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RESUMO
Estudos mostram que o sulfeto de hidrogénio (H2S) possui um papel relevante na
fisiopatologia de doencas pulmonares. O objetivo deste trabalho foi investigar os
mecanismos pelos quais 0 H.S influéncia a apoptose e o infiltrado de células
inflamatérias. Para isso, camundongos BALB-C foram sensibilizados e desafiados
com ovalbunina (OVA). Os camundongos tratados receberam o hidrosulfeto de
sodio (NaHS) 30 minutos antes do desafio com OVA (OVA/NaHS). Alguns
camundongos sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA na ocasiao do
desafio (grupo salina). A eutanasia dos animais foi realizada 48 horas apo6s o
desafio, quando foi coletado o lavado broncoalveolar e retirados os pulmdes. Os
pulmdes foram homogeneizados para verificacdo da expressao das proteinas
Caspase 3, Caspase 9, Bax, Fas-L e TGF-B1 e para dosagem dos niveis de
citocinas. O lobo esquerdo foi fixado no formol para alguns procedimentos de
andlise histoldgica. Verificamos o infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar
pela coloragdo HE (hematoxilina/eosina). Observamos, também, a apoptose in situ
em células epiteliais do pulmado através do ensaio TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Por fim, realizamos a
imunohistoquimica no pulmdo para verificacdo da expressdo das enzimas
cistationia-y-liase (CSE) e cistationina-p-sintetase (CBS). Os resultados dos
camundongos alérgicos n&o tratados (OVA) mostraram um aumento do infiltrado
inflamatoério ao redor dos brénquios e bronquiolos, com prevaléncia de eosindfilos.

O tratamento com NaHS foi efetivo em reduzir este infiltrado inflamatério. Ao
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estudarmos a expressao das proteinas Caspase 3, Caspase 9, Fas-L e Bax,
observamos que nos animais sensibilizados e desafiados (OVA) a expressao da
Caspase 3, Caspase 9 e Bax nao sofrem qualquer alteracdo. No entanto, o
tratamento dos animais com NaHS diminui a expressdao da Caspase 3, mas nao
da Caspase 9 e Bax. A expressao do Fas-L é aumentada nos animais
sensibilizados e desafiados (OVA) quando comparado ao grupo salina e o
tratamento com NaHS diminui essa expressdo & niveis semelhantes ao grupo
salina. Os animais sensibilizados e desafiados apresentaram um aumento da
apoptose de células do epitélio bronquico quando comparado ao grupo salina. O
tratamento com NaHS foi capaz de reduzir esta apoptose a niveis semelhantes ao
grupo salina. Verificamos um aumento dos niveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IL-
25 e IFN-Y nos pulmdes dos camundongos sensibilizados e desafiados, e este
aumento foi evitado pelo o tratamento dos animais com NaHS, com excecéao da IL-
13. A expressao da enzima CSE tanto no epitélio bronquico como no endotélio
vascular estava aumentada nos pulmdes dos camundongos alérgicos, e este
aumento foi amplificado pelo tratamento com NaHS. O tratamento com NaHS néo
modificou a expressao da enzima CBS em nenhuma das estruturas pulmonares
estudadas. Em concluséo, nossos resultados sugerem que o HoS tem um efeito
protetor no pulmio contra os danos provocados pela alergia. A reducdo do
infiltrado de eosindfilos peribronquiolar pode ser explicada pela diminuicdo nos
niveis pulmonares da IL-4, IL-5 e IL-25, devido a a¢do do HzS. O HxS também
evitou a apoptose e, consequentemente, a destruicdo do epitélio bréonquico, o que

contribui para a diminuicdo da inflamag&o no processo alérgico pulmonar.



ABSTRACT
Many studies show that hydrogen sulfide (H2S) has an important role in the
pathophysiology of lung diseases. The aim of this study was to investigate the
mechanisms by which H2S influence apoptosis and inflammatory cell infiltrate. To
this end, BALB-C mice were sensitized and challenged with ovalbunina (OVA). The
treated mice received the sodium hydrosulfide (NaHS) 30 minutes before
challenge with OVA (OVA / NaHS). Some sensitized mice received saline without
at the time of OVA challenge (saline group). Euthanasia of animals was performed
48 hours after challenge, when BAL was collected and lungs were removed. The
lungs were homogenized for checking the expression of caspase 3, caspase 9,
Bax, Fas-L and TGF-B1 protein and for determination of cytokine levels. The left
lobe was fixed in formalin for histological analysis of some procedures. Check the
inflammatory infiltrate in the lung parenchyma by HE staining (hematoxylin / eosin).
We also observe in situ apoptosis in lung epithelial cells by TUNEL assay
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Finally, we
performed immunohistochemistry in the lung to check the expression of cistationia
Y-lyase enzymes (CSE) and cystathionine B-synthase (CBS). The results of allergy
untreated mice (OVA) showed an increase in inflammatory infiltrates around the
bronchi and bronchioles, with a prevalence of eosinophils. Treatment with NaHS
was effective in reducing this inflammatory infiltrate. By studying the expression of
Caspase 3, Caspase 9, Fas-L and Bax proteins, we found that in animals

sensitized and challenged (OVA) the expression of Caspase 3, Caspase 9 and Bax



do not change. However, treatment of the animals with NaHS decreases the
expression of Caspase 3 but not caspase 9 and Bax. The expression of Fas-L is
increased in sensitized and challenged (OVA) animals when compared to saline
treatment group, and the expression decreases with NaHS to similar levels to the
saline group. The sensitized and challenged animals showed an increase in
apoptosis in bronchial epithelial cells as compared to saline group. Treatment with
NaHS was able to reduce this apoptosis to similar levels to the saline group. We
observed increased levels of IL-4, IL-5, IL-13, IL-25 and IFN-Y in the lungs of
sensitized and challenged mice, and this increase was prevented by treating the
animals with NaHS, except IL-13. The expression of both enzyme CSE in the
bronchial epithelium and the vascular endothelium was increased in the lungs of
allergic mice, and this increase was amplified by treatment with NaHS. NaHS
treatment did not alter the expression of the enzyme CBS in any of the studied
pulmonary structures. In conclusion, our results suggest that H2S has a protective
effect against lung damage caused by allergy. The reduced peribronchiolar
infiltrate of eosinophils can be explained by the reduction in lung levels of IL-4, IL-5
and IL-25 due to the action of H2S. H2S also avoided apoptosis, and
consequently, the destruction of the bronchial epithelium, which contributes to the

reduction of pulmonary inflammation in allergic process.
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lg- imunoglobulina

MHC- complexo de histocompatibilidade
IL- interleucina

IFNY- interferon gama

TNFa- fator de necrose tumoral

TGF-B1- fator de transformacao do crescimento
H,S — sulfeto de hidrogénio

NaHS- hidrosulfeto de sédio

NO- éxido nitrico

CO- mondxido de carbono

CSE- cistationa-Y-liase

CBS- cistationa-p-sintase

MST- mercaptopiruvato sufurtransferase
ROS- radicais livres derivados do oxigénio
GR- glutationa redutase

GPX- glutationa peroxidase

GSH- glutationa reduzida

OVA- ovalbumina

LBA- lavado broncoalveolar

PBS- salina tamponada fosfatada

EDTA- 4cido etilenodiamino tetra-acético
BSA- albumina do soro bovino

TRIS- tris (hidroximetil) aminometano
TBS-T- salina tamponada com tween

H.O.- perdxido de hidrogénio
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1. INTRODUCAO
1.1 Asma

A prevaléncia da asma estd aumentada em todo o mundo. Existem varios
pacientes cujos sintomas n&o sao adequadamente controlados pelos tratamentos
convencionais. De acordo com o Center for Disease Control and Prevention
(2011), entre os 8,4% da populagdao dos EUA que tiveram o diagnéstico da asma
entre 2011 e 2009, aproximadamente 10%-20% continuavam com a doenga pouco
controlada, apesar de receberem altas doses de corticoides inalados e de
agonistas beta de acado prolongada (Walford et al; 2014). Assim, ainda sao
necessarios estudos que enfoquem novas terapias e mecanismos adicionais
relacionados a asma.

Os fatores desencadeantes da asma estao associados a poluicdo do ar,
poeira doméstica, acaros, mofo e pélos de animais, etc. Alguns fatores ambientais
como mudancgas de temperatura, estresse e exercicio fisico estao relacionados a

exacerbacao da resposta (revisto por Holgate, 2008).

