apoptdticas expressam
moléculas de fosfatidilserina na superficie externa da membrana plasmatica e apresentam
alteragdes em varias outras moléculas presentes na membrana que permitem o seu
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reconhecimento por fagdcitos e sua subseqiiente remocdo do tecido (MADERNA E
GODSON, 2003; DANIAL E KORSMEYER, 2004). A morte celular por apoptose tem um
papel fundamental na maioria dos processos bioldgicos e a desregulacdo desse mecanismo é
um importante fator na patogénese e progressdo de inumeras doencas (NICHOLSON, 2000).
Assim, excessiva morte celular por apoptose ou falta de apoptose esta associada com o
desenvolvimento de doencas. Como por um lado uma morte acelerada de células esta
associada a muitas doengas autoimunes, uma reduzida capacidade de sofrer apoptose é uma
caracteristica basica de muitos tumores e doencas inflamatérias. Apoptose descontrolada pode
ocorrer em muitas doengas neuroldgicas tais como, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson e esclerose multipla. Contudo, durante doencas inflamatorias como artrite,

dermatite atpica asma, ocorre uma reducgdo ou atraso da apoptose (GILROY et.al., 2004).

4. Papel de espécies reativas de oxigénio na resposta inflamatoria

Véarios mediadorese vias moleculares modulam a sobrevivénciae morte de
leucdcitos nos locais de inflamacao incluindo moléculas intracelulares da familia das vias de
sinalizacdo PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), cascata das MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) e NF-KB (LELEKOV-BOISSARD T etal., 2009),citocinas pro-
inflamatdrias (ANDINA N et.al., 2009) e espécies reativas de oxigénio (inglés: reactive
oxygen species: ROS). Em condicdes inflamatdrias, a producdo de superoxido é aumentada,
pois este desenvolve um importante papel na resposta imune de mamiferos. O superdxido tem
acao antimicrobiana e facilita a morte de microorganismos invasores, pois através de oxidagéo
lipidica a membrana plasmaética € degradada (GUERRA et al., 2007).

Podemos ressaltar ainda que a SOD e espécies reativas de oxigénio podem ter um
papel importante no controle do acimulo de leucdcitos durante a inflamacéo. Sob condicdes

de estresse oxidativo, a superoxido dismutase (SOD) age como um sistema de defesa celular
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enddgeno que degrada superoxido (O2-) em oxigénio e perdxido de hidrogénio (H,O,). H,O,
tem sido demonstrado induzir a apoptose em células epiteliais (HUSSAIN et.al., 2010),
células endoteliais (FANG et.al., 2010), células de hepatocitos humanos (KIM et.al., 2010)
miocitos (WANG et.al., 2010) e neutrofilos (LOPES et.al., 2011). Além disso, o potencial
terapéutico da SOD na resolucao da resposta inflamatdria pode ser uma importante ferramenta
para terapia anti-oxidativa baseada na sua capacidade de catalisar a dismutagdo de radicais
superoxido. O tratamento com reagentes que mimetizam a SOD reduzem a producdo de
citocinas pro - inflamatérias e diminuem a expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais (CUZZOCREA et al., 2001).

Recentemente foi descrito que a apoptose pode ser desencadeada através da inibicéo
das vias de sinalizacdo associada a manutencao de sobrevivéncia das células. Em leucdcitos,
incluindo neutréfilos, uma via de sobrevivéncia importante € dependente de PIBK/AKT e NF-
kB (PINHO et.al., 2005). Ja foi demonstrado que o aumento da geracdo de H,O, pela
administracdo de SOD diminui a fosforilacdo de AKT e a ativacdo de NF-kB. Portanto, o
potencial de H202 para resolver a inflamacdo depende da sua capacidade em controlar a
ativacdo de PI3K e NF-kB e, conseqlientemente a sobrevivéncia de leucdcitos em um modelo
de artrite induzida por antigeno. Dessa forma, a producdo enddégena ou administracdo
exogena de ROS desempenha um papel ativo na resolucdo da inflamacdo neutrofilica.
(LOPES et.al., 2011). No entanto o papel de espécies reativas de oxigénio na resolucdo da
resposta inflamatéria alérgica € pouco compreendido. O entendimento dos mecanismos
envolvidos na ativacéo, recrutamento e sobrevivéncia de eosinéfilos em locais de inflamacéo
alérgica, pode ser util para o desenvolvimento de novas terapias farmacolégicas para o
controle de doencas alérgicas.

Como revisto por STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008, a apocinina tem sido usada

como um eficiente inibidor do complexo NADPH-oxidase em muitos modelos experimentais
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envolvendo células fagociticas e ndo fagociticas. O mecanismo de inibi¢cdo ndo é totalmente

conhecido, mas envolve o comprometimento da translocacdo para a membrana do

componente citosolico da NADPH-oxidase (Figura 2). Ndo se sabe muito sobre a cinética da

apocinina in vivo e seus efeitos colaterais sdo desconhecidos, no entanto, foi demonstrado que

a apocinina tem toxidade muito baixa (LD50: 9 g/kg) apds a administracao oral em ratos.
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Figura 2. Mecanismo de inibicdo da NADPH oxidase pela Apocinina. (Adaptado de

STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008).
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5. Modelos experimentais de inflamacao alérgica: Asma e Pleurisia

Nas doencas inflamatorias das vias aéreas, diversos tipos celulares como linfocitos, neutréfilos,
mastdcitos e especialmente eosinofilos, desempenham funcBes importantes (KAY, 2005;
HOLGATE, 2008). A ativacdo destas células leva a liberagdo de mediadores pro-inflamatérios e
citocinas, como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina
(IL-9), interleucina 13 (IL-13) e fator estimulante de col6nia de macrofago-granuldcito (GM-
CSF) (KAY, 2006; AFSHAR, 2008; HOLGATE, 2008; NOURI-ARIA & DURHAM, 2008),
0S quais causam aumento da permeabilidade vascular, contracdo da musculatura brénquica,
infiltracdo de células inflamatdrias, hipersecrecdo de muco, hiperreatividade bronquica e, por

ultimo, remodelamento de tecido.

Para compreender de maneira mais abrangente a resposta inflamatéria alérgica,
utilizamos inicialmente um modelo experimental de pleurisia alérgica e em seguida um

modelo de asma alérgica, mais especifico e associado a uma doenga clinica.

