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RESUMO

Estudos tém demonstrado que o sulfeto de hidrogénio (H2S) tem um importante
papel em varios aspectos da fisiologia e da patologia de diferentes doencgas. Este
estudo teve como objetivo investigar a agdo do H,S nos marcadores de estresse
oxidativo e sua interagdo com o oxido nitrico (‘(NO) na inflamagéo alérgica
pulmonar de camundongos. Camundongos BALB/c foram sensibilizados com
ovalbumina (OVA) e tratados com o doador de H,S, hidrosulfeto de sédio (NaHS),
ou com o inibidor da 6xido nitrico sinatase induzivel (iNOS), 1400W, 30 minutos e
2h antes do desafio com OVA, respectivamente. Vinte e quatro, 48 e 96h apds o
desafio, os animais foram sacrificados e coletou-se o lavado broncoalveolar para
contagem total e diferencial de leucdcitos e dosagem dos niveis de NOXx; os
pulmdes foram homogeneizados para analise da expressao das proteinas iINOS,
MnSOD e Cu/ZnSOD por Western blotting e verificagdo dos niveis da 3-
nitrotirosina (3-NT) por Slot blotting. A atividade da iNOS foi analisada pela
conversdo de L-arginina para L-citrulina. Os resultados demonstraram que o
tratamento com NaHS inibiu a migracdo de neutrofilos para os pulmdes de
camundongos sensibilizados em 24h e 48h e de eosindfilos em 48h apds o desafio
alergénico, quando comparados com os camundongos controles (ndo tratados).
De maneira semelhante, o tratamento com 1400W inibiu o influxo de eosindfilos
para o pulmao dos camundongos alérgicos em 48h. O desafio com OVA provocou
aumento da expressao da iINOS nos pulmdes dos animais controles em 48h que

foi inibida tanto pelo tratamento com NaHS como pelo 1400W. Neste periodo,
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observou-se aumento da atividade da NOS Ca" -independente nos pulmdes dos
camundongos controles. O tratamento com 1400W, mas ndo com NaHS, provocou
reducao desta atividade. Quando comparados com os animais nao desafiados, os
niveis de NOx nos controles estavam aumentados em todos periodos estudados.
Os tratamentos com 1400W e NaHS reduziram seus niveis em 48h e 96h,
respectivamente. A expressao da 3-NT foi reduzida pelo 1400W em 48h, mas
nenhum efeito foi observado com o NaHS. O desafio com OVA nos animais
controles nao alterou a expressdo de MnSOD, mas provocou aumento da
expressdo da Cu/ZnSOD em 48h apds o desafio com OVA. Neste periodo, o
NaHS reduziu a expressdo da MnSOD e o 1400W a expressao da Cu/ZnSOD.
Estes resultados demonstram que o efeito anti-inflamatério do H,S na asma ao
inibir a migracao de eosindfilos e neutrofilos para os pulmdes nédo é decorrente de
mecanismos relacionados a via do ‘NO. Se a reducgdo da expressdo da MnSOD
verificada nos animais tratados com NaHS esta relacionada a apoptose de
eosinofilos e/ou neutréfilos e, consequentemente, a diminuicdo do conteudo

destas células no LBA precisa ser verificado.
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ABSTRACT

Studies have shown that hydrogen sulfide (H,S) has an important role in various
physiological and pathological aspects of different diseases. In this study, we
verified the influence of H,S on oxidative stress and its interaction the nitric oxide
(‘NO) pathway in the allergic lung inflammation of mice. BALB/c mice were
sensitized with ovalbumin (OVA) and treated the H,S donor, sodium hydrosulfide
(NaHS), or with the inducible nitric oxide synthase (iINOS) inhibitor, 1400W, 30
minutes and 2h before OVA-challenge, respectively. Twenty-four, 48 and 96h after
challenge, mice were sacrificed and the bronchoalveolar lavage (BAL) was
collected to investigate the total and differential leukocyte counts and the NOx
levels. The lungs were homogenized to analyze the iINOS, MnSOD and Cu/ZnSOD
protein expressions by Western blotting and the 3-nitrotyrosine (3-NT) levels by
Slot blotting. The iINOS activity was determined by conversion of L-arginine to L-
citrulline. Results showed that NaHS-treatment of sensitized mice inhibited
neutrophil migration at 24h and 48h, as well as the eosinophil influx to the lungs at
48h after allergen challenge when compared with control mice (untreated).
Similarly, 1400W-treatment reduced the content of eosinophils in the BAL of
allergic mice at 48 hours. OVA-challenge caused an increase in iINOS expression
in the lungs of control mice at 48 hours, which was inhibited by NaHS or 1400W
treatments. At this time, an increase in Ca’-independent NOS activity was
observed in the lungs of control mice. The 1400W-treatment, but not NaHS-

treatment, caused a reduction in this activity. When compared with non-challenged
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mice, NOx levels were increased in controls at all times studied. Treatment with
1400W or NaHS reduced their levels at 48h and 96h, respectively. The 3-NT
expression was reduced by 1400W at 48 hours, but no effect was observed with
the NaHS-treatment. The OVA-challenge of control mice did not modify the
MnSOD expression, but caused increased of Cu/ZnSOD expression at 48 hours.
However, the NAHS reduced the MnSOD expression and 1400W inhibited the
Cu/ZnSOD expression at this time. These results demonstrated that the anti-
inflammatory effect of H,S in asthma by inhibiting eosinophils and neutrophil
migration to the lungs is not due to mechanisms associated with ‘NO pathway. If
the reduced MnSOD expression observed in NaHS-treated mice is related with the
eosinophil apoptosis and, consequently, decrease of inflammatory cells content in

the BAL needs to be studied.
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1. Introdugao:

1.1 Asma
A asma é uma patologia decorrente da inflamagdo das vias aéreas,

caracterizada pelo acumulo de muco, edema na mucosa brénquica e aumento
da responsividade brénquica. Durante este processo inflamatério ocorre a
ativacdo de mastécitos, macrofagos e linfocitos T nas vias aéreas, além da
presenca de infiltrado eosinofilico, que desempenha um papel fundamental na
patogénese da asma (revisto por Kroegel et.al., 1994). Os sintomas da asma
sao mediados por uma ampla gama de compostos como a histamina, citocinas,
ciclo-oxigenases e produtos de lipoxigenases liberado pelas células
inflamatdrias, principalmente, o mastécito e o eosindfilo (revisto por Holgate,
2008).

Atualmente, estima-se que 300 milhdes de pessoas no mundo sofram com
a asma, chegando a atingir propor¢des de epidemia (Saunders et al, 2010). Tal
patologia pode ser classificada como asma ocupacional, atopica (alérgica) e
nao atdpica, sendo predominante a forma atopica (revisto por Hamid & Tulic,
20009).

Embora existam varias formas de asma, o foco das pesquisas nos ultimos
25 anos tem sido a asma atdpica, que acomete individuos que tém a
predisposicao genética para produzir imunoglobulina E (IgE) contra antigenos
(alérgenos) que néo induzem sintese de IgE na maioria da populagao. (revisto
por Kim et al., 2010).

As principais causas da asma estao associadas a alérgenos presentes

na poluicdo do ar, poeira doméstica, acaros, mofo e pelos de animais, etc.
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Alguns fatores ambientais como mudangas de temperatura, estresse e
exercicio fisico estdo relacionados ao desencadeamento ou exacerbacao da
hiperreatividade brénquica (revisto por Holgate, 2008).

Apds a inalagdo, os alérgenos entram em contato com a mucosa
pulmonar e sao capturados pelas células dendriticas presentes no epitélio
brénquico. Tais células sdo capazes de reconhecer e processar o antigeno,
apresentando seus fragmentos peptidicos ligados a molécula do Complexo
Principal de Histocompatibilidade Classe Il (MHC Il) aos linfécitos T auxiliares
(Th; revisto por Holgate, 2008).

Individuos asmaticos possuem linfécitos T ativados, com um perfil Th,
que sintetizam e liberam citocinas que atraem granulécitos, principalmente
eosindfilos, para a superficie da mucosa. A interleucina-5 (IL-5) e o fator
estimulante de colbnias granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) induzem os
eosindfilos a produzirem cisteinil-leucotrienos e a liberar proteinas dos granulos
que lesam o epitélio (revisto por Holgate, 2008).