A asma é uma doenca inflamatéria crbnica que provoca alteragcbes
estruturais caracteristicas nas vias respiratorias. A patogénese da asma associa-
se a mecanismos moleculares e celulares da inflamacdo das vias aéreas. Na
asma alérgica essa inflamacao € amplamente dependente da sensibilizacdo dos
mastécitos pela IgE. No primeiro contato, o alérgeno € apresentado pelo complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) |l das células apresentadora de
antigenos, principalmente as células dendriticas, aos linfécitos T auxiliares (LT

helper — Th). Os linfocitos Th2, presentes na mucosa brénquica, pela acdo de
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citocinas como a interleucina (IL)-4 e IL-13 induzem a sintese e secrecao de
imunoglobulinas (Ig)E pelos linfécitos B, que se ligam a receptores de alta
afinidade na membrana celular de mastdcitos e de baséfilos. No segundo contato,
o alérgeno liga-se as moléculas de IgE, provocando a desgranulacao dos
mastécitos e a liberacdo de mediadores como a histamina e derivados
fosfolipidicos de membrana (leucotrienos, prostaglandinas), capazes de causar
contracao do musculo liso brénquico e inflamacao da mucosa respiratoria, ou seja,
provocar bronco espasmo e edema, além do extravasamento do plasma. Nesta
ocasido, também sao liberadas citocinas, como a IL-5, que irdo provocar a

migracao de eosinofilos para o pulmao (revisto por Barnes et al., 2013).

Uma vez desencadeada a reacdo de hipersensibilidade imediata, os
mediadores farmacoldgicos liberados causardo alteragdes conhecidas como
remodelamento, caracterizado por fibrose superpitelial, hiperplasia e hipertrofia do
musculo liso das vias aéreas, o que resulta no estreitamento relativamente
irreversivel e hiperresponsividade das vias aéreas. Em adigdo, observa-se
metaplasia das células caliciformes com aumento da produg&o de muco e edema

de mucosa (revisto por Barnes et al., 2013).

Além do mastocitos, observa-se no processo inflamatério da asma
importante infiltrado de eosindfilos, neutrdfilos, e linfécitos T ativados. Estas
células liberam diversas citocinas, quimiocinas, interleucinas, fatores de
crescimento, mediadores lipidicos e histamina que também podem causar
broncoconstricdo, secrecdo de muco e remodelamento das vias respiratérias

(revisto por Holgate, 2008). Até recentemente, considerava-se que 0s maiores
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geradores de citocinas na asma eram os linfécitos T e os eosindéfilos, mas
atualmente é reconhecido que aproximadamente 30 citocinas relevantes para o
processo alérgico pulmonar também podem ser produzidas por outras células
inflamatérias, como as células epiteliais, endoteliais e fibroblasto. Algumas
citocinas sao mediadores da resposta imune adquirida do hospedeiro, como
aquelas citocinas derivadas dos linfocitos Th1 [IL-2, interferon (IFN)-Y, IL-12 e
TNF-a], Th2 (IL-4, -5, -9, -13 e -25), Th3 ou T regulatério [IL-10 e fator de
crescimento e transformacéao beta (TGF-B)], e as células Th-17 (IL-17A e 17F). O
surgimento da inflamagéo alérgica € decorrente do desbalanceamento entre as
citocinas derivadas dos linfocitos Th1 e Th2, favorecendo as derivadas da Th2. Do
mesmo modo, os produtos liberados pelos linfocitos regulatérios Th3 e Th-17 sao

de fundamental importancia na patologia das doencas pulmonares alérgicas.

Ha mais de 20 anos Bousquet et al. (1990), publicaram seus primeiros
resultados demonstrando que o aumento no numero de eosindfilos no sangue
periférico e no lavado broncoalveolar € uma caracteristica da asma. Neste mesmo
trabalho foi descrito que infiltrado de eosindfilos em biopsias do pulmo de
pacientes asmaticos estavam correlacionadas com a severidade da doenca

(Bousquet et al; 1990)

A persisténcia dos eosindfilos nas vias aéreas esta ligado a severidade dos
sintomas da doenca, que pode depender ndo somente do niumero de eosinofilos
que migram para o pulmao, mas também do mecanismo de sobrevivéncia desta
célula apbés o recrutamento. Existe uma correlacdo inversa entre o niamero de

eosinéfilos apoptéticos e a severidade dos sintomas da asma apéds o tratamento
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com glicocorticéides, sugerindo que a apoptose pode ser um mecanismo de

resolucao da inflamacéao alérgica pulmonar (Ogawa et al., 2003).

Dentre os varios fatores sollveis relacionados a asma, diferentes pesquisas
demonstraram que as citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 induzem diversas alteracdes
nas vias aéreas e no parénquima pulmonar que estdo associados com a asma,
como eosinofilia, linfocitose e mastocitose pulmonar, ativacdo de macro6fagos,
proliferacao de células epiteliais com hiperplasia de células caliciformes, aumento
da secrecao de muco, hiperplasia de musculo liso, hipertrofia, fibrose subepitelial.
Estas citocinas também estdo envolvidas na reatividade das vias aéreas, ou seja,
com o aumento da sensibilidade a agentes colinérgicos e outros estimulos que
causam aumento da resisténcia das vias aéreas (revisto por Finkelman et al.,

2010).

Além disto, a IL-25 foi capaz de produzir efeito diversificado na alergia,
como a indugéo de eosinofilia em camundongos. A administragdo intranasal de
vetor de adenovirus expressando a IL-25 resultou na producao das citocinas IL-4,
IL-5 e IL-13 e eotaxina no tecido pulmonar e no lavado broncoalveolar (Hurst et al.,
2002). A inducéo da IL-25 provocou aumento da producgéo de IgE, IgG e IgA pela
ativacédo do linfécito B via Th2 (Kim et al., 2002). Por outro lado, a administracao
intraperitoneal de IL-25 recombinante produziu hiperplasia das células epiteliais,
aumento da secrecdao de muco e hiperreatividade das vias areas, sugerindo uma
influéncia desta citocina tanto na inducao como na amplificacdo da inflamacao

alérgica pulmonar (Fort et al., 2001).
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Nas pesquisas de Cheung et al (2006) foi demonstrado que a administracao
da IL-25 aumentou a viabilidade dos eosinéfilos quando comparado ao grupo
controle, indicando que a IL-25 pode retardar a apoptose dos eosindfilos e,

portanto promover a eosinofilia na inflamagéao alérgica.

1.2 Apoptose

A apoptose é um processo essencial para a manutencdo do
desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar células
defeituosas. Durante a apoptose a célula sofre alteragbes morfolégicas como
retracdo, perda de aderéncia na matriz extracelular e células vizinhas,
condensacao da cromatina, fragmentagao internucleossémica do DNA e formagéo
dos corpos apoptoticos que serdao eliminados por fagocitose (Grivicich et al.,

2007).

A ativacao da apoptose pode ser iniciada por duas diferentes maneiras, ou
seja, pela via extrinseca (citoplasmatica ou via receptor de morte celular, como o
Fas e o TNF) ou pela via intrinseca (mitocondrial). Essas vias culminam com a
ativacao de proteases conhecidas como caspases executoras. Quando a via dos
receptores de morte € ativada séo recrutadas proteinas adaptadoras que ativam
as caspases iniciadoras (p. ex, caspase 8) que, por sua vez, ativam caspases
efetoras, como a caspase 3, que realiza a morte da célula. A via mitocondrial é
ativada quando a proteina p53 ativa uma via acessoria que resulta na liberagcédo do
citocromo ¢ da mitocondria, com subseqlente ativagcdo da caspase 9. A
homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteinas antiapoptéticas
(Bcl-2) e pré-apoptoticas (Bax); (revisto por Speirs et al., 2011).
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Alguns estimulos, como o dano ao DNA, levam ao aumento na expressao
das proteinas pré-apoptéticas, que causa um desequilibrio entre as proteinas anti-
apoptoticas e pré-apoptéticas induzindo a apoptose. As proteinas Bax e Bcl-2 séo
capazes de formar homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-
Bcl-2), sendo que o equilibrio entre esses pode definir o balanco pré-apotético ou

antiapoptotico na célula (revisto por Speirs et al., 2011).

1.3 Sulfeto de Hidrogénio (H.S)

Radicais gasosos, como o sulfeto de hidrogénio (H2S), o 6xido nitrico (NO)
e 0 monoxido de carbono (CO) sao reconhecidos como importantes transmissores
gasosos capazes de ativar mecanismos celulares em resposta a diferentes
estimulos, podendo ter um importante papel em varios aspectos da fisiologia e das

doencas.

O H2S é um gas incolor com forte odor caracteristico de ovo podre. O nivel
detectavel deste gas pelo nariz humano esta em uma concentragdo 400 vezes
menor que o seu nivel téxico (Wang et al., 2002). E gerado endogenamente a
partir da L-cisteina pela agdo das enzimas cistationia-y-liase (CSE), cistationina-f-
sintetase (CBS) e 3-mercaptopiruvato sufurtransferase (MST); (Chen Y et al.,

2012).