5.1 Modelo experimental de pleurisia

O modelo de pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos e mais tarde em
cobaias (SEDGWICK et.al., 1989). Este modelo possibilita a avaliagéo do extravasamento de
liguidos, bem como a migracdo de células, e mediadores quimicos como citocinas e
quimiocinas pro-inflamatdrias. (DALMARCO et.al., 2002; DALMARCO et.al., 2004;
SALEH et.al., 1996.)

Assim como descrito para 0 modelo de asma alérgica, o antigeno utilizado para
inducdo do modelo de pleurisia € a OVA com o adjuvante de hidroxido de aluminio. No
modelo da pleurisia admite-se que o sitio priméario da inflamacdo seja a microvasculatura
subpleural, local onde se iniciara a exsudacao e o influxo de células inflamatérias. A partir do
processo inflamatério induzido experimentalmente, ocorre acumulo de liquido, o qual pode
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apresentar caracteristicas de exsudato, com ou sem fibrina, ou transudado. Os mediadores
envolvidos neste tipo de inflamacdo séo liberados por células residentes ou por aquelas que

migram para o local do processo inflamatério (PEREIRA, 2006).

5.2 Modelo experimental de asma

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 populacdo infantii (COOPER et al., 2006; PEARCE &

DOUWES, 2006).

O modelo de asma em animais tem sido utilizado ha mais de um século (KAROL,
1994). Embora os modelos em ratos e cobaias sejam relevantes, 0 modelo murino é mais
usado devido a disponibilidade de ferramentas imunoldgicas, como linhagens de
camundongos isogénicos, knockouts e transgénicos; disponibilidade de anticorpos e proteinas
recombinantes (DIERTRICH et al., 1996; ELIAS et al., 2003). Dentre as linhagens de
camundongos a mais utilizada para estes modelos é a do camundongo Balb/c, o qual exibe
uma tendéncia determinada geneticamente para desenvolver resposta imune do tipo Th2.
Contudo, a reacdo inflamatdria semelhante a asma e a pleurisia também pode ser induzida em
camundongos da linhagem C57BL/6, mesmo tendo menor perfil Th2 (SCHORDER &
MAURER, 2007).

O procedimento freqlientemente utilizado em modelos animais é a inducdo de um
estado alérgico, frente ao uso de antigeno conhecido, como a ovalbumina (OVA) associado ao
alimen (hidroxido de aluminio). O alimen é o adjuvante amplamente usado para a inducéo da

sintese de anticorpos, particularmente da classe IgE. A administracdo de antigenos protéicos
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associado ao alumen resulta em imunidade mediada por células e formacdo de anticorpos,

dependente de células T (no caso, células Th2) (BREWER et al., 1999; KIPS et al., 2003).

Justificativa

33



Dentro do processo inflamatorio, para que haja um minimo de dano tecidual um
programa de resolucdo precisa ser ativado. Assim, o entendimento das vias especificas
envolvidas na permanéncia de leucdcitos no tecido seria de grande interesse para o
desenvolvimento de estratégias capazes de interferir com o processo inflamatdrio. 1sso seria
importante, também, para o controle de diversas doencas, tais como doencas autoimunes
(GOULDING et al., 1998), fibrose cistica (CONESE et al., 2003), lesGes provenientes de
isquemia e reperfusdo de tecidos (SOUZA et al.,, 2002, SOUZA et al., 2003) e sepse

(ALDRIDGE, 2002).

Estudos anteriores demonstraram o papel de ROS como mediadores pro-inflamatérios,
mas o papel de ROS na fase de resolucéo é pouco compreendido. Em nosso grupo de pesquisa
foi verificado que o aumento da formacdo de H,O, parece estar envolvido em alguns
pardmetros anti-inflamatorios, € interessante estudar essa via no contexto da permanéncia de
leucécitos na resposta inflamatoria alérgica.

Neste contexto, foi proposto neste trabalho que o mecanismo que poderia contribuir
para o adiantamento da resolugdo da resposta inflamatoria seria a inducdo de apoptose de

eosindfilos pela formacédo de H,O, pela administragdo de SOD exdgena.
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Objetivos
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Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a importancia da formagdo de ROS com
enfoque na via de formacéo de perdxido de hidrogénio (H,O;) para o acimulo (permanéncia)

de leucocitos em modelos de resposta inflamatoria alérgica.

Objetivos especificos:

- Estudar a cinética da resposta inflamatdria envolvida na pleurisia alérgica e verificar o efeito
da administracdo exdgena da superoxido dismutase (SOD) na manutencdo de eosindfilos na

cavidade pleural e na resolucéo da resposta inflamat6ria em camundongos selvagens.

- Estudar a cinética da resposta inflamatdria envolvida na asma em camundongos selvagens e
investigar o efeito da administracdo exdgena da superdxido dismutase (SOD), da catalase e
H,O, na manutencdo de eosintfilos no espago bronquioalveolar e na resolucdo da resposta

inflamatoria.

-Verificar se a administracdo exdgena de SOD, catalase e H,O, estdo envolvidas na apoptose
de eosinofilos.

- Investigar como ocorre a resposta inflamatéria em camundongos gp91°"*"deficientes na

producéo de ROS pela NADPH oxidase no modelo de asma.

- Investigar a producdo de ROS na resposta inflamatéria envolvida na asma induzida por

antigeno (ovalbumina) em camundongos selvagens e gp91°"™".

- Investigar se espécies reativas de nitrogénio estdo envolvidas na resolugdo da resposta

inflamatdria apds inducdo de asma em camundongos.

- Verificar o efeito do tratamento com apocinina na manutencdo da resposta eosinofilica no

modelo de asma induzida por antigeno (ovalbumina) em camundongos.
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Estratégia experimental
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Para responder as perguntas propostas neste trabalho, utilizamos estratégias
farmacoldgicas como a administracdo exdgena de SOD, catalase, H,O, e apocinina (inibidor
da formacdo de ROS) 24h ap6s a inducdo por OVA da pleurisia e da asma em camundongos
selvagens. Dessa maneira, interferindo nas vias de formacdo de ROS (destacadas em

vermelho) demonstradas no esquema abaixo:

SOD Catalase

Cu () Fe (II)

02 T"’ 02" e — H202 pr— H20 + 02
NADH/MADPH oxidas

Lipoxygenase NO Fenton reaction
Cycloxygenase

P-450 monooxygenase
Mitochondrial oxidative- ] L j

Phosphorylation
'ONOO- ‘OH

Figura 3. Esquema das vias de formacéao de espécies reativas de oxigénio.
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Metodologia
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Comissao de ética:

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de ética em experimentacdo animal

(CETEA) sob o protocolo de pesquisa numero 218/11.