Os linfécitos Th, produzem IL-4 e IL-13 que induzem as células B a
secretarem IgE. Os anticorpos IgE ligam-se ao receptor de alta afinidade para a
IgE, o FceRI, presente em mastdcitos e baséfilos e no FceRIl, presente nos
eosindfilos, sensibilizando estas células ao alérgeno exposto. A subseqlente
ligacao dos alérgenos ao complexo IgE-FceR desencadeia a desgranulagao de
vesiculas citoplasmaticas contendo histamina e a formacado e liberagdao de
prostaglandinas (PGD;), leucotrienos (LTC4) e citocinas, resultando na
contragdo do musculo liso, secre¢do mucosa e vasodilatagao (revisto por

Hamid e Tulic, 2009).
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As citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, produzidas pelos linfocitos Tho,
induzem alteragcdes nas vias aéreas e no parénquima pulmonar que estido
associados com a asma, como o infiltrado de eosindfilos, linfécitos e mastocitos
pulmonar, além da ativacdo de macrofagos, proliferagcao de células epiteliais,
hiperplasia de células caliciformes com aumento de secre¢cdo de muco,
hiperplasia de musculo liso, hipertrofia e hiper-contratilidade. Juntas, essas
mudancas na estrutura das vias aéreas causam dificuldade de respirar,
sibilancia e tosse causadas pela obstrucao reversivel das vias aéreas que é

amenizada pela inalagcao de (3-adrenérgicos (revisto por Finkelman et al., 2010).

1.2 Eosinodfilos e a asma

Os eosindfilos sdo polimorfonucleares produzidos na medula éssea a
partir de células progenitoras CD34", e se diferenciam sob a agdo das IL-3 e IL-
5 e do GM-CSF (Lampinen et al, 2004).

Apéds o periodo de diferenciagédo, os eosindfilos apresentam um nucleo
bilobado, com cromatina altamente condensada, e dois tipos principais de
granulos: especifico e primario. Os granulos especificos possuem uma
aparéncia estrutural diferente, com um nudcleo elétron-denso e contendo
proteinas catiénicas que dao uma coloragao unica aos eosindfilos. As principais
proteinas catibnicas nos granulos especificos sao: proteina basica principal
(MBP), peroxidase eosinofilica (EPO), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e
neurotoxina de derivada eosindfilos (EDN). Os granulos primarios sao
semelhantes aos encontrados em outros tipos de granuldcitos, formados no

inicio do desenvolvimento dos eosindfilos e com cristais de Charcot-Leyden.
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Eles também contém corpos lipidicos, sendo este o principal local de sintese
de eicosanoides (Kroegel et al., 1994)

Estudos de literatura utilizando modelos experimentais que mimetizam o
quadro de asma mostram uma grande infiltracao de eosindfilos nos pulmdes de
animais sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA; Feder et al., 1997;
Haile et al., 1999; lijima et al., 2001;Koarai et al., 2002; Ferreira et al., 1998 e
2004 e 2011)

Os eosindfilos estdo presentes nas vias aéreas, no escarro e no lavado
broncoalveolar de pacientes com asma. Tais células liberam nos tecidos
proteinas de granulos, como a MBP, a EPO, a ECP e a EDN, além de ter a
capacidade de geragcdo de eicosandides, como a prostaciclina (PGly) e
leucotrieno (LTD4). Liberam também no tecido pulmonar o anion superéxido
(0O27), potencialmente prejudicial, além de fatores de crescimento que atuam no

remodelamento das vias aéreas (revisto por Holgate, 2008 e Ichinose, 2009).

1.3 Radicais Livres e asma

Os radicais livres sdo moléculas que possuem em sua Orbita mais
externa um ou mais elétrons nado pareados, conferindo assim uma maior
reatividade a esta molécula. Eles podem ser formados no citoplasma, nas
mitocondrias ou nas membranas e o seu alvo celular esta relacionado ao seu
sitio de formacao (Salahudeen, A K., 1999).

Em condi¢des fisiologicas, os metabdlitos toxicos do oxigénio séo
gerados em niveis muito baixos nas células do pulmao pela transferéncia de
um elétron durante o metabolismo aerdbio, resultando em espécies reativas de

oxigénio (ROS), que incluem os radicais hidroxila (‘OH), peroxido de hidrogénio
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(H202) e O;". Do mesmo modo, espécies reativas de nitrogénio (RNS) como o
‘NO, nitrito (NO), e peroxinitrito (ONOQO") sao fisiologicamente necessarias e
potencialmente destrutivas, desempenhando tanto um papel fundamental para
a modulacao de fungdes fisiolégicas, como sinalizacao intra e intercelular e
morte de microorganismos por fagoécitos, quanto um papel destrutivo se
produzido em quantidades excessivas (revisto por Comhair e Erzurum, 2002).

Pesquisas tém demonstrado que interacdes entre células e mediadores
endégenos (peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mitocéndria e
citocromo P-450) ou exogenos (radiagcao-y, cigarro e solventes organicos)
podem resultar em elevados niveis de ROS, como O,", 'OH e H,O, e RNS,
como o éxido nitrico (‘NO), que juntos com a perda das defesas antioxidantes,
como a enzima superoxido dismutase (SOD), participam da patogénese da
asma (revisto por Comhair e Erzurum, 2010).

O aumento de ROS e RNS leva a modificacbes de proteinas e
alteracdes nas suas fungdes que sao biologicamente relevantes para o inicio e
manutencdo do processo inflamatério, entre as quais estd a perda da
capacidade oxidante da SOD, que catalisa a reagdo de O,” a H,O, e da
catalase que catalisa H,O, a agua (revisto por Comhair € Erzurum, 2010).

Desde 1987, quando o fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) foi
identificado como ‘NO, iniUmeros relatos tém indicado que esta pequena
molécula gasosa € um mediador presente em muitos e diferentes processos
bioldgicos, tais como vasodilatacdo, neurotransmissao, citotoxicidade,
relaxamento de musculos lisos e broncodilatagéo (revisto por Villanueva e

Giulivi, 2010).
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O 'NO tem propriedades quimicas distintas em grande parte como
resultado do elétron desemparelhado que possui, sendo uma molécula
altamente reativa (revisto por Ricciardolo et al., 2006). E sintetizado a partir da
L-arginina, pela acao das enzimas oxido nitrico sintases (NOS; Palmer et
al.,1988). Tais enzimas sao divididas em trés familias: NOS endotelial (eNOS)
e neural (bNOS), que sdo constitutivas e calcio-ativadas, e a NOS induzivel
(iNOS), que é calcio-independente (Moncada et al., 1991).

Dentre estas trés isoformas, estudos demonstram que no tecido
pulmonar a iINOS é a isoforma de maior interesse por ser altamente induzivel
por uma variedade de citocinas inflamatérias, produzindo grandes quantidades
de 'NO e aumentando os niveis de ‘NO exalado na asma. (revisto por Rodway
et al., 2009).

O aparecimento de doencgas inflamatérias das vias respiratorias é
associado ao aumento da producgdo de ‘"NO. Em modelos animais, a inflamacao
e a hiperresponsividade das vias aéreas induzidas por alérgeno sao
amplamente modificadas por inibidores da sintese de ‘NO. Além disso, a
hiperproducdo de ‘NO mediada pela enzima iNOS tem sido demonstrada nas
vias aéreas de modelos animais experimentais de asma. O tratamento com
esterodides reduz a geracao de ‘NO, sugerindo que este pode ser parcialmente
responsavel pela inflamacao das vias aéreas de asmaticos (revisto por
Ichinose, 2009).

O envolvimento da iNOS na resposta alérgica pulmonar foi demonstrado
por lijima et al. (2001) que verificou em modelos de ratos A/J alérgicos que o
tratamento com 1400W, um inibidor seletivo da iNOS, provocou uma redugao

da migracao de eosindfilos para os pulmbes dos animais. Esse mesmo
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resultado foi obtido em nosso laboratério por Pelaquini et al. (2011) utilizando
modelo de camundongos BALB/c alérgicos.

Estudos mostraram que altas concentragdes de ‘NO produzem efeitos
citotoxicos em células epiteliais respiratorias (Heiss et al., 1994). As
propriedades citotoxicas do ‘NO tém sido atribuidas a formagado de ONOO", um
intermediario altamente reativo gerado por uma reagéo entre ‘NO e O™ (revisto
por Beckman et al., 1996). Foi mostrado que o ONOO" pode causar
descamacao epitelial e induzir a hiperresponsividade das vias aéreas em
modelo animal, sugerindo que o ‘NO tem potencial para mediar lesdes
celulares e inflamagédo, com efeitos imunomoduladores que predispdem a
hiperresponsividade brénquica (revisto por Puckett et al., 2008).