Estudos tém mostrado que o H.S esta envolvido em diversas atividades
fisioldgicas associadas com a regulacdo da homeostase, da contracdo vascular,

possuindo, também, efeitos antiinflamatérios ou pré-inflamatérios. No entanto,
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estas agdes sao influenciadas pela concentracao, pelo tempo de reagado e pelo

tipo de célula ou tecido utilizado (revisto por Guo et al., 2013).

No sistema nervoso central, o H>S diminui o agravamento da isquemia, mas
leva ao agravamento do acidente vascular cerebral. Em pacientes com Alzheimer,
o aumento localizado do H,S resulta em atraso do agravamento e exacerbagao
dos sintomas da doenca. Ainda no sistema nervoso central, observou-se uma
superproducdo de H>S mensurado pela presenca de tiosulfato (produto final do
metabolismo do H2S) na urina dos pacientes com Sindrome de Down, sugerindo
uma relagao positiva entre a concentragdo do H,S e 0 agravamento desta doenga

(revisto por Guo et al., 2013).

No sistema cardiovascular observou-se uma reducéo da hipertensao arterial
devido ao efeito vasodilatador do H.S, relaxando a aorta toracica, veia porta e
artéria mesentérica. Por outro lado, estudos demonstram que o HS em baixas
concentragbes tem efeito contrario, induzindo a vasoconstricdo através do

possivel mecanismo de supressao do NO (revisto por Guo et al., 2013)

No sistema respiratério, Chunyu et al (2003) observaram que a atividade do
mRNA da CSE e a atividade do H>S no tecido pulmonar e plasma estavam
suprimidos na hipertensdo pulmonar em modelo de hipoxia em ratos. A
administracdo exdgena de H»S pode reduzir a elevagdo da pressao arterial

pulmonar (Chunyu et al., 2003).

Pesquisas recentes do nosso laboratério demonstraram que o tratamento

com o doador de H.S, o hidrossulfeto de sédio - NaHS, tem efeito benéfico nos
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indicadores da asma, diminuindo a infiltracdo de eosinéfilos e o estresse oxidativo
pulmonar. A diminuigdo do estresse oxidativo € decorrente de uma diminui¢do dos
radicais livres derivados do oxigénio (ROS) e do aumento das atividades da
glutationa redutase (GR) e da glutationa peroxidase (GPx), sugerindo que o H.S
tem um importante efeito antioxidante no pulmao pela modulacdo das enzimas
responsaveis pela manutencdo dos niveis de GSH nos pulmdes (Benetti et al.,
2013;.Campos et al., 2014). Os ROS sao importantes indutores da apoptose e sua
producdo exagerada pode estar envolvida na destruicdo celular verificada na

asma (Nutku-Bilir et al., 2008).

Em concentracéo fisiologia, o H2S foi capaz de induzir apoptose de células
do musculo liso da aorta de humanos e de ratos (Yang et al., 2004; Li et al., 2009),
de linhagem de células beta secretoras de insulina (Yang et al., 2007) e de células
pancreaticas acinares (Adhikari et al., 2008). Ao contrario, teve efeito
antiapoptético no remodelamento na insuficiéncia cardiaca crénica ao melhorar o
estresse oxidativo e proteolitico (Mishra et al., 2010). Os efeitos antiapoptético e
antioxidante do H>S também induziram neuroprotecdo, diminuindo os danos
produzidos pela heroina no hipocampo de ratos (Jiang et al., 2011). De modo
semelhante, utilizando um doador de H.S derivado do sildenafil em cultura de
linhagem de células derivadas de feocromocitoma de rato, Tang et al. (2011)
verificaram efeito neuroprotetor do H,S ao inibir a apoptose pela preservagao da
funcdo mitocondrial e diminuicdo do acumulo de ROS, além da modulacédo da

expressao da proteina anti-apoptética Bcl-2.
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Por outro lado, o H»S também pode regular a resposta inflamatéria
pulmonar ao modular a sintese de citocinas. Li et al. (2008) utilizando modelo de
injuria pulmonar induzida por acido oléico, observou que o tratamento dos ratos
com o doador de H,S diminuiu os niveis de IL-6 e -8. Em cultura de macréfagos da
linhagem RAW?264.7, o doador de H»S GYY4137 foi capaz de inibir a liberacao de
IL-1beta, -6 e TNF-a (Whiteman et al., 2010). Em ambos os estudos, os doadores

de H.S aumentaram a sintese de IL-10 pelos macréfagos.

Portanto, devido a relevancia como um agente com potencial para
tratamento na asma e/ou outras reagdes de hipersensibilidade imediata, € de
grande importancia conhecer os mecanismos pelos quais 0 H2S modela o

infiltrado de células inflamatérias e o remodelamento das vias respiratérias.

2. OBJETIVOS
Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do H>S na modulacao da
apoptose, na sintese de citocinas e na expressao das enzimas CSE e CBS na

inflamacao alérgica pulmonar em camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/C fémeas, de 6 a 8 semanas de
idade, adquiridos do Centro multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram
mantidos no biotério da Universidade Sdo Francisco com ciclos de claro-escuro de

12 horas, umidade e temperatura controladas e com racao e agua a vontade.

Os protocolos experimentais deste projeto de pesquisa foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa — Ciéncias Biolégicas e da Saude da

Universidade Sao Francisco, sob n° n2 0021108.

3.2 Divisao dos grupos

Os animais foram divididos em 3 grupos:

1) Salina: camundongos sensibilizados com Ovalbumina (OVA) e nao desafiados.
Receberam cloreto de sdédio (NaCl) 0,9% estéril intranasal substituindo o desafio

com OVA.
2) OVA: camundongos sensibilizados e desafiados com OVA.

3) OVA/NaHS: camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e tratados

com NaHS.
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3.3 Modelo de hipersensibilidade imediata
3.3.1 - Sensibilizacao e desafio antigénico com OVA

Nos dias 0 e 7 os camundongos foram sensibilizados com 400 pl de uma
solucdo contendo 100 pug de OVA grau V (Sigma) adsorvida em 4 mg de hidréxido
de aluminio [AI(OH)s], aplicada no dorso do animal, via subcuténea (sc). Nos dias
14 e 15 os animais sensibilizados foram desafiados por administragéao intranasal
de 10 pg de OVA em 50 ul NaCl 0,9% estéril duas vezes ao dia, as 10:00h e as

16:00h, conforme mostrado no esquema 1.

Dia 0 7 14 15

I | | I
12sens 2%sens 1°D 10:00h 16:00h 2°D 10:00h  16:00h

Esquema 1. Protocolo de sensibilizacao e desafio dos animais

Sens. = sensibilizagdo, D = desafio

3.4 Tratamento com NaHS

Para o tratamento dos camundongos com o NaHS, os animais receberam,
via intraperitoneal (ip), 400 pl de uma solugédo de NaHS 14 umol/Kg dissolvidos em
salina (cloreto de sédio 0,9%) 2 vezes ao dia, 30 minutos antes de cada desafio

como mostra o esquema 2.

28



Dia 0 7 14 15

t o+t

12sens 2%sen 12D

|
10:00h

|
16:00h 2°D

|
10:00h

!
16:00h

NaHS 9:30h  NaHS 15:30h  NaHS 9:30h NaHS 15:30h

Esquema 2. Protocolo de tratamento dos animais com NaHS.

Sens. = sensibilizagdo, D= desafio

3.5 Coleta do lavado broncoalveolar

ApGs os animais sofrerem eutanasia por overdose de solucio anestésica de
Ketamina e Xylasina (Xilasina 0,75ml + Ketamina 1,5ml + Agua MiliQ 12,75 ml) em
48h apdés o primeiro desafio, a traquéia foi exposta e canulada com cateter
intravascular 20G. A cavidade toracica foi, entdo, aberta para visualizagao dos
pulmdes e o cateter foi introduzido até o final da traquéia antes dos brénquios.

Para coletar o lavado broncoalveolar (LBA), foi injetado e aspirado 0,3 ml de
NaCL 0,9% estéril através do catéter, sendo este procedimento repetido por 5
vezes. O LBA foi centrifugado a 100 g por 10 minutos a 20°C.

Apés a centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado, aliquotado e armazenado
em freezer -80°C. As células precipitadas foram ressuspensas em volume
adequado de salina tamponada fosfatada contendo 2 mM de acido

etilenodiaminatetracético (PBS/EDTA 2 mM) para contagem total. A concentracédo
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das células foi acertada para 2x10° células/ml com PBS/EDTA 2 mM e foram
confeccionadas laminas que, posteriormente, foram coradas com eosina e
hematoxilina utilizando-se o kit Panético para contagem diferencial dos leucécitos
ao microscopio optico.