Animais:

Neste estudo utilizamos camundongos C57BI/6 obtidos no Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-
ICB/UFMG). Os camundongos gp91°"" e INOS™ foram adquiridos no biotério mantido pelo

nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Imunofarmacologia).

Drogas e reagentes

Superoxido Dismutase de Eritrocito Bovino (SOD), Catalase, Albumina de Soro
Bovino Metilada (MBSA), Albumina de Soro Bovino (BSA) e ovalbumina foram adquiridos
da Sigma (St. Louis, MO). 2°,77 Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA)
(Invitrogen), 4,5 Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) (Invitrogen) e dihidrorodamina-

123 (DHR-123) (Invitrogen).

Modelo de Pleurisia induzida por antigeno:

Camundongos foram imunizados por via subcutanea nos dias 1 e 8 com 0.2 mL de
uma solugdo contendo (Smg de ova em 10ml de PBS) 100 pg de Ova e 170 uL. de hidroxido
de aluminio (Reheiss, Dublin, Ireland). Foram desafiados pela administragdo intrapleural de
antigeno (ovalbumina) ou salina sete dias ap6s a sensibilizacdo. O lavado da intrapleural foi

realizado para se obter leucécitos presentes na cavidade pleural. Apos sacrificio nos tempos
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determinados (intervalos de 12 a 96 h apds o primeiro desafio intrapleural), a cavidade pleural
de cada animal foi exposta o lavado foi feito através da injecdo de duas aliquotas de 1 mL de
PBS gelado, injetadas e recolhidas 3 vezes cada uma com uma pipeta de Pasteur, obtendo-se
1,7 — 2,0 mL de volume final recuperado do lavado. O liquido recolhido do lavado foi
centrifugado em tubos de 5 mL a 4°C, por 5 minutos, a uma velocidade de 1500 rpm,
formando um pellet de células utilizado para contagem total e diferencial de células (Figura

4).

Lavado pleural

12h 24h 48h 72h  96h
| | | | | | |
1 2 15 16 17 18 19
i i J J J i i
Imunizacio Desafio antigénico
I |
100 pg de OVA em Administragdo
hidroxido de aluminio a intrapleural de OVA ou
2% diluido em PBS PBS

Figura 4. Delineamento experimental. Esquema do protocolo de sensibilizagbes e
desafios aplicados para camundongos no modelo experimental de pleurisia.

Modelo de asma induzida por antigeno:

Camundongos foram imunizados por via intraperitoneal com 0.2 ml de uma solugao
contendo 100 pg de OVA em hidroxido de aluminio a 2%. Foram desafiados pela

administracdo intranasal de antigeno (OVA) ou salina (grupo controle) 9, 10 e 11 dias ap06s
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sensibilizacdo (Figura 5). Os protocolos de sensibilizacdo e desafio foram realizados de
acordo com KUROWSKA-STOLARSKA et.al., 2008.

O lavado broncoalveolar (LBA) foi realizado para se obter leucocitos presentes no
espaco alveolar. Apds sacrificio nos tempos determinados (intervalos de 12 a 96 h apds o
primeiro desafio intranasal), a traquéia de cada animal foi exposta novamente e canulada com
um catéter de polipropileno de 1,7 mm. O lavado foi feito atraves da inje¢do de duas aliquotas
de 1 mL de PBS gelado, injetadas e recolhidas 3 vezes cada uma, obtendo-se 1,7 — 2,0 mL de
volume final recuperado do lavado. O liquido recolhido do lavado foi centrifugado em tubos
de 5 mL a 40C, por 5 minutos, a uma velocidade de 1500 rpm, formando um pellet de células
utilizado para confeccdo de laminas em citocentrifuga para posterior contagem total e
diferencial de células. Ao término do 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 imediatamente extraidos para analise histopatologica.

LBA

1
|I .I
12h 24h 48h 7Zh  96h

10—

1 0 11 12 13 14 15
Imunizagdo Desafio antigénico
) J
100 pg de OVA em Administragdo
hidréxido de aluminio a intranasal de OVA ou
2% diluido em PBS. PBS

Figura 5. Delineamento experimental. Esquema do protocolo de sensibilizagdes e desafios

aplicados para camundongos no modelo experimental de asma.
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Tratamento

Os camundongos foram tratados com SOD, H,0,, catalase, apocinina ou veiculo ap6s
uma resposta inflamatoria significativa. As dosagens foram determinadas através de

experimentos de dose resposta.

Contagem total dos leucdcitos

Aliquotas de 10uL do lavado pleural ou bronquio-alveolar foram diluidas em liquido
de Turk, na propor¢do de 1:10, sendo que a contagem total dos leucdcitos foi realizada em
camara de Neubauer, com o auxilio de microscopio 6ptico (aumento de 40x) e contador

manual. Os resultados foram expressos como numero de células x 104 /cavidade.

Contagem diferencial dos leucdcitos

As laminas para contagem inicial foram preparadas por citocentrifugacdo de uma
aliquota do lavado pleural ou brénquio-alveolar (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh,
Pennsylvania, USA). As células foram examinadas em microscopio 6ptico através da objetiva
de imersdo em 6leo (aumento de 100x), sendo contadas 100 células por lamina diferenciando-
se 3 tipos celulares, neutréfilos, eosindfilos e monucleares. A quantificacdo de cada tipo
celular presente na cavidade articular foi calculado pela percentagem dessas células contadas
nas laminas e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os resultados foram

expressos como nimero de neutréfilos x 10° /cavidade.
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Técnica histoldgica

O pulmao foi isolado e imerso em formol tamponado a 10%, para fixagdo durante 24
horas. Esses tecidos foram desidratados e incluidos em blocos de parafina. Cortes de 6 um de
espessura foram dispostos em laminas de microscopia. As laminas foram coradas segundo a

técnica de coloracdo de hematoxilina e eosina.

Caracterizagdo morfoldgica da apoptose

Caracterizacdo morfoldgica foi realizada como rotineiramente realizado no laboratério
(PINHO et al., 2005). Brevemente, as células que foram recuperadas apds o estimulo
inflamatdrio, tratados ou ndo com SOD, foram citocentrifugadas, fixadas e coradas com May-
Grunwald-Giemsa e contadas usando microscopio para determinar a proporcdao de células

com morfologia apoptotica.