Células inflamatérias recrutadas para as vias aéreas de pacientes
asmaticos tém uma excepcional capacidade de produzir ROS. A ativacao de
eosindfilos, neutrofilos, mondcitos e macréfagos geram O™, através do
complexo NADPH oxidase de membrana. A dismutagédo do O™, produz H,0, e
ambos, apesar de serem oxidantes moderados, sdo importantes para a
formacado de radicais citotdxicos potentes por suas interagdbes com outras
moléculas. O radical *OH, um poderoso oxidante, pode ser produzido a partir
do O," e acido hipocloroso ou acido hipobromoso (HOCI ou HOBr), que sao
formados a partir do H,O, e um haleto de cloro(CI’) ou bromo (Br’). Esta reagao
pode ser catalizada pela MPO do neutréfilo e mondcito ou através da EPO do
eosindfilo, que prefere o Br. O dano oxidativo causado pelos eosindfilos pode
ser substancial porque estas células possuem maior capacidade de produzir

0," e H,0, do que os neutrofilos e o conteddo de EPO nos eosindfilos é 2-4
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vezes maior que a quantidade de MPO no neutrdfilo (revisto por Dworski,
2000).

A mais importante interagdo entre o ‘NO e o O," é sua rapida reagao
para formar o potente oxidante ONOO™ que induz a formacgao de residuos de
nitrotirosina. Além do ONOOQO", muitas outras RNS podem ser geradas a partir
da interagdo do *NO com o O,". O NOy, derivado do ‘NO, em associacdo com
o0 HOCI, pode ser utilizado pela MPO ou EPO para formar o NO,CI (cloreto
nitroso) e NO; (dioxido de nitrogénio), além de produzir a nitragao da tirosina.
Portanto, altas concentragdes de *NO formado pela iINOS, ONOQO' e nitragao da
tirosina podem causar uma variedade de efeitos patofisioldogicos que
caracterizam a asma (revisto por Ricciardolo, 2004).

Em geral, o pulmao humano possui um sistema antioxidante que atua de
forma integrada e eficaz no combate as ROS e RNS. No entanto, a capacidade
antioxidante do trato respiratério € prejudicada na asma (Comhair at al., 2005).
Enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), atuam como
importante componente do sistema antioxidante de defesa contra radicais
livres. A SOD é composta de trés isoformas: a cobre/zinco superéxido
dismutase (Cu/Zn SOD), a manganés superoéxido dismutase (MnSOD) e a SOD
extracelular (EC-SOD) ( Abe et al., 2006).

No meio intracelular a Cu/ZnSOD esta presente em todo o citoplasma e
nicleo. A MnSOD é a isoforma mitocontrial sintetizada no citoplasma e
translocada para o interior da matriz mitocondrial e a EC-SOD esta presente no
meio extracelular (Wei et al., 2008).

A atividade da SOD é menor nos pulmdes asmaticos, em comparagao

com controles saudaveis, e diminui ainda mais durante um ataque asmatico.
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Porém a expressdao da MnSOD nao é diferente em controles saudaveis
comparados com asmaticos e a expressdo da Cu/ZnSOD é maior em pulmdes
asmaticos quando comparado a controles saudaveis. A inibicdo da atividade da
SOD em células malignas leva a danos mediados pelos radicais livres a
membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo C e apoptose. Com isso, &
sugerida a hipotese de que a perda de células epiteliais das vias aéreas na
asma é causada pela apoptose, desencadeada pela modificacdo e inativacao
da SOD, que esta especificamente relacionada com o ambiente inflamatério
das vias aéreas asmaticas (Comhair at al., 2005).

Estudos demonstraram que em modelo animal de asma alérgica, na
presenca de estresse oxidativo, ocorre a ativacdao de um numero de elementos
inflamatdrios sensiveis a oxidantes, incluindo fatores de transcricdo como NF-
kB e citocinas como TNF-a e expressdo de genes para iNOS (Blesa et al.,
2003). Confirmando estes conhecimentos, o tratamento com um antioxidante, a
n-acetilcisteina, atenuou a ativagao desses fatores, bem como promoveu um
efeito benéfico sobre as caracteristicas tipicas da asma, tais como
hiperresponsividade das vias aéreas, eosinofilia e exsudacédo (Blesa et al.,

2003).

1.4 H,S

O sulfeto de hidrogénio (H»S) € um gas incolor com um forte odor de ovo
podre. O nivel detectavel deste gas pelo nariz humano esta em uma
concentracao 400 vezes menor que seu nivel toxico. A oxidagado do H,S produz

enxofre elementar (S), didéxido de enxofre (SO,) e sulfatos, tais como acido
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sulfurico (H2SO4). O HyS pode ser hidrolisado para hidrosulfetos, como o
hidrosulfeto de sdédio (NaHS) e ions sulfeto (Sy). Mesmo em uma solugao
aquosa de pH 7,4, cerca de um terco do H,S permanece nao dissociado. A
membrana plasmatica € permeavel ao HyS e sua solubilidade em solventes
lipofilicos € aproximadamente cinco vezes maior do que na agua (revisto por
Wang, 2002).

O H,S é considerado como contaminante ambiental proveniente dos
campos de petrdleo e gas natural, das aguas subterraneas, das zonas
pantanosas, das jazidas de sal, de carvao, de minérios sulfetados e da emisséo
de vulcdes (Moulin et al., 2002). Atualmente, esta claro que o H,S também é
sintetizado naturalmente a partir da L-cisteina em muitos tecidos de mamiferos
e ndao mamiferos, em uma reacao catalisada por duas enzimas principais, a
cistationina-y-liase (CSE) e cistationina-p-sintetase (CBS), esse gas pode ter
papéis potencialmente importantes em varios aspectos fisioldgicos e
patologicos. Recentemente, diferentes estudos tém verificado o papel do H,S
na inflamacao, no sistema cardiovascular, no diabetes mellitus e mediando
respostas em neurbnios através de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
(revisto por Lowicka e Beltowski, 2007).

O H2S é uma molécula altamente reativa podendo reagir com outros
compostos, especialmente com os ROS e RNS. Quando reage com o °NO,
forma compostos nitrosotiois inativos, cuja estrutura quimica ainda nao foi
definida (Whiteman et al 2006). No entanto, ja foi demonstrado que o H)S
reage com quatro diferentes ROS, ou seja, com o O;", 0 H,02, 0 ONOO e o

ClIO’, limitando os efeitos toxicos destes radicais. Por isso, o H>S tem sido
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considerado um importante agente antioxidante no organismo (revisto por
Lowicka e Beltowsky, 2007).

Existem numerosas analogias entre o H;S e o ‘NO; ambos sdo gases
que permeiam as células sob condicdes fisioldgicas, se difundindo livremente
através das membranas celulares sem a necessidade de utilizar receptores de
membrana, além de serem sintetizados a partir de simples aminoacidos, ou
seja, cisteina e arginina, respectivamente. (revisto por Calvert et al., 2010).
Além disso, ambos os gases ocorrem naturalmente no sangue e exercem
atividade vasodilatadora in vitro e in vivo ainda que por diferentes mecanismos,
ou seja, para o H,S via abertura de canais K-ATP sensiveis do musculo liso
(Zhao et al., 2001) e para o ‘NO via ativagdo da guanilato ciclase soluvel
(Arnold et al., 1977). O *NO também induz o relaxamento da musculatura
vascular subjacente através da ativagéo de canais de K* voltagem-dependente
(Zhao et al., 1997).

Recentemente, surgiu o interesse em estudar o papel do HyS na
inflamacao. Alguns estudos como os de Bhatia et al (2005) indicam uma agéao
pré-inflamatoria deste gas. Neste estudo, utilizando um modelo animal de
pancreatite induzida por ceruleina, verificou-se que o nivel plasmatico de H,S e
a expressdo da CSE tecidual estavam aumentados, mas uma redugdo da
inflamacao foi observada pela inibicao da sintese de H,S pelo tratamento com
DL-propargilglicina (PAG). Utilizando modelo animal de choque endotdxico
induzido por LPS, Li et al (2005) verificaram um aumento dos niveis
plasmaticos de H,S, associado com o aumento da regulacdo da CSE. Esse
mesmo estudo também verificou que a administracao de um doador de H,S, o

hidrossulfeto de sédio (NaHS), provocou danos teciduais nos pulmdes dos
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animais, aumento da atividade da MPO pulmonar e aumento dos niveis séricos
de TNF-a.