Apb6s o LBA, o pulméo foi retirado da cavidade toraxica, dividido em lobos e

seguiu-se os protocolos abaixo descritos.

3.6 Homogeneizacao dos pulmoes

O lobo inferior do pulmao esquerdo foi homogeneizado em 300 ul de
tampao de hidroximetil aminometano (Tris) 50 mM, pH 7,4, contendo coquetel
inibidor de protease 1% [Dimethyl sulfoxide, 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride, Aprotinin from bovine lung, Bestatin hydrochloride, N-(trans-
epoxysuccinyl-L-leucine 4-quanidinobutylamide, Leupeptin hemisulfate, Pepstatin
A] e fenilmetilsulfonilfluor (PMSF) 0,5 M].

O homogenato pulmonar foi centrifugado a 800 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi aliquotado, rapidamente congelado em nitrogénio liquido e,

posteriormente, armazenado em freezer -80°C.

3.7 Histologia dos pulmoées
O lobo superior do pulmdo esquerdo foi fixado com formol 10% e,
posteriormente, embebido em parafina e seccionado sagitalmente em seccgdes de

5um. Apos a fixacdo nas laminas e desparafinizacdo, com o reagente Trilogy, os
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cortes histologicos foram submetidos a diferentes coloragdes para novas analises
histoldgicas, como segue:

e Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliagao da infiltracao celular;

e Tricrbmico de Masson (TM) para avaliacao da fibrose peribronquiolar.

Utilizando-se microscopio 6éptico com sistema de captura, foram
fotografados trés bronquiolos em cada lamina que estivessem em corte
transversal e proximos a pelo menos um vaso sanguineo. Realizou-se a captura
nos aumento de 40x, 200x e 400x.

Para a avaliagdo do infiltrado inflamatério, realizou-se a medida da area de
infiltracdo de células inflamatérias, considerando apenas o infiltrado ao redor do
bronquiolo medido e dos vasos sanguineos proximos a ele. A medida foi feita nas
imagens, em aumento de 200x, das Iaminas coradas com HE, utilizando para isso
o programa Imaged 1.47v (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA). A
medida em pm? foi obtida multiplicando-se o valor do pixel? por 0,0025.

Para a avaliacdo da deposicdo de colageno utilizamos analise visual da
coloracao do tricomico de masson para identificar os locais no corte onde a reagao

estava presente.

3.8 Western Blotting para expressao de Caspase 3, Caspase 9, Bax, TGF-B1 e
FAS

A expressdo das enzimas Caspase 3, Caspase 9, Bax, TGF-B1 e FAS
foram analisadas utilizando-se técnica de Western blotting. As concentracdes de
proteinas dos homogenatos foi medida pelo método descrito por Bradford et al.,

1976 e 50 ug de proteinas foram aplicadas no SDS-PAGE.
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Apés a eletroforese, as proteinas separadas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad laboratories — Trans-Blot Transfer Medium,

CA, USA) que foi corada com Ponceau para confirmar o sucesso da tranferéncia.

Para realizar o bloqueio das proteinas inespecificas, utilizamos uma
solucdo de leite 5% (Leite em pd soluvel Molico, Nestle ®) dissolvido no tampao
de tris-hidroximetilaminometano com tween (TBS-T). A membrana foi incubada
com o anticorpo primario por 12h a 4°C. A membrana foi, entdo, lavada com o
tampéao TBS-T e incubada a temperatura ambiente durante 1 hora com o anticorpo
secundario IgG conjugado com a peroxidase (Upstate Biotecnology, NY, USA) na
diluicao de 1,25 ul/ml em tampao TBS-T. A ligacao dos anticorpos especificos foi
visualizada pela exposicao a filme fotografico (Kodak — Medica X-ray Film, N.Y,
USA) apds a incubagao breve, 5 minutos, da membrana com o sistema de
quimioluminescéncia  (Thermo  SCIENTIFIC—  SuperSignal West Pico
Chemiluminescent, IL, USA). As bandas foram escaneadas (HP Scanjet G2710,
HP) e a densitometria foi calculada utilizando o software Imagej 1.47 (US National

Institute of Health, USA).

Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-Caspase 3 (Millipore, NY,
USA) na concentracdo de 1,0 ug/ml; anti- Caspase 9 (Santa Cruz Biotecnology,
TX, USA) na concentracédo de 1,0 ug/ml; anti-Bax (Santa Cruz Biotecnology, TX,
USA) na concentracdo de 1,0 pg/ml; anti-TGFB1 (R&D Systems, MN, USA) na
concentragdo de 1ug/ml, anti-FAS-L (Santa Cruz Biotecnology, TX, USA) e anti-$3-
actina (Thermo Scientific, IL, USA) na concentracdo de 1,0 pg/ml. Todos os

anticorpos foram diluidos em TBST.
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3.9 Separacao magnética de eosinoéfilos de camundongos

Para a obtencdo das células, o LBA foi centrifugado a 300 g, por 10
minutos, a 20°C. O sobrenadante foi aspirado e as células ressuspensas em
tampdo PBS/EDTA/BSA (EDTA 2mM e do BSA 0,5%) na concentracdo de 10’
células. Adicionou-se o coquetel dos anticorpos CD90.2, CD45R, DX5, CD11c, Ly-
6G (Miltenyi Biotec), formado por 10 ul de cada um deles e a mistura foi incubada
por 10 minutos a 4° C. O anticorpo CD90.2 é utilizado para selecdo positiva de
linfécitos T, o CD45R é utilizado para linfocitos B, o DX-5 para células NK (Natural
Killers), o CD 11-c para células dendriticas e macréfagos e o Ly-6G principalmente
para neutréfilos. Em seguida foi realizada a lavagem para remover os anticorpos
que nao se ligaram e adicionou-se 1-2 ml do tampao para cada 107 células. Apos
centrifugacao a 300g por 10 minutos, o precipitado de células foi ressuspenso em
90ul do tampao PBS/EDTA/BSA para cada 107 células. Foi adicionado 30ul do
anticorpo anti-FITC ligado a microesferas magnéticas e a mistura foi incubada por
15 minutos a 4°C. As células foram, entdo, lavadas adicionando-se 1-2 ml do
tampdo PBS/EDTA/BSA para 107 células. Seguiu-se centrifugacdo a 300g por 10
minutos e o precipitado foi ressuspenso em 500ul do tampédo PBS/EDTA/BSA. A
mistura foi, entdo, adicionada a coluna apropriada (LD; Miltenyi Biotec, #30-042-
901) que foi colocada em campo magnético, quando as células ligadas a
microesferas magnéticas ficaram retidas na malha magnética e os eosinofilos

purificados foram coletados no efluente.
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3.10 Verificacao da apoptose em eosinofilos isolados
A apoptose dos eosindfilos foi estudada utilizando-se o kit Annexin V
Apoptosis Detection Kit | FITC (BD Pharmigen) A leitura foi feita no citbmetro de

fluxo Becton-Dickinson FACSCalibur do Hemocentro da Unicamp.

3.11 Verificacao da apoptose in situ

Para a verificacdo da apoptose in situ foi utilizada a técnica do TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling).

As secgbes de tecido pulmonar integrado em parafina sofreram
desparafinizacdo e hidratacao utilizando-se o kit Trilogy® (Cell Marque, #920P-
07). Para o bloqueio da peroxidase endégena utilizou-se H>O, 3%, durante 20
minutos e, em seguida, a permeabilizacdo da amostra foi feita com 0,1% Triton X-

100, 0,1% citrato sédio, recentemente preparado.

A marcagao das células em apoptose foi feita pela adicdo em cada tecido
de 50ul da mistura dos reagentes solucao de enzima (terminal deoxynucleotidyl
tranferase from calfy thimus EC 2.7.7.31, recombinant in E.coli) e solugdo de

marcacgao (nucleotide mixture), na proporcao 1:9.

Apoés incubagdo por 60 minutos, em temperatura ambiente, em céamara
escura, foi realizado lavagem com o tampao PBS e adicionado o anticorpo
Convert-POD (antibody from sheep, conjugated with horse-radish peroxidase-
POD). Seguiu-se outra incubagcdo em camara umida por 30 minutos a 37°C.

Realizou-se, entdo, a lavagem com o tampéao PBS e 100ul de DAB (cromégeno
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associado a peroxidase) foi adicionado em cada seccao de tecido (deixou-se

reagir por aproximadamente 10 minutos).

As células coradas em pardo-acastanhado foram consideradas positivas
para a reacao Tunel. A quantificacdo das células em apoptose no epitélio
pulmonar foi feita utilizando-se programa NIS Element D Microscope Imaging

Software (Nikon Instruments Inc).