-Caracterizagdo bioquimica da apoptose:

A medida do nimero de células apoptéticas foi realizada através de citometria de
fluxo (usando Becton Dickenson FACScan e CELL quest software). Para isso, utilizamos
uma marcagdo com anexina-V-FITC, que liga-se a fosfatidilserina exposta na superficie das
células apoptdticas e iodeto de propidio, como uma forma de excluir da amostra células que
tenham perdido a integridade de membrana. A marcacdo com anexina-V-FITC foi

considerada em células positivas para GR-1- FITC.

44



Determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio por

fluorimetria:

Para avaliar a participacdo de especies reativas na resolucdo do processo inflamatorio
alérgica, utilizaram-se os marcadores 2", 7° Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCF-DA)
(Invitrogen), 4,5 Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2DA) (Invitrogen) e dihidrorodamina-
123 (DHR-123) (Invitrogen).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) foram mensuradas com auxilio da sonda 2°-7"
diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), que é permeavel a membrana celular e ndo-
fluorescente. Na presenca de ROS, este composto é oxidado no interior da célula e produz um
composto fluorescente, 2", 7°- diclorofluoresceina (DCF), que permanece intracelular
(SRIVASTAVA et al., 2009).

O diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA) é um reagente permeével a
membrana celular que permite a determinag&o de NO intracelular. Essa metodologia baseia-se
na capacidade do NO de oxidar o reagente 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2), que ndo é
fluorescente para uma forma fluorescente. O marcador DAF-2DA é desacetilado e convertido
a 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2) por meio da acdo de esterases citoplasmaticas. O DAF-2
ndo é permeavel a membrana celular permanecendo, portanto, no interior das células. Em pH
fisiologico, DAF-2 é relativamente ndo fluorescente. No entanto, na presenca de NO e
oxigénio, um produto fluorescente é formado, o triazolofluoresceina (DAF-2T). A medida da
fluorescéncia é feita pela leitura da amostra no fluorimetro e é proporcional a concentragdo de
NO nas células (HAVENGA et al., 2001; STRIJDOM et al., 2004).

A capacidade para gerar ROS e peroxinitrito (ONOO-) foi avaliada utilizando a sonda

dihidrorodamina 123 (DHR-123). A DHR-123 € uma substancia que se acumula na célula e é
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oxidada, na presenca de ROS e peroxinitrito, dando origem a rodamina 123 (R-123), que €
uma substancia fluorescente (SRIVASTAVA et al., 2009).

As células foram obtidas do lavado broncoalveolar e foram incubadas, separadamente,
com as sondas DCF-DA (20 uM), e DHR-123 (5 uM), por 30 minutos, em estufa a 30°C. Esta
etapa do experimento foi realizada ao abrigo da luz, pois os marcadores sdo fotossensiveis. A
leitura da fluorescéncia foi realizada em espectrofotdmetro de fluorescéncia (Synergy 2,
BIOTEK) com comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 480 e 530 nm,

respectivamente.

Analises estatisticas

Os dados foram apresentados com média + SE. A andlise da diferenca entre dois ou

mais grupos foi ealizada, respectivamente, pelo teste t-student e ANOVA seguida do pds-teste

Newman-Keuls. A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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Resultados
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Primeiramente, verificamos como ocorre o processo de resposta inflamatdria apos
inducdo da pleurisia alérgica em camundongos e para isso administramos o antigeno (OVA)
na cavidade pleural de camundongos C57/BL6 sensibilizados previamente com esse mesmo
antigeno. Os grupos considerados como controle deste experimento foram sensibilizados com
ovalbumina e desafiados com salina estéril. Observou-se um acumulo de leucocitos no
periodo de 12 a 48 horas (Figura 6A). A resposta inflamatdria foi caracterizada por um
acumulo de neutréfilos 12 horas apds o desafio que estava completamente resolvida apos 24
horas (Figura 6B). Apds a 242 hora do desafio houve um aumento do acimulo de eosindéfilos e
a resolucédo da resposta inflamatoria eosinofilica iniciou-se com 48 horas e ap6s 72 horas do
desafio antigénico o numero de eosintfilos estava semelhante ao de animais nao desafiados
com antigeno (Figura 6C). Além disso, observamos que ndo houve diferenca significativa na

quantidade de células mononucleares, durante todo o periodo analisado (Figura 6D).
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Figura 6. Cinética do recrutamento de células inflamatorias no modelo de pleurisia
alérgica. Numero de células totais (A), neutréfilos (B), eosinéfilos (C) e mononucleares (D)
12, 24, 48 e 72 horas ap6s inducdo da pleurisia alérgica em camundongos selvagens. Os
animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram considerados como grupo
controle do experimento. ND: N&o detectado. Os resultados sdo apresentados como media +
erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo. * P<0,05 quando comparados a animais
do grupo controle (PBS).
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Apdbs verificar como ocorre a cinética da resposta inflamatéria no modelo de pleurisia
alérgica, o foco do nosso estudo foi verificar o efeito da administracdo exdgena de SOD na
manutencdo de eosindfilos na cavidade pleural. Para este experimento inicial, duas doses
diferentes de SOD foram testadas. Os resultados mostraram que a injecdo de SOD na dose de
3mg/kg 24 horas apds o desafio, tempo no qual havia um grande acumulo de eosindfilos,
diminuiu o numero de eosindfilos na cavidade pleural (figura 7A). Essa diminuicdo do

namero de eosindfilos foi coincidente com um aumento do numero de células apoptéticas