Por outro lado, alguns estudos indicam que o H,S enddégeno possui agao
antiinflamatoéria. Zanardo et al (2006) demonstrou que o0 uso de doadores de
H,S (NaHS ou sulfeto de sodio,o Na,S) inibe a adesao leucocitaria nas vénulas
mesentéricas induzida pela aspirina e reduz o edema de pata induzido por
carragenina. Fiorucci et al (2007) verificou em um modelo animal de colite
induzida por TNBS (acido trinitrobenzeno sulfénico) que a administragao de um
doador de H,S, a ATB-429, reduziu os sintomas causados por esta patologia,
como diarréia, perda de peso e sangue nas fezes, reduzindo também a
atividade da MPO e a lesao tecidual do cdlon.

Chen et al (2005) observaram que os niveis de H,S nas vias aéreas
estavam aumentados em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) estaveis e diminuidos em pacientes com a DPOC exacerbada,
corroborando para o conceito de seu papel como agente protetor nas
inflamacgdes pulmonares nao alérgicas.

Li et al (2008) verificaram que em modelo animal de injuria pulmonar
aguda induzida por acido oléico, o tratamento com NaHS diminui os niveis de
citocinas inflamatérias (IL-6 e IL-8) e aumentou os niveis de citocinas
antiinflamatadrias (IL-10), sugerindo que o H,S possui um importante papel na
resposta inflamatéria aguda. Resultados semelhantes foram obtidos por
Esechie et al (2008), que verificaram em modelo animal de lesdo pulmonar
induzida por inalacdo de fumaga que o tratamento com H,S aumentou a

sobrevida dos animais, diminuiu os niveis de IL-18 e aumentou os niveis de
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citocinas antiinflamatorias (IL-10), demonstrando assim seu efeito protetor na
lesdao pulmonar.

Chen et al. (2009) observaram que os niveis séricos e pulmonares de
H,S em ratos asmaticos estavam negativamente relacionados com o infiltrado
de eosindfilos e neutrdfilos no lavado broncoalveolar e com a deposicao de
colageno nos pulmbes. Neste mesmo trabalho, o tratamento dos animais com o
doador de HS, o NaHS, teve um efeito inibidor na inflamacdo e
remodelamento das vias aéreas, que foi correlacionado com uma diminuicao
da atividade da iNOS. No entanto, efeito contrario em relacédo a iINOS foi
verificado em outro sistema, quando o H,S aumentou a produgdo de °NO
estimulada por IL-1B via aumento de expressdo da iINOS e do NF-xB em

células do musculo liso vascular (Jeong et al., 2006).
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2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo investigar a acdo do H,S nos marcadores de

estresse oxidativo e sua interagdo com o ‘NO na inflamagao alérgica pulmonar

de camundongos.
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3. Materiais e métodos
3.1 Animais
Foram utilizados camundongos BALB/C fémeas, com 6 a 8 semanas,
adquiridos no Centro multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram
mantidos no biotério da Universidade S&o Francisco com ciclos de claro-escuro
de 12 horas, umidade e temperatura controlada e com ragao e agua a vontade.
Os protocolos experimentais deste projeto de pesquisa foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa — Ciéncias Bioldgicas e da Saude da

Universidade S&o Francisco, sob n° n° 0021108.

3.2 Divisao dos grupos
Os animais foram divididos em grupos da seguinte forma:

1) Animais ndo desafiados: sensibilizados com Ovalbumina Grau V (OVA) e

falsamente desafiados com cloreto de sodio (NaCl) 0,9% estéril.

2) Animais controle: sensibilizados e desafiados com OVA.

3) Animais tratados com 1400W: sensibilizados e desafiados com OVA e

tratados com 1400W.

4) Animais tratados com NaHS: sensibilizados e desafiados com OVA e

tratados com NaHS.

3.3 Sensibilizagao e desafio antigénico com OVA
Nos dias 0 e 7 os camundongos foram sensibilizados com 400 pl de
uma solucao contendo 100 ug de OVA adsorvida em 4 mg de hidréxido de

aluminio (Al(OH)3), aplicada no dorso do animal, via subcutanea. No dia 14 os
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animais sensibilizados foram desafiados por administragéo intranasal de 10 pg
de OVA em 50 pl NaCl 0,9% estéril, as 10:00h e as 16:00h, conforme mostrado

no esquema 1.

vy v |

Dia 0 7 14 10:00h 16:00h
12%sens 23sens 1°D 2°D

Esquema 1. Protocolo de sensibilizacido e desafio dos animais
Sens. = sensibilizagado, D = desafio e h = horas
3.4 Tratamento com 1400W

O tratamento dos camundongos com 1400W foi realizado conforme
descrito por lijima et al. (2001), onde os animais receberam injecao
intraperitoneal de uma solugdo de 1400W na concentracao de 1 mg/Kg
dissolvidos em 300 pl de NaCl 0,9% estéril.

O tratamento com 1400W foi administrado 3 vezes ao dia: 2 horas antes

de cada desafio e 6 horas apdés o ultimo desafio conforme demonstra o

esquema 2.
1400W 1400W 1400W
Dia 0 7 14 8:00h 10:00h 14:00h 16:00h 22:00h
1?sens 2%sens 1°D 2°D

Esquema 2. Protocolo de tratamento dos animais com 1400W

Sens. = sensibilizacdo, D= desafio e h = horas
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3.5 Tratamento com NaHS

O tratamento dos camundongos com o NaHS foi realizado baseado em
Li et al. (2008). Os animais receberam, via intraperitoneal, 400 pyl de uma
solucdo de NaHS 14 umol/Kg dissolvidos em solucdo de Tyrode (200 mg de
NaCl, 5 mg de KCI, 1,25 mg de Na;HPO4, 25 mg de Glicose, 25 mg de

NaHCO3;), 2 vezes ao dia, 30 minutos antes de cada desafio como mostra o

esquema 3.
NaHS NaHS
v v v
Dia 0 7 14 9:30h 10:00h 15:30h 16:00h
12sens 2%sens 1°D 2°D

Esquema 3. Protocolo de tratamento dos animais com NaHS.

Sens. = sensibilizacdo, D= desafio e h = horas

3.6 Coleta do lavado broncoalveolar

Apbs os animais serem sacrificados por overdose de isoflurano em 24h,
48h e 96h apds o primeiro desafio, a traquéia foi exposta e canulada com
catéter intavascular 20G. A cavidade toracica foi, entdo, aberta para
visualizacao dos pulmdes e posicionamento do catéter.

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

Apos a centrifugagdo, 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
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etilenodiaminatetracético (PBS/EDTA 2 mM) para contagem total. A
concentracio das células foi acertada para 2 x 10° cél/ml com PBS/EDTA 2 mM
e foram confeccionadas laminas que, posteriormente, foram coradas com Diff-
Quick para contagem diferencial de eosindfilos, neutrofilos e mononucleares,

utilizando microscopio optico.

3.7 Homogeneizagao dos pulmodes

Apbs o sacrificio dos animais, o lobo inferior do pulm&o esquerdo foi
retirado e homogeneizado em 300 ul de tampao tris (hidroximetil) aminometano
50 mM (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
fenilmetilsulfonilflior 0,5 M (PMSF 0,5 M).

Apods este procedimento, 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.

3.8 Slot blotting para expressao de nitrotirosina

A dosagem de proteinas das amostras de homogenato pulmonar foi
realizada pelo método descrito por Bradford et al., 1976.

As amostras foram diluidas em tampao Tris 50 mM pH 7,4 com PMSF
0,5 M e 5 pg de proteinas foram pipetadas na cédmara de Slot blotting

preparada com a membrana de nitrocelulose.
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Apos afixagéo das proteinas, a membrana foi lavada com tampé&o salina
Tris suplementado com Tween 20 (20 mM de tris pH 7,6, 0,137 M de NaCl e
0,2% de Tween 20)(TBST) e corada com Ponceau. A membrana foi, entdo,
lavada com TBST até a descoloragao e foi realizado o bloqueio da membrana
com caseina 0,2% por 1 hora. Posteriormente, a membrana foi novamente
lavada e incubada por uma noite com anticorpo primario anti-nitrotirosina
(Upstate Biotecnology, NY, USA) na diluigdo de 1:2000. Seguiu-se incubagéao
com o anticorpo secundario |IgG conjugado com a peroxidase (Upstate
Biotecnology, NY, USA) na diluicao de 1:3000 por 2 horas. Posteriormente, a
membrana foi lavada com TBST e incubada com reagente de
quimiluminescéncia (Thermo  SCIENTIFIC- SuperSignal West Pico
Chemiluminescent, IL, USA). As imagens de quimiluminescéncia foram
visualizadas e digitalizadas usando o sistema de Chemilmager 5500 (Alpha
Scientific), e as intensidades de bandas foram determinados por densitometria

utilizando o software do equipamento.