3.12 Dosagem das concentracoes de citocinas no homogenato pulmonar
Os niveis das citocinas foram verificadas no homogenato pulmonar dos
camundongos utilizando os kits Milliplex (Millipore) pela empresa Genese, Sao

Paulo, SP.

Para dosagem da IL-25 utilizou-se o kit MCYP2MAG-73K. O kit
MPXMCYTO-70K foi utilizado para dosagem das interleucinas IL-4, IL-5, IL-13,

TNF-a, IFN-Y, VEGF e Eotaxina. O TGF-31 foi verificado pelo kit TGFB-64K.

3.13 Imunohistoquimica para verificacao e quantificacao da expressao das
enzimas cistationia-y-liase (CSE) e cistationina-p-sintetase (CBS).

Seccgbes de tecido pulmonar integrado em parafina foram utilizados para a
analise da expressado das enzimas CSE e CBS. A desparafinizagdo e hidratacdo
foram realizadas utilizando-se o pré tratamento com Trilogy® (Cell Marque,
#920P-07). Para o bloqueio da peroxidase enddgena utilizou-se incubagéo dos
tecidos com H2O2 3%, durante 20 minutos. Em seguida as Iaminas foram lavadas

com PBS.
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As etapas seguintes foram realizadas utilizando o kit MaxHomo Mouse on
Mouse Polymer HRP Detection (Maxvisionbio #HMO01-DS; Bioscience).
Resumidamente, o tecido foi incubado com a solucdo da proteinas bloqueadora
por 30 minutos, a temperatura ambiente. Seguiu-se incubacdo com o reagente
bloqueador por 20 minutos. O tecido foi, entdo, lavado por 2 minutos com PBS,
repetindo-se este procedimento por 3 vezes. O anticorpo primario foi adicionado e

mantido em temperatura ambiente durante 1 hora.

Ap6s a incubacado com o anticorpo primario e lavagem da lamina com PBS,
foi adicionado o anticorpo amplificador e seguiu-se incubagao por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, o tecido foi incubado com o polimero de
deteccdo HRP por 20 minutos. A revelagdo do complexo antigeno-anticorpo
formado foi feita pela aplicagdo do cromégeno diaminobenzidina (DAB) e as
laminas foram, entdo, lavadas em agua corrente e contra coradas com a
Hematoxilina de Harris. Como controle negativo o anticorpo primario foi trocado

pelo diluente de anticorpo (Spring, #ADS-125), conforme instru¢ées do kit.

Os anticorpos utilizados foram anti-CTH (CTH monoclonal antibody MO1
clone 4E1-1B7, Abnova #H00001491-M01) e anti-CBS (CBS monoclonal antibody

MO1 clone 3E1, Abnova #H00000875-M01) na diluigdo de 1:100.

A quantificagdo da expressdo das enzimas CSE e CBS no epitélio
bronquico e no endotélio vascular foi feita utilizando o programa NIS Element D

Microscope Imaging Software (Nikon Instruments Inc).
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3.14 Analise estatistica

Para realizar a analise estatistica das células foi utilizado o teste de analise
de variancia (ANOVA) seguido do teste de Kruskal-Walllis para multiplas
comparacgoes.

As andlises estatisticas do Western Blotting foram realizadas utilizando o
teste ndo paramétrico de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls.

O teste ANOVA seguido pelo teste de mdaltiplas comparagées, Newman-
Keuls foram utilizados para analise da imunohistoquimica das enzimas CSE e
CBS. Para a rea¢d TUNEL utilizamos ANOVA seguido do pds teste Bonferroni.

As analises estatisticas das citocinas foram efetuadas utilizando o teste

ANOVA seguido do pos teste Tukey para multiplas comparacoes.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento com NaHS no infiltrado de células inflamatoérias no
pulmao de camundongos alérgicos

Inicialmente, verificamos, por analise histolégica em cortes corados com
HE, o efeito do desafio com OVA no infilirado de células inflamatérias no
parénquima pulmonar dos camundongos dos diferentes grupos experimentais

(Figura 1).

Como mostrado na figura 1A e B e Figura 1.1, ndo se verificou infiltrado
inflamatério nos pulmdes dos camundongos nao desafiados com OVA (grupo
salina). Um intenso infiltrado inflamat6rio ao redor dos brénquios e bronquiolos,
com grande numero de eosindfilos, foi observado apds o desafio com OVA nos
pulmdes de camundongos previamente sensibilizados (Figura 1C, D e G e Figura
1.1). No entanto, o tratamento destes animais com NaHS foi capaz de reduzir este
infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar em resposta ao desfio alergénico

(Figura 1E e F e Figura 1.1).
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Figura 1. Efeito do tratamento com NaHS no infiltrado de células
inflamatérias no pulmao de camundongos sensibilizados e desafiados com
OVA. Os camundongos foram sensibilizados e sacrificados em 48 horas apos o
primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram
tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos
sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA na ocasido do desafio (grupo
salina). A figura € representativa das analises histoldégicas que foram realizadas
em cortes corados com H.E, aumento de 40X (figuras A, C e E) e 200X (figuras B,
D e F) e 1000X (figura G). As setas indicam o infiltrado das células inflamatérias.
Os bronquiolos estdo marcados com um circulo nas figuras a esquerda (aumento
de 40X). A seta em G indica os eosindfilos.
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Figura 1.1 Quantificacao do infiltrado de células inflamatérias no pulmao de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. As colunas representam
as medidas dos infiltrados inflamatorios representados na figura 1 utilizando o
programa Imaged 1.47v (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA).
Salina (ndo desafiado); OVA (sensibilizado e desafiado com OVA); OVA/NaHS
(sensibilizado e desafiado com OVA e tratado com NaHS). Os resultados estao
expressos como média + EPM de 4 experimentos com 4 animais por grupo.

*p<0,05 em relacdo ao grupo salina; *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA.
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4.2. Efeito do tratamento com NaHS na apoptose

No estudo dos efeitos do H>S na apoptose foram verificadas a expressao
das proteinas envolvidas no processo de apoptose, como Fas-L, Caspase 3,
Caspase 9 e Bax, no homogenato pulmonar de camundongos de diferentes

grupos, utilizando-se a técnica de Western Blotting.

Verificou-se também a presenca de apoptose nos eosindfilos isolados do

LBA, utilizando-se o kit de Anexina.

Utilizando-se a técnica de TUNEL foi estudado a apoptose das células de

estruturas pulmonares.

4.2.1 Efeito do NaHS na expressao das caspases 3, 9 e das proteinas Bax e
Fas-L

Conforme mostrado na figura 2A, o desafio com OVA dos camundongos
sensibilizados ndo modificou a expressdo da Caspase 3 no homogenato pulmonar
quando comparado com os camundongos nao desafiados (grupo salina). O
tratamento com NaHS dos animais alérgicos produziu uma diminuicdo da

expressao da Caspase 3, em comparacgao ao grupo OVA.

O desafio com OVA ou o tratamento com NaHS, no entanto, ndo provocou

qualquer efeito significativo na expressao da Caspase 9 e do Bax (Figura 2B e C).

Como mostrado na figura 2.1, a expressao da proteina Fas-L no homogenato

pulmonar foi aumentada pelo desafio com OVA nos animais sensibilizados, em
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comparacao ao grupo salina. O tratamento dos animais com NaHS preveniu este
aumento, demonstrado pela reducao da expressao do Fas-L neste grupo, quando

comparado ao grupo OVA.
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Figura 2. Efeito do tratamento com NaHS na expressao da Caspase 3, 9 e do
Bax no pulmao de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os
camundongos foram sensibilizados com OVA e sacrificados em 48 horas apos o
primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram
tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos

sensibilizados receberam sali € estéril sem a OVA na ocasido do desafio (grupo
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salina). As figuras A, B e C sao representacoes da reacao de Western Blotting que
verificou a expressao da Caspase 3, Caspase 9 e Bax, respectivamente. As barras
representam a média + EPM das andlise densitométrica das bandas em relacédo a
B-actina. Foram feitos 4 experimentos separados utilizando-se 4 animais por

grupo. *p<0,05 em relacao ao grupo OVA.
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Figura 2.1. Efeito do tratamento com NaHS na expressao da proteina Fas-L
no pulmadao de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os
camundongos foram sensibilizados com OVA e sacrificados em 48 horas apos o
primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram
tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos

sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA na ocasido do desafio (grupo
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salina A figura é uma representacdo da reacdo de Western Blotting para
verificacdo do Fas-L e a as barras representam a média + EPM das andlise
densitométrica das bandas em relagdo a B-actina. Foram feitos 4 experimentos
separados utilizando 4 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA.