(Figura 7B).
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Figura 7. Tratamento com SOD reduz o numero de eosinofilos e aumenta os eventos
apoptdticos no modelo de pleurisia alérgica. NUimero de eosindfilos (A) e eventos
apoptoticos (B), apds tratamento com superoxido dismutase (SOD; 3mg/kg ou 1mg/kg) ou
veiculo (ovalbumina). * P< 0,05 quando comparados aos animais tratados com veiculo. Os
resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média de 4-6 animais em cada

grupo.
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Diante dos resultados obtidos no recrutamento de células no modelo de pleurisia
alérgica e apos verificar que SOD induz apoptose de eosinofilos e consequente resolugédo da
resposta inflamatdria, o préximo passo foi estudar o efeito do tratamento com SOD em um
modelo de doenca, a asma. Inicialmente, fizemos uma injecdo intratraqueal do antigeno
(ovalbumina) em camundongos C57/BL6 sensibilizados previamente com esse mesmo
antigeno. Os grupos considerados como controle deste experimento foram sensibilizados com
ovalbumina e desafiados com salina estéril. No experimento de cinética observou-se
resultados semelhantes aos encontrados no modelo de pleurisia. A resposta inflamatéria foi
caracterizada por um acumulo de leucocitos no periodo de 12 a 48 horas (Figura 8A). Houve
um aumento do nimero de neutréfilos até 12 horas ap6s o desafio antigénico (Figura 8B).
Apobs a 242 hora do desafio a resposta neutrofilica foi resolvida e houve um aumento do
acumulo de eosinofilos. A resolucdo da resposta inflamatoria eosinofilica iniciou-se com 48
horas e, ap6s 72 horas do desafio antigénico, o nimero de eosinéfilos estava semelhante ao de
animais ndo desafiados com antigeno, ou seja, a resposta inflamatéria estava resolvida.
(Figura 8C). Além disso, observamos que ndo houve diferenca significativa na quantidade de
células mononucleares, que se mantiveram constantes durante todo o periodo analisado

(Figura 8D).
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Figura 8. Cinética do recrutamento de células inflamatdrias no modelo de Asma.
Numero de células totais (A) neutréfilos (B), eosinofilos (C) e mononucleares (D) 12, 24, 48 e
72 horas ap0s inducdo da asma através do antigeno ovalbumina em camundongos selvagens.
Os animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram considerados como grupo
controle do experimento. * P< 0,05 quando comparados aos animais do grupo controle (PBS).
Os resultados séo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada
grupo.
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Para verificar como ocorre a producdo de ROS na inflamacéo alérgica, foi realizado
um lavado broncoalveolar nos periodos iniciais e resolutivos da resposta inflamatoria (12, 24,
48, 72 e 96 horas ap6s o desafio com antigeno) apos a indugdo de asma em camundongos
selvagens. Posteriormente medimos a intensidade de fluorescéncia emitida pelas células, apds
marcacdo com a sonda DCF-DA especifica para ROS e comparamos a cinetica de
recrutamento de eosindfilos (Figura 9). Os resultados mostraram que em camundongos
selvagens a producdo de ROS acontece simultaneamente e a cinética de recrutamento de
eosinofilos, aumenta consideravelmente 24 horas apds o desafio com o antigeno, e diminui a
partir de 48horas(Figura 9). O mesmo procedimento foi realizado em camundongos gp91°"*"-
e estes foram comparados aos camundongos selvagens (Figura 10). Interessantemente, nos
camundongos gp91P"™"" a producdo de espécies reativas de oxigénio é significativamente
menor quanto comparada aos camundongos selvagens (Figura 10). Estes dados juntos com a

1 phox-/-

cinética de recrutamento de eosinofilos em gp9 mostrados na figura 8, demonstram um

atraso na resolucdo da resposta inflamatdria na auséncia de ROS.
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Figura 9. Cinética da producdo de espécies reativas de oxigénio e recrutamento de
eosinofilos na asma em camundongos selvagens. Apos inducdo da asma, foi realizado o
lavado broncoalveolar. Foi realizado a citocentrifugacdo das células e posterior contagem de
eosinofilos (barras). Alem disso, foi feito uma marcacdo com a sonda DCF-DA e
posteriormente a medicdo da intensidade de fluorescéncia das células que estavam
expressando ROS foram analisadas por um fluorimetro (linha). Animais que receberam salina
durante o desafio e que, consequentemente ndo desenvolveram a doenga, foram considerados
o0 grupo controle (PBS). Valores expressos como média + EPM. Oneway ANOVA seguida do

teste Newman-Keuls.
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Figura 10. Cinética da producéo de especies reativas de oxigénio no modelo de asma, em
camundongos selvagens e em camundongos gp91”"™". Apés inducdo da asma, foi
realizado o lavado broncoalveolar em camundongos selvagens (Wild type- WT) e em
gp91P"*". Foi feito uma marcacdo com a sonda DCF-DA e posteriormente a medicdo da
intensidade de fluorescéncia das células que estavam expressando ROS foram analisadas por
um fluorimetro. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6

animais em cada grupo.
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Ap0bs verificar que ROS participa da resolucdo natural do processo inflamatorio e tendo em
vista que o tratamento com SOD reduziu o nimero de eosinofilos e aumentou os eventos
apoptoticos no modelo de pleurisia alérgica, o proximo passo foi verificar se a administracdo
exogena de SOD ou H,0, implicaria em um aumento na morte de eosinéfilos por apoptose no
espaco bronquioalveolar de camundongos ap6s indugdo da asma. Foram feitos tratamentos
com superoxido dismutase (SOD; 3mg/kg), SOD mais catalase (CAT; 1,2 mg/kg) e H,O,
(0.5mM). Foram considerados como controles dos tratamentos com SOD e H,0;:

- Animais que receberam salina durante o desafio e o tratamento ndo desenvolveram a doenca
(PBS).

- Animais que receberam o antigeno durante o desafio e desenvolveram a doenca mas foram
tratados com salina (ASMA).

- Animais que receberam o antigeno durante o desafio e desenvolveram a doenca e foram
tratados com SOD + catalase (SOD+CAT).

Observou-se uma reducdo no numero de eosinéfilos na cavidade broncoalveolar em
animais que receberam o tratamento com SOD ou H,0, quando comparados ao grupo nédo
tratado (ASMA). Em contraste, animais que receberam SOD concomitantemente com a
catalase, tiveram um resultado semelhante aos ndo tratados (Figura 11A). A resolucdo da
inflamacédo induzida pelo tratamento com SOD (Figura 11B e 12C) ou H,0, (Figura 11B e
12D) foi acompanhada pelo aumento de eosinofilos apoptoticos avaliados morfologicamente.
Além disso, a apoptose de eosindfilos foi demonstrada bioquimicamente atraves da analise de
citometria de fluxo, que revelou um aumento na expressdo de anexina-V FITC+ Gr-1 nas

células dos camundongos que receberam tratamento com SOD e H,0; (Figura 11C).
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Figura 11. Tratamento com SOD ou H,0O, reduz a quantidade de eosindfilos e aumenta
0s eventos apoptdticos em camundongos selvagens apo6s inducdo de asma. Porcentagem
de eosindfilos (A) e eventos apoptdticos (B) na cavidade broncoalveolar nos camundongos
apos injecdo de ova (veiculo), superoxido dismutase (SOD; 0,3mg/kg), ou SOD mais catalase
(CAT; 1,2 mg/kg) ou H,O; (0.5 mM) 24 horas depois da inducdo da asma. Apos 48 horas do
desafio foi realizado o lavado broncoalveolar, a citocentrifugacdo das células e posterior
contagem diferencial de eosinofilos e eventos apoptéticos.( C) células expressando anexina-V
FITC+ Gr-1.* P< 0,05 quando comparados aos camungongos que receberam veiculo
(ASMA). Os resultados sdo apresentados como media + erro padrdo da média de 4-6 animais
em cada grupo.
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50 um