3.9 Expressao de iNOS, Mn SOD, Cu/Zn SOD

A expressao das enzimas iNOS, MnSOD e Cu/ZnSOD nos homogenatos
do lobo inferior esquerdo do pulméao foram verificadas utilizando-se técnica de
Western blotting. Apds as dosagens das proteinas dos homogenatos pelo
método descrito por Bradford et al (1976), 25 ug de proteinas foram aplicados
no gel SDS-PAGE para a realizagéo da eletroforese usando o sistema Mini-
Protean Tetra Cell (Bio-Rad laboratories, CA, USA).

Apos a eletroforese, as proteinas separadas foram transferidas para

membrana de nitrocelulose (Bio-Rad laboratories — Trans-Blot Transfer
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Medium, CA, USA) usando-se o sistema Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad laboratories, CA, USA). A membrana foi, entdo, corada
com Ponceau para confirmar a transferéncia das proteinas.

Para realizar o bloqueio e a incubagdo com os anticorpos utilizamos o
sistema de deteccao de proteinas (SNAP- Millipore, MA, USA). Apds o blogqueio
do sitios ndo especificos com solugdo de Albumina de soro bovino 1% (BSA
1%), a membrana foi incubada com o anticorpo primario. Para detectar a
ligacao dos anticorpos, a membrana foi lavada com TBST e incubada com o
anticorpo secundario IgG conjugada com a peroxidase (Upstate Biotecnology,
NY, USA) na diluicao de 1,66 pg/ml em tampao TBST. A ligacédo dos anticorpos
especificos foi visualizada pela exposicao a filme fotografico (Kodak — Medica
X-ray Film, N.Y, USA) ap6s o tratamento 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 UN-SCAN-IT
gel (Silk Scientific, Inc. — UM-SCAN-IT, Utah, USA).

Para a deteccdo da iINOS néo foi utilizado o equipamento SNAP, ou
seja, apos o bloqueio da membrana com BSA 1% por 1hora e meia, a
membrana foi lavada com TBST por 1 hora e incubada a 8°C com o anticorpo
primario anti-iNOS durante toda a noite. Na manha seguinte a membrana foi
lavada durante 1 hora com TBST e incubada por 1 hora e meia com o anticorpo
secundario IgG conjugada com a peroxidase (Upstate Biotecnology, NY, USA)
na concentracao de 1:4000. Apds esse periodo, a membrana foi lavada com
TBST por 1 hora e a ligagdo do anticorpo especifico foi visualizada como

descrito anteriormente.
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Como controles dos ensaios para a MnSOD e Cu/ZnSOD foram
aplicadas no gel 25 pg de homogenato de figado e cérebro, respectivamente,
ambos produzidos em nosso laboratério. Para controle da iNOS foi utilizado 5
Mg de lisado de magrofagos de camundongo estimulados com IFNy/LPS (BD
Biosciences, MD, USA)].e do controle da iNOS.

Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-MnSOD (Upstate
Biotecnology, NY, USA) na concentragdo de 1,49 ug/ml; anti-CuZnSOD
(Upstate Biotecnology, NY, USA) na concentragdo de 1 ug/ml; anti-iNOS
(Upstate Biotecnology, NY, USA) na concentracao de 2,5 ug/ml e anti-B-actina
(Upstate Biotecnology, NY, USA) na concentracao de 1,49 ug/ml. Todos foram

diluidos em TBST.

3.10 Atividade da NOS
O método utilizado para verificar as atividades das NOS dependente e

independente de Ca’" foi o descrito por Foérstermann et al. (1990) e esta

baseado na conversao da [3H]L-arginina para [3H]L-citrulina. As amostras do
tecido pulmonar foram homogeneizadas em 5 volumes de tampao de
incubacgao (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4) contendo 1 mM de PMSF (inibidor de
proteases, Sigma) e 1 mM de L-citrulina. Um volume de 50 pl de cada
homogenato foi incubado a temperatura ambiente (25 - 27°C) durante 15

minutos na presenga de 1 mM de NADPH, 2 mM de CaCI2 e 10 uyM de L-

3
arginina contendo 100.000 dpm de [2,3,4,5- H]L-arginina mono hidrocloreto em
um volume final de 100 pl. Todos os reagentes foram preparados em tampao
de incubagao (com excegao do PMSF e da L-citrulina). Apos esse periodo, a

reacao foi interrompida pela adi¢gdo de 1 ml de tampao HEPES 20 mM, pH 5,4,
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contendo 1 mM de EGTA e 1 mM de EDTA. Os tubos foram centrifugados a
10.000 rpm, durante cinco minutos e os sobrenadantes aplicados em colunas
contendo 0,6 ml de resina de troca idnica (tipo aniénica forte, Dowex AG 50X-8.
Os eluatos foram recolhidos em tubos de cintilagdo. As colunas foram lavadas
com 1 ml adicional de tampao HEPES e os eluatos foram combinados aos
anteriores. Apds a adi¢cao de 10 ml de liquido de cintilacio, a radioatividade foi
medida durante 1 minuto em espectrémetro de cintilagdo (Beckman — EUA).
Em cada ensaio foram realizados, em paralelo, controles
farmacoldgicos da atividade enzimatica que consistiram na omisséo do CaCI2 e

na adicao de 1 mM de EGTA no meio de incubacéo (a fim de caracterizar o tipo

2+
de NOS quanto a dependéncia da presenga de Ca no meio de incubagao), ou

na adicdo de 1 mM de L-NAME (inibicdo especifica para as NOS). As
contagens foram corrigidas por subtracéo do “branco” (em que o homogenato
de tecido foi adicionado apds o tampao HEPES) e da contagem obtida pelos
tubos que contém L-NAME correspondente de cada amostra. Para o calculo

das atividades enzimaticas, as contagens (cpm) foram relacionadas a

contagem total, e os conteudos destes tubos receberam [2,3,4,5-3H]L-arginina
mono hidrocloreto diretamente nos viais de cintilacdo, pela férmula descrita a
seguir, em que 1000 é a quantidade de L-arginina adicionada a mistura de
incubacao (em pmols) e 15 é o tempo de incubagao (em minutos):

pmol L-cit/min = 1000 x ((cpm -cpm

-cpm
amostra ) p

)lcpm totais/15

branco L-NAME

O conteudo de proteinas das amostras foi determinado pelo método de

Bradford (1976) e a atividade da NOS foi expressa em pmols de L-citrulina
+2
produzidos por minuto e por mg de proteina. A atividade da NOS Ca -
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+2
dependente foi obtida pela subtracdo da atividade da Ca -independente, que

possuia EGTA no meio de incubagao da atividade total.

3.11 Dosagem da concentragao de 6xido nitrico total (NOXx)

A concentragao de oxido nitrico total (nitrito mais nitrato) foi determinada
pelo método de Griess de acordo com Grisham et al., 1996. Foram utilizadas
placas de 96 pocos de fundo chato, onde foram adicionados, em duplicatas,
100 pl de sobrenadante de LBA, 20 pl de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) 100uM, 20 pl de flavina adenina dinucleotideo (FAD)
5 uM, 20 pl de nitrato redutase (NO3; redutase) 100 U/ml e incubado a 37°C por
1 hora para a conversao do nitrato em nitrito. Apds este periodo foi adicionado
em cada poc¢o 20 ul de lactato desidrogenase (LDH) 13,5 U/ml, 20 pl de acido
piravico (Pyr) 9mM e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 50 pl de reagente de Griess (Sigma, MO,USA) e
a placa foi novamente incubada por 10 minutos em temperatura ambiente. A
leitura da reacao colorimétrica foi realizada com absorbancia de 540 nm em
leitor Versamax (Molecular Devices, CA, USA). A concentragao de nitrito foi

determinada utilizando uma curva padrao de 0,2 a 200 uM de KNOs.