*5<0,05 em relacdo ao grupo salina.
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4.2.2 Obtencao dos eosindéfilos e verificacdao da apoptose

Os eosindfilos foram isolados do LBA dos camundongos dos grupos
experimentais OVA e OVA/NaHS, utilizando-se técnica desenvolvida em nosso
laboratorio.

Obteve-se como resultado uma populacdo de eosindfilo com 97,5% de
pureza (Figura 2.2 A e B) e 98% de viabilidade (Figura 2.2 C), conforme os
resultados do citdbmetro de fluxo.

Com relagao a apoptose dos eosindfilos isolados, nenhuma diferenca foi
observada entre as células dos camundongos tratados ou ndo com NaHS (Figura

23A,BeC).

4.2.3 Efeito do NaHS na apoptose das células epiteliais das vias aéreas

A anadlise da apoptose in situ em pulmoées de camundongos dos diferentes
grupos foi feita utilizando-se a técnica do Tunel.

O desafio com OVA provocou um aumento da apoptose nas células do
epitélio dos brénquios e bronquiolos, quando comparado com os resultados do
grupo salina (Figura 2.4 A e B). Nos pulmdes de camundongos tratados com
NaHS verificou-se uma reducdo desta apoptose a niveis semelhantes aos

observados no grupo salina (Figura 2.4 A e B).
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Figura 2.2 Resultado da separacao de eosinéfilos do LBA em relacao a
pureza e viabilidade. O LBA foi obtido de camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA nao tratados (OVA) ou tratados com NaHS (OVA/NaHS). As
células contaminantes estao representadas em vermelho nas figuras Ae B. Em C

a percentagem de células vidveis. Os resultados sdo expressos em média + EPM
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Figura 2.3 Efeito do tratamento com NaHS na apoptose de eosinéfilos
purificados do lavado broncoalveolar de pulmbées de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram sensibilizados
com OVA e sacrificados em 48 horas apds o primeiro desafio com OVA (grupo
OVA), sendo que alguns camundongos foram tratados com NaHS (grupo
OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos sensibilizados receberam
salina estéril sem a OVA na ocasidao do desafio (grupo salina). A percentagem de
eosinéfilos em apoptose foi detectado utilizando o kit BD Pharmigen FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit I. O “dot-plot” é representativo de um dos experimentos:
a figura A (grupo OVA) e B (grupo OVA/NaHS) representam a distribuicdo da
populagdo marcada com a anexina V e com o PI (Q1- células em necrose; Q2-

células em necrose e apoptose tardia; Q3- células vidveis e Q4- células em
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apoptose). A figura C é a percentagem de células em apoptose. Os resultados séo

expressos em média £ EPM de 4 experimentos com 4 animais por grupo.
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Figura 2.4 Analise da apoptose in situ em pulmées de camundongos
sensiblizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram sensibilizados e
sacrificados em 48 horas apds o primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo
que alguns camundongos foram tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do
desafio. Outros camundongos sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA
na ocasidao do desafio (grupo salina). A apoptose in situ nos pulmdes foi
identificada utilizando o ensaio TUNEL. As células em processo de apoptose estao
com seus nucleos corados no tom castanho-pardo. A figura A é representativa da
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reacdo no epitélio e a B é a representacdo grafica dos resultados como média *
EPM de 3 experimentos com 4 animais de cada grupo. *p<0,05 em relagdo ao
grupo OVA. *p<0,05 em relagéo ao grupo salina.
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4.3. Efeito do tratamento com NaHS na concentracao de citocinas nos
pulmées de camundongos alérgicos

Foram verificadas as concentracdes de citocinas derivadas dos linfocitos
Th1 e Th2 além da quimiocina eotaxina.

Com relagéo as citocinas produzidas pelo linfécito Th1, observamos que o
desafio com OVA foi capaz de aumentar a concentracao do IFN-Y no homogenato
pulmonar dos camundongos, quando comparado com os valores do grupo salina
(Figura 3). O tratamento com NaHS reduziu a concentragao desta citocina a niveis
semelhantes ao observado no grupo salina (Figura 3).

O desafio com OVA ou o tratamento com NaHS ndo foram capazes de
modificar significativamente as concentracbes do TNF-a no homogenato
pulmonar (Figura 3).

Conforme mostrado na figura 3.1, entre as citocinas produzidas pelo
linfécito Th2, o desafio com OVA provocou um aumento da concentracdo das
interleucinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-25, quando comparado com as concentragdes
do grupo salina. O tratamento dos animais com NaHS reduziu significativamente
os niveis da IL-4, IL-5 e IL-25 (Figura 3.1). Nenhum efeito foi observado na
concentragéo da IL-13 (Figura 3.1).

Conforme figura 3.2, observou-se que o fator quimiotatico eotaxina estava
aumentado nos camundongos desafiados com OVA, em comparacdo aos nao
desafiados (salina), e o tratamento com NaHS nao produziu qualquer modificacdo

desta resposta (Figura 3.2).
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Figura 3. Efeito do tratamento com NaHS nos niveis das citocinas
produzidas pelo linfécito Th1 nos pulmées de camundongos sensibilizados
e desafiados com OVA. Os camundongos foram sensibilizados e sacrificados em
48 horas apods o primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo que alguns
camundongos foram tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio.
Outros camundongos sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA na
ocasido do desafio (grupo salina). Os niveis de citocinas foram verificados
utilizando-se kits Milliplex. Os resultados representam a meéedia + EPM de 25
animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA. *p<0,05 em relacdo ao

grupo salina.
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das citocinas

produzidas pelo linfécito Th2 nos pulmées de camundongos sensibilizados

e desafiados com OVA. Os camundongos foram sensibilizados com OVA e

sacrificados em 48 horas apds o primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo

que alguns camundongos foram tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do

desafio. Outros camundongos sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA

na ocasidao do desafio (grupo salina).

Os niveis de citocinas foram verificados

utilizando-se kits Milliplex. Os resultados representam a média + EPM de 25

animais por grupo. *p<0,05 em relagdo ao grupo OVA. *p<0,05 em relacdo ao

grupo salina.
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Figura 3.2 Efeito do tratamento com NaHS no nivel da eotaxina nos pulmoes
de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos
foram sensibilizados com OVA e sacrificados em 48 horas ap6s o primeiro desafio
com OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram tratados com
NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos sensibilizados
receberam salina estéril sem a OVA na ocasido do desafio (grupo salina). O nivel
da citocina foi verificado utilizando-se kits Milliplex. Os resultados representam a

média £ EPM de 25 animais por grupo.
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4.4 Efeito do tratamento com NaHS no remodelamento das vias aéreas
Para examinar o efeito do tratamento com NaHS no remodelamento das
vias aéreas estudamos a formacao de colageno peribronquiolar e a expressao do

fator TGF-B1 no homogenato pulmonar de camundongos alérgicos.

A figura 4 mostra que nao houve formacao de colageno peribronquiolar nos
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e nem mesmo nos tratados
com NaHS. Na regiao perivascular foi possivel identificar a presenca de colageno

caracteristico desta estrutura em todos os grupos experimentais.

A expressdo do TGF-B1 no pulmao ndo sofreu influencia nem da indugdo da

alergia pulmonar pela OVA e nem mesmo do tratamento com NaHS (Figura 4.1).
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Figura 4. Efeito do tratamento com NaHS na formacao de colageno no
pulmdao de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os
camundongos foram sensibilizados com OVA e sacrificados em 48 horas apos o
primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram
tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos
sensibilizados receberam salina estéril sem a OVA na ocasidao do desafio (grupo
salina). A figura é representativa das analises histologicas que foram realizadas
utilizando-se coloracao Tricbmico de Masson. As setas mostram a presenca de
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colageno perivascular. Figuras no aumento de 40X (figuras A, C e E) e 200X
(figuras B, D e F).
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B-actina

Densidade Relativa

salina OVA OVA/NaHS

Figura 4.1 Efeito do tratamento com NaHS na expressao do TGF-B1
produzida pelo Th3 no pulmao de camundongos sensibilizados e desafiados
com OVA. Os camundongos foram sensibilizados com OVA e sacrificados em 48
horas ap6s o primeiro desafio com OVA (grupo OVA), sendo que alguns
camundongos foram tratados com NaHS (grupo OVA/NaHS) antes do desafio.
Outros camundongos sensibilizados receberam salina estérii sem a OVA na
ocasido do desafio (grupo salina). A figura € uma representacdo do Western
Blotting para TGF-B1 e as barras representam a média £+ EPM das analise
densitométrica das bandas em relagdo a B-actina. Foram feitos 4 experimentos

separados utilizando 4 animais por grupo.

56



4.5. Efeito do tratamento com NaHS na expressao da enzima CSE nos
pulmoes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

A verificacdo da enzima CSE foi feita no epitélio brénquico e no endotélio

vascular dos pulmdes dos camundongos.