Figura 12. Figuras representativas dos tipos celulares presentes no lavado bronco-
alveolar de animais PBS (A) ASMA (B) SOD (C) H,0, (D). Auséncia de inflamacéo, células
mononucleares (A), infiltrado de eosinéfilos normais (seta preta) (B), eosin6filos em apoptose
(seta vermelha) (C, D). 100x Escala: 50 um
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Analises histopatologicas mostram que em camundongos nédo tratados (ASMA) ocorre uma
inflamacdo moderada perivascular e peribronquiolar (Figura 13B), e intensa infiltracéo
bronquiolar e alveolar de células inflamatdrias (Figura 13C). No entanto, camundongos que
receberam o tratamento com SOD (aumento da producdo de H,O, enddgeno) apresentaram
uma inflamacéo leve e focal (Figura 13D) e camundongos que receberam H,O, diretamente,
resolveram a inflamacdo (Figura 13E). Quando foi realizada a administracdo de SOD
concomitantemente com a Catalase, ndo houve resolugéo, ocorreu uma inflamagéo multifocal

e pronunciada (Figura 13F).
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Figura 13. Tratamento com H,O;, resolve a inflamacdo no modelo de asma.
Fotomicrografias de sec¢des do pulméo de animais PBS (A), ASMA (B-C), SOD (D), H,0;
(E) e SOD+CATALASE (F). H&E. Pulmao com aspecto histolégico normal (A). Inflamacéo
moderada perivascular e peribronquiolar (B). Intensa infiltracdo bronquiolar e alveolar de
celulas inflamatorias (C). Inflamacéo leve e focal (D). Resolucdo do processo inflamatorio

(E). Inflamacéo multifocal e pronunciada (F). 100x. Escala: 50 pm
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Para reafirmar a importancia do ROS produzido pela NADPH oxidase no processo
inflamatério, foi realizado um experimento de cinética utilizando camundongos gp91 P,
deficientes na subunidade gp91 da NADPH oxidase, portanto ndo produzem ROS por esta
via. Ovalbumina foi administrada na cavidade broncoalveolar de camundongos C57/bl6
(grupo ASMA), gp91 """ sensibilizados previamente com esse mesmo antigeno. Os animais
do grupo PBS foram imunizados com ovalbumina e receberam a administracdo de salina
estéril. O lavado broncoalveolar para analise das células foi realizado com 72 e 96 horas ap6s
o desafio antigénico. Observou-se que os animais gp91 """ nio resolveram a inflamacéo de
neutréfilos (Figura 14A) e eosinodfilos (Figura 14B), quando comparados aos grupos controle

ASMA e PBS, que resolvem com 72h.
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Figura 14. Cinética do recrutamento de células inflamatdérias no modelo de asma em
camungongos gp91P"™”“Nimero de neutréfilos (A) eosinéfilos (B), 72 e 96 horas ap6s
inducdo da asma em camundongos selvagens (ASMA), deficientes na producdo de ROS
(gp91P"*™). Os animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram considerados
como grupo controle do experimento. * P< 0,05 quando comparados aos PBS. Os resultados

sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.
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As analises histopatologicas do tecido pulmonar mostraram que camundongos selvagens
(WT) e gp91P"™” apresentam infiltrados inflamatérios perivasculares e peribronquilares
evidentes com 48 horas de inflamacdo (Figural5B e 15C). Com 72 horas a inflamacédo ja

apresenta-se leve e focal no camundongo selvagem (Figura 15D). Em contraste, no

camundongo gp91°"*" a inflamac&o cronifica-se e é focalmente extensa (Figura 15E).

Figura 15. Fotomicrografias de sec¢es do pulmao de animais PBS (A), WT (Be D) e
Gp91P"™*" (C e E). H&E. Pulmio com aspecto histolégico normal (A). Infiltrados
inflamatorios perivasculares e peribronquilares evidentes (asteriscos) (B) e (C), 48 horas.
Inflamacgéo leve e focal (D). Inflamagédo crénica focalmente extensa (E), 72 horas. 100x.

Escala: 50 um
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Para reafirmar nossos resultados obtidos com animais gp91°""~ foi realizado um
tratamento intranasal com um inibidor da NADPH oxidase, a apocinina na dose de 10 mg/kg.
Os resultados mostraram que camundongos que receberam tratamento tiveram a resposta

inflamatdria prolongada quando comparados aos néo tratados (WT) (Figura 16).

15+ - \WT
—4— Tratamento com apocinina

Numero de eosinofilos X 10°
por cavidade

Horas apos desafio com OVA

Figura 16. Tratamento com apocinina no modelo de asma em camundongos selvagens.
Apocinina foi administrada 24horas depois da inducdo da asma na dose de 10 mg/kg. Apos 24
horas, foi realizado o lavado broncoalveolar , a citocentrifugacdo das células e posterior
contagem diferencial de eosinofilos. * P< 0,05 quando comparados aos camundongos nédo
tratados (WT). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média de 4-6

animais em cada grupo.
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Para investigar se espécies reativas de nitrogénio participam da resolucdo da resposta
inflamatéria no modelo de asma alérgica, verificamos o acumulo de eosinofilos em
camundongos INOs 7 (deficientes na producéo de 6xido nitrico) 72 horas apés a inducéo da
doenca e em camundongos selvagens, 48 e 72 horas ap6s a inducdo da doenca. Observou-se
que camundongos INOs™ apresentam actimulo de eosinéfilos semelhantes aos camundongos
selvagens (Figura 17). Além disso, medimos a intensidade de fluorescéncia emitida pela
células na presenca de Oxido nitrico através da sonda 4,5 Diaminofluoresceina diacetato
(DAF-2DA) e peroxinitrito através da sonda dihidrorodamina-123 (DHR-123), 48 horas ap6s
a inducdo da doenga. Os resultados mostraram que ndo tem diferenca significativa na
producdo de peroxinitrito (Figura 18A) ou oxido nitrico (Figura 18B) quando comparados ao
controle (PBS). Esses dados sugerem, entdo, que RNS ndo séo essenciais para resolucdo da

resposta inflamatdria alérgica.
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Figura 17. Cinética de eosinéfilos na resposta inflamatdria no modelo de asma em
camungongos selvagens e INOs” 48 e 72 horas ap6s inducdo da asma em camundongos
selvagens (ASMA), e 72 horas ap6s inducdo da asma em camundongos deficientes na
producgéo de NO (INOs™). Os animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram
considerados como grupo controle do experimento. * P< 0,05 quando comparados aos