3.12 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos como meédia * erro padrdo da média
(EPM) de n animais. Os resultados da migragao de células para os pulmdes, a
NOx e as atividades das NOS foram analisados por analise de variancia

(ANOVA) seguido de teste de Newman-Keuls para multiplas comparagoes.
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As medianas (intervalo interquartil e valores minimos e maximos) obtidas
dos resultados dos Westerns blottings foram analisados por estatistica néo
paramétrica usando o Kurskal-Wallis seguido pelo teste pelo Mann-Whitney
para multiplas comparagdes. Foram considerados significativos os valores de p

menores que 0,05.
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4. Resultados

4.1 Cinética da migragao de leucécitos para os pulmoes de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA

O infiltrado de células totais no LBA dos animais sensibilizados e nao
desafiados (grupo ND) era compreendido predominantemente de células
mononucleares, ndo sendo detectada a presenca de neutrdéfilos ou eosinodfilos
em nenhum dos horarios estudados (figuras 1).

Sabe-se que durante o processo inflamatério alérgico das vias aéreas
ocorre a migracado de diversos tipos celulares para os pulmbes. Para
determinar os tipos e o numero de células presentes nos pulmdes de animais
sensibilizados e desafiados com OVA, realizamos a analise dos leucdcitos
presentes no LBA em 24h, 48h e 96h apds o desafio com OVA.

Conforme mostra a figura 1, a analise das células presentes no LBA dos
animais sensibilizados e desafiados com OVA (grupo controle) mostrou um
aumento crescente do numero de leucocitos totais; este aumento foi
significativo em 48h e 96h apds o desafio quando comparado ao grupo néo
desafiado.

Do mesmo modo, o numero de eosindfilos no LBA dos camundongos
controles segue uma cinética crescente de aumento a partir de 24h, sendo os
maiores niveis observados em 96h apds o desafio com OVA (figura 1).

Nenhuma diferenca foi observada no infiltrado de células mononucleares
em nenhum dos periodos estudados. O numero destas células no LBA néao

mostrou diferengas entre os camundongos controle e ND (figura 1).
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A migragcdo de neutrdfilos para o pulmédo dos camundongos controles
seguiu uma cinética decrescente, sendo que em 24h observou-se aumento

significativo quando comparada ao grupo ND (figura 1).
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Figura 1. Cinética da migracao de leucécitos para os pulmées de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA Os camundongos foram
sacrificados 24h, 48h e 96h apds o desafio com OVA (Controle). Os animais nao
desafiados (ND) foram sensibilizados com OVA, mas receberam somente salina sem
a OVA na ocasiao do desafio. Os resultados representam a média + E.P.M de 8
animais.*p<0,05 em relagdo ao grupo ND. "p<0,05 em relag&o ao grupo Controle em

24h.
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4.2 Padronizagao da concentragao de NaHS

Utilizamos o NaHS, um doador de H»S, para avaliar os efeitos do H»S
sobre a migracdo de leucécitos para os pulmdes de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA.

Para padronizar a dose de NaHS a ser utilizada, os camundongos
sensibilizados foram tratados com NaHS nas concentragdes de 7 umol/Kg, 14
pmol/Kg e 28 pymol/Kg. O LBA foi recolhido em 24h, 48h e 96h apds o desafio
com OVA, como mostra a figura 2.

Quando comparado com os camundongos controles, observou-se que o
tratamento com o NaHS 7, 14 ou 28 umol/kg nao provocou modificagdes no
conteudo de leucdcitos totais no LBA em 24h, 48h ou 96h apds do desafio com
OVA (figura 2).

A dose de 14 pmol/Kg de NaHS foi capaz de induzir uma redugéo da
migracdo dos eosinofilos para o LBA de camundongos em 48h, quando
comparado ao grupo controle, enquanto que os tratamentos com as doses de
14 ymol/Kg e 28 pmol/Kg provocaram uma redugdo no numero de neutroéfilos
em 24h apés o desafio com OVA (figura 2). Os tratamentos ndo modificaram o
numero de células mononucleares em 24h ou 48h apds o desafio e somente
em 96h observou-se um aumento do numero destas células quando os animais
foram tratados com NaHS 7 pymol/kg (figura 2).

A concentracdo de 14 pmol/Kg foi escolhida para ser utilizada nos

demais experimentos.
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Figura 2. Efeito de diferentes concentragées de NaHS na contagem total e
diferencial de leucécitos no LBA de camundongos. Os camundongos
sensibilizados foram sacrificados 24h, 48h e 96h apds desafio com OVA. Os animais
nao desafiados (ND) foram sensibilizados com OVA, mas receberam somente salina
sem a OVA na ocasiao do desafio. Alguns animais receberam ou nao (controles)
tratamento com NaHS nas doses de 7 umol/Kg, 14 pmol/Kg e 28 umol/Kg meia hora
antes do desafio. Os resultados representam a média + E.P.M de 8 animais.*p<0,05
em relagdo ao grupo controle. #p<0,05 em relagdo ao grupo ND. "p<0,05 em relacgéo

ao grupo controle 24h.
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4.3 Comparacgao entre o efeito do tratamento com NaHS e 1400W sobre a
migragao de leucécitos para os pulmées de camundongos sensibilizados
e desafiados com OVA

Para verificar o efeito dos tratamentos com NaHS 14 pmol/Kg ou com
1400W 1 mg/Kg na cinética de migracao das células inflamatérias para os
pulmdes de camundongos, foi coletado o LBA de camundongos sensibilizados
nao tratados (controles) ou tratados com as drogas em 24h, 48h e 96h apds o
desafio com OVA.

De um modo geral, a cinética do influxo de leucdcitos totais, eosindfilos,
células mononucleares e neutréfilos para os pulmdes dos camundongos
tratados com NaHS mostrou perfil semelhante ao observado nos animais
tratados com 1400W, nos diferentes periodos apds o desafio antigénico (figura
3).

Como mostrado na figura 3, nenhuma diferenga foi observada no
infiltrado de células totais ou de células mononucleares entre o0s grupos
tratados com NaHS ou 1400W e o grupo controle nos periodos estudados.

Tanto o tratamento com NaHS como com 1400W provocou uma reducao
significativa na migragcdo de eosindfilos para os pulmbdes de animais
sensibilizados em 48h apds o desafio com OVA, quando comparados com o
respectivo grupo controle (figura 3).

O numero de neutrdfilos no LBA foi reduzido pelo tratamento com NaHS
em 24h e 48h ou com o 1400W em 24h apds o desafio, quando comparados

aos respectivos controles (figura 3).
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Figura 3. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W na migragcao dos eosinéfilos para o
LBA de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os camundongos foram
sacrificados 24h, 48h e 96h apos o desafio com OVA. Os animais nao desafiados (ND) foram
sensibilizados com OVA, mas receberam somente salina sem a OVA na ocasiao do desafio.
Alguns animais receberam ou nao (controles) tratamento com NaHS ou 1400W antes do
desafio. Os resultados representam a média + E.P.M de 8 animais.*p<0,05 em relagao ao

grupo controle.
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4.4 Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre os niveis de 6xido
nitrico total (NOx) no LBA de camundongos sensibilizados e desafiados
com OVA.

Para avaliar os efeitos do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a
producao de *NO nos pulmdes realizamos a dosagem dos niveis de NOx no
LBA de todos os grupos experimentais.

Nenhuma diferenga foi encontrada nos niveis pulmonares de NOx do
grupo controle entre os horarios de 24h, 48, e 96h apos o desafio. No entanto,
todos os valores estavam aumentados quando comparados ao grupo ND,
como mostra a figura 4.

O tratamento com NaHS reduziu os niveis de NOx em 96h apds o
desafio com OVA, quando comparado ao grupo controle. Por outro lado o
tratamento com 1400W foi capaz de diminuir seus niveis em 48h (figura 4).

Nos demais periodos os tratamentos nao provocaram alteragdes

significativas nos niveis de NOx.
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Figura 4. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W na produgdo de ‘NO
nos pulmées de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os
camundongos foram sacrificados 24h, 48h e 96h apos o desafio com OVA. Os
animais nao desafiados (ND) foram sensibilizados com OVA, mas receberam
somente salina sem a OVA na ocasiao do desafio. Alguns animais receberam
ou nao (controles) tratamento com NaHS ou 1400W antes do desafio. A
producédo de ‘NO foi analisada pela verificacdo dos niveis de NOx conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os resultados representam a média + E.P.M

de 8 animais.*p<0,05 em relagédo ao grupo controle. #p<0.05 em relacdao ao

grupo ND.
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4.5 Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W nas atividades das ezimas
oxido nitrico sintases (NOS) no tecido pulmonar de camundongos

A medida da atividade enzimatica das NOS Ca®'-dependente e -
independente foi verificada nos pulmdes de camundongos ND, controles e
tratados com NaHS ou 1400W.