O desafio com OVA nos animais previamente sensibilizados ocasionou um
aumento da expressao desta enzima no epitélio bronquico e no endotélio vascular
(Figura 5 e 5.1). No entanto, o tratamento com NaHS amplificou a expressao da
enzima CSE nestes tecidos, quando comparado com os camundongos do grupo

OVA nao tratado (Figura 5 e 5.1)

4.6. Efeito do tratamento com NaHS na expressao da enzima CBS nos
pulmoes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

Como verificado nas figuras 6 e 6.1, um aumento da expressao da enzima
CBS foi verificado no epitélio brénquico e no endotélio vascular ap6s o desafio
com OVA dos animais sensibilizados quando comparado com os resultados do
grupo ndo desafiado — salina (Figura 6 e 6.1). O tratamento com NaHS né&o foi
capaz de modificar a expressdo desta enzima em nenhum dos tecidos (Figura 6 e

6.1).
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Figura 5. Efeito do tratamento com NaHS na expressao da enzima CSE no
epitélio bronquiolar (A) e no endotélio vascular (B) de pulmées de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram
sensibilizados com OVA e sacrificados em 48 horas apo6s o primeiro desafio com
OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram tratados com NaHS
(grupo OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos sensibilizados
receberam salina estéril sem a OVA na ocasido do desafio (grupo salina). A figura
€ representativa das andlises da expressdo da enzima CSE por
Imunohistoquimica. As setas mostram a localizacao da enzima CSE. Aumento de
200X nas figuras do epitélio brénquiolar e endotélio vascular.
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Figura 5.1. Quantificacao da expressao da enzima CSE no epitélio
bronquiolar (A) e no endotélio vascular (B) de pulmoes de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram sensibilizados
com OVA e sacrificados em 48 horas apds o primeiro desafio com OVA (grupo
OVA), sendo que alguns camundongos foram tratados com NaHS (grupo
OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos sensibilizados receberam
salina estéril sem a OVA na ocasidao do desafio (grupo salina). As colunas
representam as analises de imunohistoquimica representados na figura 6
utilizando o programa Imaged 1.47v (Wayne Rasband National Institutes of Health,
USA). Os resultados estdo expressos como média + EPM de 3 experimentos com
4 animais por grupo. *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA. *p<0,05 em relacédo ao
grupo salina.
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Figura 6. Efeito do tratamento com NaHS na expressao da enzima CBS no
epitélio bronquiolar (A) e no endotélio vascular (B) de pulmées de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram
sensibilizados com OVA e sacrificados em 48 horas apo6s o primeiro desafio com
OVA (grupo OVA), sendo que alguns camundongos foram tratados com NaHS
(grupo  OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos sensibilizados
receberam salina estéril sem a OVA na ocasidao do desafio (grupo salina). Figura
representativa da expressdo da enzima CBS que foi identificada utilizando a
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técnica de Imunohistoquimica. As setas mostram a localizagdo da enzima CBS.
Aumento de 200X nas figuras do epitélio brénquiolar e endotélio vascular.
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Figura 6.1. Quantificacdo da expressao da enzima CBS no epitélio
bronquiolar (A) de no endotélio vascular (B) de pulmées de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram sensibilizados
com OVA e sacrificados em 48 horas apds o primeiro desafio com OVA (grupo
OVA), sendo que alguns camundongos foram tratados com NaHS (grupo
OVA/NaHS) antes do desafio. Outros camundongos sensibilizados receberam
salina estéril sem a OVA na ocasido do desafio (grupo salina). As colunas

representam as analises de imunohistoquimica representados na figura 7
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utilizando o programa Imaged 1.47v (Wayne Rasband National Institutes of Health,
USA). Os resultados estdo expressos como média + EPM de 3 experimentos com

4 animais por grupo. *p<0,05 em relagéo ao grupo salina.
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5. DISCUSSAO

Estudos demonstram que o gas sulfidrico, H.S, pode ter um papel
importante em varios aspectos da fisiologia e da patologia de diferentes doencas
(Chen et al., 2012). Devido a sua relevancia como um possivel agente terapéutico
na asma e/ou outras reacdes de hipersensibilidade imediata, resolvemos verificar
0s mecanismos pelos quais 0 HxS modela o infiltrado de células inflamatérias e o

remodelamento das vias respiratorias na inflamagao alérgica pulmonar.

Observamos em nosso modelo experimental de inflamacao alérgica
pulmonar em camundongo um grande infiltrado de células inflamatérias,
predominantemente eosinofilos, nas vias aéreas dos camundongos alérgicos em
resposta ao desafio antigénico. Esse infiltrado inflamatério foi evitado pelo
tratamento com NaHS antes do desafio alergénico dos camundongos alérgicos.
Nossos resultados corroboram com aqueles observados por Benetti et al. (2013),
quando observou-se no lavado broncoalveolar (LBA) dos animais alérgicos uma
diminuigcdo do infiltrado inflamatério e do numero de eosindéfilos nos animais
tratados com NaHS. O mesmo fend6meno também foi observado por Chen et al.
(2009) utilizando modelo de asma em ratos. Em conjunto, os nossos resultados e
0os outros mostram que o H»S é capaz de reduzir o numero de eosindfilos no

pulmé&o de animais alérgicos.

A presenca do eosindéfilo no pulméo apds o desafio alergénico em animais
previamente sensibilizados depende do recrutamento dessa célula, sua maturacao
e sobrevida do eosinéfilo no parénquima pulmonar, ou seja, da prevencao da

apoptose. E amplamente conhecido que as citocinas envolvidas no processo
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alérgico sao produzidas principalmente pela Th2. O papel das interleucinas Th2,
IL-4, IL-5 e IL-13, que sao participantes da resposta imune adquirida, sao
extremamente importantes no desenvolvimento da patologia das doencgas
pulmonares alérgicas. E sugerido que, em doencas alérgicas, as células T helper
(Th) podem orquestrar uma resposta inflamatéria que resulta em acumulo de
eosindéfilos nos pulmdes pela liberagdo de citocinas especificas (revisto por Hamid
e Tulic, 2009). A IL-4 e a IL-13, por exemplo, promovem a diferenciacdo das
imunoglobulinas em IgE e também estao envolvidas na super producdao de muco e
hiperresponsividade alérgica nas vias aéreas. A IL-5 esta envolvida na maturacao
de, eosindfilos e basofilos, sendo estas as principais células efetoras que
secretam mediadores na resposta alérgica (revisto por Holgate et al., 2006). A IL-
25 pode promover a prevencao da apoptose dos eosinéfilos obtidos do sangue
periférico de voluntarios sadios (Cheung et al., 2006). Em nosso estudo
observamos que a inducdo da inflamacao alérgica pulmonar pelo desafio com
OVA provocou um aumento dos niveis das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-25 nos
pulmdes dos camundongos que foi evitado pelo o tratamento dos animais com
NaHS, com excecao da IL-13. Esta agdo do H»>S diminuindo os niveis de citocinas
Th2 pode estar envolvida na reducdo do numero de eosindéfilos nas vias aéreas,
provavelmente, pela diminuicdo da migracao destas células para o pulmdo. A
diminui¢cdo dos niveis destas citocinas pelo NaHS mostra o efeito benéfico do H»S
na inflamacao alérgica pulmonar.

Por outro lado, observamos que a concentracdo de eotaxina, fator
quimiotatico responsavel pela migracdo especifica de eosinéfilos, ndo sofreu

qualquer influéncia do tratamento com NaHS nos pulmdes dos camundongos
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sensibilizados em resposta ao desafio com OVA. Este resultado esta de acordo

com o observado por Zhang et al. (2013).

Por outro lado, observamos que o desafio alergénico aumentou a
concentragao de citocinas Th1 como o IFN-Y mas ndo o TNF-a. Do mesmo modo,
o tratamento com NaHS foi efetivo em reduzir os niveis do IFN-Y mas ndo do TNF-
a. No entanto, lwamoto et al. (1993) demonstraram que a administracao
intraperitoneal de rIFN-Y preveniu a infiltracdo de eosindfilos induzidos pelo
antigeno para a traquéia de camundongos sensibilizado com OVA.
Provavelmente, a diferenga entre os modelos experimentais pode ser responsavel

pela divergéncia das respostas.

Estudos da literatura mostram que citocinas como a IL-5, IL-25 e o
fator estimulante de col6nia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) podem
prevenir a apoptose dos eosindfilos (Cheung et al., 2006; revisto por Bochener et
al. 2009). Diferentemente destes achados e apesar do aumento dos niveis da IL-
25 nos animais alérgicos, n&o foi encontrado, em nossos estudos, nenhuma
modificacdo da percentagem de apoptose nos eosindfilos isolados do LBA dos

camundongos alérgicos.