64



camundongos selvagens (ASMA). Os resultados sdo apresentados como média + erro padrédo

da média de 4-6 animais em cada grupo.
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Figura 18. Producdo de espécies reativas de nitrogénio no modelo de asma em
camundongos selvagens. Apos inducdo da asma, foi realizado o lavado broncoalveolar em
camundongos selvagens. Foram feitas marcacbes com as sondas DAF e DHR-123 e
posteriormente a medicdo da intensidade de fluorescéncia das células que estavam
expressando NO e ONOOQO' respectivamente. Animais que receberam salina durante o desafio
e gue, consequentemente ndo desenvolveram a doenca, foram considerados o grupo controle
(PBS). * P< 0,05 quando comparados aos PBS. Os resultados sdo apresentados como média +
erro padrdo da média de 4-6 animais em cada grupo.
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Discussao
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Nas Ultimas décadas a prevaléncia e gravidade de doencas alérgicas aumentaram
significativamente em ambientes urbanos. A asma e as doencas alérgicas estdo entre 0s
principais problemas de salde publica em ascensdo, principalmente, na populacdo infantil
(COOPER et al., 2006). Atualmente, existem duas principais categorias de farmacos
utilizados no tratamento da asma: broncodilatadores e anti-inflamatorios. Apesar da ampla
utilizacdo e de aliviarem parte dos sintomas da asma, farmacos broncodilatadores
desempenham sua fungdo da forma desejada quando estdo em associacdo com substancias
anti-inflamatorias. Essa combinacdo é a terapia mais eficiente para o tratamento da asma e
atua de forma sinérgica. (CORREA et.al, 2008). Mesmo com as diferentes abordagens
terapéuticas existentes para o tratamento da asma, a terapia atual ainda é inadequada e a
grande maioria apresenta uma série de efeitos colaterais como: risco aumentado de nauseas,
dor de cabeca, arritmias cardiacas, convulsdes, osteoporose e, em criancas, distlrbios
metabdlicos graves que levam a alteragcdo do crescimento e comportamento (BARNES, 2004;
RANG et al, 2004, LAZAAR & PANETTIERI, 2004; LEATH et al., 2005;
WANNMACHER, 2006; BARNES, 2006). Existe, consequentemente, uma grande
necessidade de novas moléculas mediadoras que atuem de forma mais especifica nas
diferentes fases do processo asmatico, suas sinaliza¢des e produtos inflamatérios produzidos,
e que ndo apresentem os efeitos adversos e indesejaveis das terapias atuais (CORREA et.al.,
2008). A fim de buscar futuras estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas
inflamatorias alérgicas, investigamos no presente trabalho o papel desempenhado pelas
espécies reativas de oxigénio na resolucdo inflamatéria no modelo de pleurisia alérgica e
asma. Estudos anteriores demonstraram o papel de ROS como mediadores pro-inflamatérios,

mas o papel de ROS na fase de resolugédo é pouco compreendido.
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Nossos resultados mostraram que especies reativas de oxigénio sdo importantes para
resolucédo da resposta inflamatoria eosinofilica através da inducéo de apoptose de eosinofilos.
Esta conclusdo é apoiada pelos seguintes achados: (1) O aumento de ROS atraves do
tratamento com SOD ou H,O, diminuiu 0 numero de eosinofilos e, consequentemente,
aumentou o numero destas células em apoptose nos modelos de pleurisia alérgica e asma. (2)
A producdo de ROS em camundongos gp91phox™ foi significativamente menor quando
comparada aos camundongos selvagens e ocorreu um atraso na resolugdo da resposta
inflamato6ria no modelo de asma.

De fato, ja foi descrito que sob condi¢cdes de estresse oxidativo, a superoxido
dismutase (SOD) age como um sistema de defesa celular enddgeno que degrada superdxido
(02-) em oxigénio e perdxido de hidrogénio (H202). H,O, tem sido demonstrado induzir a
apoptose em células epiteliais (HUSSAIN et.al., 2010), células endoteliais (FANG et.al.,
2010), células de hepatdcitos humanos (KIM et.al., 2010) miécitos (ZHANG et.al., 2011).
Dados recentes mostram que o tratamento com catalase, que degrada H,O, atrasa a resolucéo
da inflamacéo e em contraste, a administracdo de SOD, que gera H,O, acelera a resolucao da
inflamacdo resultando em um maior nimero de neutréfilos apoptoticos. Além disso,
camundongos gp91phox-/- tiveram um atraso na resolucdo da inflamacdo neutrofilica e este
processo foi revertido pela administracdo exdgena de H,O, em um modelo de artrite induzida
por antigeno (LOPES et.al., 2011).

Em termos gerais nossos dados demonstraram um papel fundamental para ROS como
um mediador pré-resolutivo, ndo investigamos aqui 0s mecanismos e as vias de sinalizacao
pelos quais ROS induzem a apoptose de eosinéfilos, mas sugerimos que a inibicdo de vias de
sinalizacdo ligadas a sobrevivéncia de leucdcitos podem estar associadas a este processo.
Como demonstrado por nosso grupo de pesquisa, a inibicdo de vias de sobrevivéncia da