2*_dependentes nao

Conforme a figura 5, a atividade das NOSs Ca
sofreu nenhuma alteracédo pelo desafio com OVA nem pelo tratamento com
NaHS ou 1400W.

O desafio com OVA provocou no grupo controle um aumento da
atividade da NOS Ca?*-independente em 48h apds o primeiro desafio, quando
comparado ao grupo ND (figura 5). Neste periodo, o tratamento com 1400W
provocou uma reducao na atividade pulmonar desta isoenzima. Nenhum efeito

foi verificado pelo tratamento com NaHS na atividade da NOS Ca*-

independente (figura 5).
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Figura 5. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W na atividade das
enzimas oxido nitrico sintases no tecido pulmonar de camundongos
sensibilizados em 48h apdés o desafio com OVA.Os camundongos foram
sacrificados 48h apds o desafio com a OVA. Os animais ndo desafiados (ND)
foram sensibilizados com OVA, mas receberam somente salina sem a OVA na
ocasiao do desafio. Alguns animais receberam ou nao (controles) tratamento
com NaHS ou 1400W antes do desafio. A atividade das enzimas foi verificada
pela conversdo de L-arginina em L-citrulina conforme descrito em Materiais e
Métodos. Os resultados representam a média + E.P.M de 6 animais. *p<0,05

em relagao ao grupo controle. #p<0,05 em relagao ao grupo ND.
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4.6 Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W na expressao de iNOS nos
pulmdes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

Conforme mostrado na figura 6, a analise da expressdao da iINOS
demonstrou que o desafio com OVA provocou um aumento na expressao da
iNOS do grupo controle em 48h apos o desafio, quando comparado ao grupo
ND.

Neste mesmo periodo, tanto o tratamento com NaHS como o tratamento
com 1400W provocou uma reducao da expressao da iNOS, quando comparado
ao grupo controle (figura 6).

Nenhuma modificagdo na expressao da iINOS pulmonar foi produzida pelo
desafio com OVA ou pelos tratamentos com as drogas em 24h e 48h apods o

desafio com OVA.
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Figura 6. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W na expressao da iNOS
nos pulmées de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Os
camundongos foram sacrificados 24h, 48h e 96h apds o desafio com a OVA.
Os animais nao desafiados (ND) foram sensibilizados com OVA, mas
receberam somente salina sem a OVA na ocasido do desafio. Alguns animais
receberam ou nao (controles) tratamento com NaHS ou 1400W antes do
desafio. A expressao da iINOS foi verificada por Western Blotting conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os resultados sdo expressos em graficos
Box&Whiskers (mediana, IQR e valores minimos e maximos da analise por
western blotting) de 4 animais. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. #p<0,05

em relagao ao grupo ND.
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4.7 Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a nitragao de tirosina
nos pulmées de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

A nitrotirosina (3-NT) é um produto da nitragéo de tirosina, mediada por
RNS, considerado um marcador inflamatorio dependente de *NO.

Conforme mostrado na figura 7, o desafio com OVA produziu um
aumento de residuos de 3-NT no tecido pulmonar de camundongos
sensibilizados em 48h e 96h apds o primeiro desafio, quando comparado ao
grupo ND.

O tratamento com NaHS provocou aumento da nitragdo de tirosina em
48h apos o desafio com OVA quando comparado ao grupo ND (figura 7).

O tratamento com 1400W aumentou os residuos de 3-NT em 24h,
seguido por diminuicdo em 48h e acréscimo marcante em 96h, quando

comparado aos respectivos controles (figura 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a nitragao de
residuos de tirosina nos pulmodes de camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA. Os camundongos foram sacrificados 24h, 48h e 96h
apos o desafio com a OVA. Os animais nao desafiados (ND) foram
sensibilizados com OVA, mas receberam somente salina sem a OVA na
ocasidao do desafio. Alguns animais receberam ou nao (controles) tratamento
com NaHS ou 1400W antes do desafio. A analise da nitracdo de residuos de
tirosina foi feita por Slot Blot conforme descrito em Materiais e Métodos. Os
resultados representam a média + E.P.M de 6 animais. *p<0,05 em relagao ao

grupo controle. *p<0,05 em relacdo ao grupo ND.
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4.8 Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a expressao de
MnSOD nos pulmoées de camundongos sensibilizados e desafiados com
OVA

Para avaliar se o tratamento com NaHS ou 1400W possui algum efeito
no estresse oxidativo foi verificada a expressao da isoforma mitocondrial
MnSOD da enzima antioxidante SOD nos pulmdes de animais sensibilizados e
desafiados com OVA.

Conforme mostra a figura 9, a analise da MnSOD demonstrou que em
nenhum dos horarios analisados o desafio com OVA ou o tratamento com
1400W modificou sua expressdao. Uma reducao da expressdo da MnSOD foi

produzida pelo tratamento com NaHS em 48h apds o desafio com OVA.
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Figura 8. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a expressao da
MnSOD nos pulmodes de camundongos sensibilizados e desafiados com
OVA. Os camundongos foram sacrificados 24h, 48h e 96h apds o primeiro
desafio com a OVA. Os animais nao desafiados (ND) foram sensibilizados com
OVA, mas receberam somente salina sem a OVA na ocasido do desafio.
Alguns animais receberam ou nao (controles) tratamento com NaHS ou 1400W
antes do desafio. receberam ou nao (controles) tratamento com NaHS ou
1400W antes do desafio. A expressdo da MnSOD foi verificada por Western
Blotting como descrito em Materiais e Métodos. Os resultados sdo expressos
em graficos Box&Whiskers (mediana, IQR e valores minimos e maximos da
andlise por western blotting) de 4 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo

controle.
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4.9 Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a expressdo da
Cu/ZnSOD nos pulmdes de camundongos sensibilizados e desafiados
com OVA

A expressao da isoforma citoplasmatica da enzima antioxidante SOD, a
Cu/ZnSOD, foi avaliada nos pulmdes de animais sensibilizados e desafiados
com OVA, tratados ou ndo com NaHS e 1400W.

Conforme mostra a figura 10, a analise demonstrou que em 48h, o
desafio com OVA provocou aumento da expressao da Cu/ZnSOD no grupo
controle, quando comparado ao grupo ND. Neste mesmo periodo o tratamento
com 1400W reduz a expressao da Cu/ZnSOD, quando comparado ao grupo
controle.

O tratamento com NaHS ndo produziu efeito na expressdao da

Cu/ZnSOD em qualquer periodo estudado.
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Figura 9. Efeito do tratamento com NaHS ou 1400W sobre a expressao da
Cu/ZnSOD nos pulmdes de camundongos sensibilizados e desafiados
com OVA. Os camundongos foram sacrificados 24h, 48h e 96h apds o desafio
com a OVA. Os animais nao desafiados (ND) foram sensibilizados com OVA,
mas receberam somente salina sem a OVA na ocasido do desafio. Alguns
animais receberam ou nao (controles) tratamento com NaHS ou 1400W antes
do desafio. A expressao da Cu/ZnSOD foi verificada por Western Blotting como
descrito em Materiais e Métodos. Os resultados sdo expressos em graficos
Box&Whiskers (mediana, IQR e valores minimos e maximos da analise por
western blotting) de 4 animais. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. *p<0,05

em relagao ao grupo ND.
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5. Discussao

Estudos tém demonstrado que o gas sulfidrico H,S pode ter um
importante papel em varios aspectos da fisiologia e da patologia de diferentes
doencgas. O fato do H,S estar envolvido em processos inflamatérios nos levou a
estudar sua influéncia na inflamacao alérgica pulmonar em camundongos e
verificar se seus os efeitos poderiam ser decorrentes da interagdo com o ‘NO.

Uma das caracteristicas marcantes da asma é o infiltrado pulmonar rico
em células ativadas como eosindfilos, mastocitos e linfocitos (Feder et al.,
1997; Ferreira et al., 1998 e 2004; Hamid & Tulic, 2009; Pelaquini et al., 2011).