O efeito do H,S tanto antiapoptético como pro-apoptédtico depende do
sistema em que € estudado. Por exemplo, foi observado producdo de dano no
DNA e mudancgas na expressao de genes apoptoticos na presenga de HoS em
cultura de fibroblasto de pulmdo humano (Baskar e Moore, 2007). Ao contrério,

apresentando um efeito antiapoptético, o H>S mostrou-se cardioprotetor em
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modelo de isquemia/reperfusao do miocardio (Sivarajah et al., 2009). Biermann et
al. (2011) também demonstraram efeito neuroprotetor do H,S, ao diminuir a

apoptose e injuria da retina, através da neuroprotecao.

Resolvemos, entdo, observar se 0 H>S poderia ter influéncia na apoptose

de células de outra estrutura pulmonar, como o epitélio bronquico.

O epitélio bronquico é a barreira ao ambiente externo e desempenha um
papel vital na protecdo do meio interno do pulmao. As células epiteliais sao
consideradas essenciais na manutencao da homeostase das vias aéreas, porém,
paralelamente, podem iniciar e perpetuar a inflamacéao que pode resultar em dano
as vias aéreas. O epitélio desenvolve um papel metabdlito ativo, tendo
participagao importante na modulagéo da inflamagéo, como a liberagéo da IL-13 e

do TGF-B no caso de dano celular (Davies et al., 2009).

Observamos em nosso modelo de inflamacao alérgica pulmonar em
camundongo, que o desafio alergénico nos animais sensibilizados com OVA
resultou em destruicdo do epitélio brénquico, identificado pelo aumento da
apoptose das células epiteliais bronquiolares. Esta apoptose foi prevenida pelo
tratamento destes animais com NaHS, demonstrando, assim, que o H»S pode ter

um efeito protetor do epitélio bréonquico.

Diante destes resultados, resolvemos verificar as vias de ativacdo da
apoptose que poderiam estar envolvidas neste processo. Levando-se em conta
que a ativacao da apoptose pode ser iniciada por duas diferentes vias, ou seja,

pela via extrinseca (citoplasmatica ou via receptor de morte celular, como o Fas)
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ou a intrinseca (mitocondrial, marcado pela presenca das proteinas Bax e Bcl2);
(Grivicich et al., 2007), verificamos a expressao da Caspase 3 efetora, Caspase 9
iniciadora e da proteina Bax envolvidas na via mitocondrial, além do ligante de

receptor (Fas-L) que inicia a via extrinseca.

Nossos resultados mostram que apesar de nao sofrer influéncia do desafio
alergénico, o tratamento com NaHS nos animais alérgicos produziu uma
diminuicdo da expressao da Caspase 3. A expressao da Caspase 9 e da Bax nao
sofreram qualquer alteracdo nem pelo desafio ou pelo tratamento com NaHS. O
tratamento dos animais alérgicos com NaHS também preveniu o aumento da

expressao do Fas-L induzida pela OVA.

Diante dos resultados de que o tratamento com NaHS pode reduzir a
expressao da Caspase 3 executadora e do Fas-L, podemos sugerir ser a via
extrinseca o alvo de agédo do H2S no processo de apoptose das células epiteliais

bronquiolares.

Estes dados estdo de acordo com os observados por Liu et al. (2013) que
demonstraram que o tratamento com NaHS evitou a lesdo pulmonar aguda
induzida por acido oléico (OA) em ratos. Neste caso, a diminuicdo da apoptose
também ocorreu pela reducdo da expressdo do Fas-L em células epiteliais

alveolares (Liu et al., 2013).

A inflamacao persistente nos tecidos das vias aéreas pode levar a

mudangas estruturais conhecidas como remodelamento das vias aéreas e
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obstrucao das vias aéreas, consequentemente, que nao é totalmente reversivel e

perda progressiva da fung¢ao pulmonar ao longo do tempo.

As alteracOes estruturais na asma no remodelamento das vias aéreas estao
intimamente relacionadas com a progressao da hiper-reatividade das vias aéreas,
e da gravidade da asma. As modificacbes estruturais observadas, incluem a
hipertrofia do musculo liso das vias aéreas e hiperplasia, a deposicao de colageno
da membrana basal sub-epitelial, hiperplasia das células caliciformes,
espessamento da mucosa das vias aéreas e um aumento na vascularizagao
(revisto por Tagaya et al. 2007). Dorscheid et al. (2003) observaram que a
exposicdo do pulmao de animais sensibilizados ao alérgeno pode contribuir para
danos epiteliais das vias respiratérias, como producdo continua de citocinas
inflamatorias, ativacao de células caliciformes, espessamento da membrana basal
e fibrose submucosa. Em nosso modelo, ndo observou-se formacao de colageno
peribronquiolar nos camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e nem

naqueles tratados com NaHS.

Verificamos a expressdo do TGF-B1, outro fator envolvido no
remodelamento das vias aéreas. Kenyon et al. (2003) descreveram que o TGF-31
estimula a diferenciacao de fibroblastos para miofibroblastos e também inibe a
apoptotose dos miofibroblastos no parénquima pulmonar, o que leva a uma
excessiva deposicdo de colageno (Kenyon et al., 2003). De fato, concordando
com a auséncia de colageno nos pulmdes dos animais do nosso estudo, o nivel de
TGFB1 ndo sofreu qualquer influéncia nem da inducéo da alergia pulmonar e nem

do tratamento com NaHS. Podemos sugerir que devido ao tempo do desafio
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alergénico utilizado em nosso modelo, ndo propiciou formacao de colageno. Um
novo esquema de desafio com OVA por 3 meses ja foi iniciado em nosso
laboraté6rio para melhor observarmos os mecanismos de remodelamento nas vias

aéreas na inflamagéo alérgica pulmonar.

Levando-se em consideracao que o HoS € gerado endogenamente a partir
da L-cisteina pela acdo das enzimas cistationia-y-liase (CSE), cistationina-f-
sintetase e 3-mercaptopiruvato sufurtransferase (MST) (Chen Y et al., 2012) e que
a tanto a CSE quanto a CBS sao principalmente expressos em vaso sanguineo
pulmonar, células endoteliais e células musculares lisas das vias aéreas (Wang et
al., 2011), foram feitos estudos da expressao e a quantificacao das enzimas CSE
e CBS no epitélio brébnquico e no endotélio vascular dos pulmbes dos

camundongos alérgicos.

Um aumento da expressdo da enzima CSE tanto no epitélio brénquico
como no endotélio vascular foi observado nos pulmdes dos camundongos
alérgicos que foi amplificado pelo tratamento com NaHS. Diferentemente da
expressao desta enzima, o tratamento com NaHS n&o modificou a expressao da
CBS em nenhuma das estruturas pulmonares estudadas. Existem ainda poucos
estudos avaliando a expressdo dessas duas enzimas, porém nossos resultados
sdo semelhantes aos observados em modelo de neuropatia diabética, onde a
expressao da CSE, mas ndo da CBS, no tecido renal foi reduzida pelo tratamento

com NaHS (Yamamoto et al., 2013).
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De maneira interessante, nossos resultados mostraram nos animais
alérgicos tratados com o NaHS aumento da expressao da enzima CSE no epitélio
brénquico e, concomitantemente, uma diminuicdo da apoptose nestas estruturas,
0 que nos leva a questionar se 0 H»S produzido pela enzima CSE teria um papel
de protecdo das células do epitélio brénquico contra a apoptose. Estudos da
literatura mostram que a geracao do H.S é essencial para proteger os 6rgaos em
estudo de diversos tipos de danos. Por exemplo, Tripatara et al. (2008)
observaram que geracao do H.S pela enzima CSE é essencial para proteger o rim
do dano causado pela injuria no modelo de isquemia/reperfusdo em ratos. Além
do mais, o H2S produzido pelas enzimas CBS e CSE nas células-f pancreaticas
pode prevenir a apoptose destas células via mecanismos antioxidantes (Taniguchi

et al., 2011).

70



6. CONCLUSOES
Levando-se em conta nossos resultados, podemos concluir que o HxS tem

um efeito protetor no pulmao contra os danos provocados pela alergia.

Ao diminuir os niveis pulmonares da IL-4, IL-5 e IL-25, o H2S preveniu o
infiltrado de eosindéfilos peribronquiolar. O H,S também evitou a apoptose e,
consequentemente, a destruicdo do epitélio brénquico, o que contribui para a
diminuicdo da inflamacao no processo alérgico pulmonar. A enzima CSE pode

estar envolvida neste processo.

O H2S representa um possivel agente benéfico para a prevencdo de

complicagdes das doencas alérgicas pulmonares como a asma.
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