PI3K/NF-kB por H,O, promove a apoptose de neutrofilos (LOPES et.al., 2011). Estudos
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recentes demonstraram que a utilizacdo de inibidores especificos de PI3Ks, wortmannin e
LY294002 levam a uma reducdo do numero de eosinofilos na cavidade pleural. E esta
reducdo esta associada a um aumento no nimero de celulas em apoptose na pleura. (PINHO
et.al., (2005). Além disso, a inibicao das vias de PI3K/Akt e NF-kB por AMP ciclico promove
a resolucdo da pleurisia alérgica através da apoptose de células inflamatdrias (SOUSA et.al.,
2009). Outras vias moleculares que podem modular a sobrevivéncia e morte de leucécitos nos
locais de inflamacdo incluem a cascata das MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
(LELEKOV-BOISSARD T etal.,, 2009) e CDK (ciclinas dependentes de quinases). A
inibicdo seletiva de CDK através do inibidor AT7519 promove a resolucdo da pleurisia
alérgica através da apoptose de eosinéfilos e aumenta o nimero de macréfagos contendo
corpos apoptéticos na cavidade pleural in vivo (ALESSANDRI et al., 2011). A via
mitocondrial é outra via importante na apoptose e pode ser ativada por diferentes estimulos,
incluindo espécies reativas de oxigénio, radiacdo e agentes quimioterapicos. Altas
concentragfes de ROS induzem a formacdo de poros na membrana de mitocondrias e
desacopla a transferéncia de elétrons resultando em apoptose. (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006). Através dos poros ou da ruptura de sua membrana externa, a
mitocondria libera compostos apoptogénicos como o citocromo ¢ (cit ¢). Uma vez no citosol e
na presenca de ATP, o cit c se liga ao fator 1 de ativagdo de protease apoptotica (Apaf-1) e
induz a oligomerizacdo do complexo APAF-1-cit ¢ denominado apoptossomo. Este complexo
recruta e ativa pro-caspase 9, esta por sua vez, ativa caspase-3 e em resposta aos sinais pro-
apoptéticos promove a apoptose. Além de proteinas que podem desencadear ou aumentar a
ativacdo de caspases, mitocondrias também liberam proteinas pré-apoptoticas, como o fator
de inducdo de apoptose (AIF) e endonuclease G (Endo G). Estas proteinas estdo envolvidas

na fragmentacdo do DNA cromossomico e subsequente condensagdo, um dos tracos

69



caracteristicos morfologicos da morte celular programada (JIANG et.al., 2004; HOTCHKISS
et.al., 2006).

Como revisto por STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008, a apocinina tem sido usada
como um eficiente inibidor do complexo NADPH oxidase em muitos modelos experimentais
envolvendo células fagociticas e ndo fagociticas. O mecanismo de inibi¢cdo ndo é totalmente
conhecido, mas envolve a translocacdo do componente citosélico p47 phox do complexo
NADPH oxidase para a membrana. Neste trabalho foram realizados tratamentos com
apocinina em camundongos selvagens apos a inducdo da asma e os resultados mostraram que
camundongos que receberam tratamento tiveram a resposta inflamatéria prolongada quando
comparados aos ndo tratados (WT), reforcando nossos resultados anteriores, que ROS é
importante para resolucéo da resposta inflamatoria alérgica.

Além de ROS, espécies reativas de nitrogénio (RNS do inglés: reactive nitrogen
species), como o 6xido nitrico (NO), participam do processo inflamatorio nas vias aéreas de
pacientes asmaticos. A funcdo do NO depende da sua concentracdo e da sua interacdo com
biomoléculas e proteinas. O NO reage com oxigénio e ROS formando nitrito, nitrato e
espécies reativas de nitrogénio como peroxinitrito (ONOO-) (MORCILIO et al., 1999;
FOLKERTS et al,. 2001; ANDREADIS et al., 2003). NO tem sido demonstrado estar
envolvido na regulacdo da apoptose: pode prevenir ou induzir a apoptose dependendo do tipo
celular e da concentracdo em que é produzido (CHUNG et al., 2001). Em nosso estudo,
verificou-se que na auséncia da producdo de NO por INOS ndo houve modificacdo da
resolucdo de eosindfilos. Além disso, a producdo de peroxinitrito ou oxido nitrico no
camundongo apos a inducdo de asma ndo tem diferenca significativa com rela¢&o ao controle
(PBS). Estes estudos iniciais nos sugerem que RNS ndo sdo essenciais na fase resolutiva da

resposta inflamatéria no modelo de asma, entretanto, para melhor entender o papel de RNS,
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necessita-se fazer um estudo mais aprofundado do acumulo de leucdcitos nos animais INOs
além de fazer dosagem RNS em tempos variados da resposta inflamatoria.

Importante para o processo de resolucéo € a participacdo de macréfagos na fagocitose
de celulas apoptdticas. Macrofagos possuem diversas funcbes, bem como um fendtipo
diferente compativel com o seu ambiente inflamatério (MARTINEZ et.al., 2008). Ja foi
descrito que macréfagos apresentam capacidade de proliferar, secretar quimioatraentes para
células T e B, apresentar antigenos e participar de outros aspectos resolutivos como a geracao
de lipoxinas pro-resolutivas que sdo importantes na fagocitose de células apoptoticas em um
modelo de peritonite induzida por zimosan (MELANIE, 2011). Entretanto, o fenotipo de
macrofagos nos tecidos em diferentes fases da resposta inflamatdria (inicio versus resolucéo;
resposta adaptativa versus lesdo tecidual) ainda é pouco compreendido (STABLES et.al.,
2011). Em consonancia, nossos dados mostram que o nimero de macréfagos apresenta-se
constante tanto na fase inicial como na fase resolutiva da inflamacg&o alérgica. No entanto, sdo
necessarios mais estudos para caracterizar os fenotipos e a o papel dos macrofagos que estéo
presentes durante toda resposta inflamatéria alérgica e ap6s resolucao induzida pelo aumento
de especies reativas de oxigénio.

A perpetuacdo da resposta inflamatéria alérgica pode levar a hiperreatividade
brénquica e causar lesdes, como fibroses, irreversiveis no tecido pulmonar. Assim, € muito
importante que ocorra a resolucdo da inflamacdo para a volta da funcdo do érgdo. Foram
feitas analises histopatoldgicas do pulmao de camundongos que receberam o tratamento com
SOD e H;0; e houve uma resolugdo da inflamagdo no modelo de asma alérgica. Este
resultado é de fundamental importancia uma vez que o retorno do tecido ao seu estado natural

€ necessario para a manutencdo de sua funcéo e integridade.
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Conclusao
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Em conclusdo nossos achados sugerem que a administragdo exodgena ou a geracdo endogena
de H,0,, pode induzir a resolugédo da inflamac&o in vivo em modelos de resposta inflamatoria
alérgica através da inducdo de apoptose nos eosinofilos. Esses resultados podem ser
relevantes como futuras estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas inflamatdrias

que se tornam croénicas devido a ndo resolucdo eosinofilica.
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