No presente estudo, para verificar a cinética da migragcéo dos leucdcitos
para o LBA, os animais foram sensibilizados e sacrificados em 24h, 48h e 96h
ap6s o desafio intranasal com OVA. De acordo com nossos resultados, os
animais nao desafiados (sensibilizados com OVA e que receberam salina
intranasal sem a OVA na ocasido do desafio) nao apresentaram eosindfilos no
LBA em nenhum dos horarios estudados, indicando que estas células nao
estavam presentes nos pulmdes de animais ndo alérgicos. Estes resultados
também foram observados em nossas pesquisas anteriores (Ferreira et al.,
1998, 2002 e 2004 e Pelaquini et al., 2011) e também em outras que utilizaram
linhagens de camundongos A/J (lijima et al.; 2001) e C57BL/6 WT (Yu et al.;
2011). A analise do LBA dos animais controles sensibilizados e desafiados com
OVA demonstrou a presenca de eosindfilos nos pulmdes a partir de 24h. Um
aumento no numero destas células foi observado em 48h, sendo que o maior
influxo de eosindfilos ocorreu em 96h apdés o desafio alergénico. Estes

resultados também foram verificados em outros estudos (Ferreira et al., 1998,
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2002 e 2004; Underwood et al., 2002;. Pelaquini et al., 2011) em modelos de
ratos e camundongos alérgicos.

Estudos tém demonstrado que o H,S sintetizado endogenamente pode
ter efeito modulador da resposta inflamatéria em diferentes sistemas do
organismo, inclusive nas vias aéreas (revisto por Lowicka e Beltowski, 2007). A
indicacdo de um efeito antiinflamatorio do H,S foi verificado em modelos de
inflamagao néo alérgica, como observado por Zanardo et al. (2006) utilizando
modelo de edema de pata em ratos e por Ekundi-Valentim et al. (2010) em
modelo de sinovite de joelho em ratos.

Em nosso modelo experimental, verificamos inicialmente que o
tratamento com H,S foi capaz de inibir a migragédo de neutréfilos para o pulmao
de camundongos sensibilizados em 24h e 48h e de eosindfilos em 48h apds o
desafio alergénico. Estes resultados estdo de acordo com os observados por
Chen et al. (2009) utilizando modelo de asma em ratos. Por outro lado, o efeito
do H,S ao diminuir a migragao dos neutrdéfilos pode ter relacdo com os efeitos
benéficos deste gas na doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), como
demonstrado por Chen et al. (2005).

De maneira interessante, no presente estudo, a acao inibitéria do influxo
de eosindfilos para o pulmao dos camundongos alérgicos pelo tratamento com
o NaHS foi semelhante a acdo do 1400W. Este efeito decorrente do tratamento
com o 1400W sobre a mobilizacdo dos eosindfilos ja tinha sido observado
anteriormente em nossa pesquisas (Pelaquini et a., 2011) e também por outros
pesquisadores (lijima et al., 2001; Birrel et al., 2003). A verificacdo de que o
tratamento com NaHS ou com 1400W, ou seja, que a presenga do H,S ou a

inibicdo da INOS resultou no mesmo efeito sobre a migragdo do eosindfilo,
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sugeriram um acao semelhante de ambos os mediadores sobre os
mecanismos que determinam o influxo desta célula para o pulmao. Além disto,
o efeito do H,S poderia também ocorrer por mecanismos dependentes do ‘NO.

Na asma a principal isoenzima de NOS envolvida € a INOS. Varios
modelos animais de inflamagdo demonstram que o excesso de ‘NO derivado
da iINOS tem um papel patolégico que pode ser revertido pelo uso de diferentes
inibidores da iINOS (revisto por Hesslinger et al., 2009). Com a proposta de
investigar os mecanismos pelos quais o H,S inibe o infiltrado de eosindfilos nos
pulmbes dos camundongo alérgicos, verificamos a expressao da iNOS e sua
atividade nos pulmdes dos camundongos alérgicos em 48h apds o desafio com
OVA. Inicialmente, observamos que o desafio com OVA nos animais controles
provocou um aumento da expressao da iNOS nos pulmdes em 48h apds o
desafio com OVA. Estes resultados estdo em concordancia com os observados
por Koarai et al.(2002) e Abe et al. (2006). Tanto o tratamento com NaHS como
com o 1400W provocou uma reducao da expressao da iNOS somente em 48h
apos o primeiro desafio com OVA, sugerindo que o H,S e o 1400W modulam
esta isoforma de NOS nos pulmbes dos camundongos alérgico no mesmo
periodo em que regulam negativamente a mobilizagdo dos eosindfilos.

A anadlise da atividade das NOS mostraram que a atividade da isoforma
Ca’ -dependente ndo foi alterada nem pelo desafio com OVA nem pelos
tratamentos com NaHS ou 1400W, em 48h apds o desafio com OVA. Por outro
lado, neste mesmo periodo, a atividade da Ca" -independente foi aumentada
nos pulmdes dos camundongos controles, confirmando seu envolvimento na
inflamacao alérgica das vias aéreas. Esse resultado esta de acordo com o

observado por Trifilieff et al. (2000) e Abe et al. (2006). No entanto, o
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tratamento com NaHS n&o produziu qualquer efeito sobre a atividade da NOS
Ca" -independente. Redugdo desta atividade somente foi produzida pelo
tratamento com o inibidor da iINOS, o 1400W. Estes resultados sdo diferentes
dos descritos por Chen et al. (2009), que observaram que o NaHS nao
produziu qualquer efeito na expressao, mas induziu diminuicao da atividade da
iINOS. O modelo de asma com exposigao prolongada ao desafio com OVA (2
semanas) e/ou o tratamento com NaHS em ratos utilizado por estes autores
pode ter contribuido para esta diferenca de resultados.

Avaliamos, entdo, a produgdo de ‘NO nos pulmdes de camundongos
alérgicos pela dosagem dos niveis de NOx no sobrenadante do LBA.
Verificamos nos animais controles que a produgédo de ‘NO estava aumentada
em todos os periodos estudados apos o desafio alergénico, quando comparado
ao grupo ND. Esses resultados condizem com o que foi visto por outros autores
utilizando modelos experimentais de asma, como Koarai et al. (2002) e
Ameredes et.al. (2005) que verificaram a producdao de NOx e nitrito,
respectivamente. Em nossa pesquisa, tanto o tratamento com o NaHS como
com o 1400W foram capazes de modular a producdo de NOx, mas em
diferentes horarios apds o desafio. O NaHS provocou uma inibicdo nos niveis
de NOx em 96h, enquanto o 1400W reduziu sua producdo em 48h apos o
desafio com OVA, quando comparados ao grupo controle. Nos camundongos
tratados com 1400W, os niveis diminuidos de NOx coincidiram com o momento
de maior inibicdo da migracdo de eosindfilos para o LBA, o que ndo foi
observado nos animais tratados com NaHS. Portanto, nossos resultados

indicaram que, provavelmente, o efeito do H,S sobre o influxo de eosindfilo
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para o pulmao pode-néo ser decorrente da algum mecanismo relacionado ao
‘NO.

A atividade da iNOS na producgdo do ‘NO e a expressao desta proteina
sdo moduladas por mecanismos diferentes. A regulacéo da expressao da iINOS
varia em diferentes tipos de células, e € aumentada por citocinas e fatores pré-
inflamatoérios, como o IFN-y, TNF-a e IL-1B. A atividade depende da
disponibilidade, regulagdo do transporte e consumo de arginina, além da
presenca do cofator tretrahidrobiopterina (BH4; revisto por Pautz et al.,2010).
Este fato justifica a auséncia de correlagéo entre a expresséo e a atividade da
iINOS que encontramos nos animais tratados com o NaHS.

Tem sido considerado que a formagdo da 3-nitrotirosina (3-NT),
importante marcador do estresse oxidativo juntamente com outras espécies
reativas de nitrogénio, pode causar uma variedade de efeitos patofisioldgicos
na asma (Saleh et al.,, 1998; Furukawa et al., 2011). Em nosso modelo
experimental, o desafio com OVA produziu um aumento significativo de
residuos de 3-NT no tecido pulmonar dos camundongos controles em 24h e
48h. O tratamento dos camundongos com o 1400W provocou redugéo da
expressado da 3-NT em 48h, concordando com os resultados de lijima et al.
(2001) utilizando 1400W e com Genovese et al. (2005) que utilizou outro
inibidor especifico da iINOS, o [(S)-2-Amino-(1-iminoetilamino)-5-tioheptandico
acido]. Estes resultados sugerem que a inibicao da sintese de NO reduziu a
formagado de 3-NT e, consequentemente, a inflamagéo alérgica ao diminuir o
influxo de eosindfilos para o pulmdo dos camundongos. No entanto, esta via
nao foi utilizada pelo H,S, desde que os niveis de 3-NT nos camundongos
tratados com NaHS estavam semelhantes aos observados nos controles.
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Ekundi-Valentin et al. (2010) observaram efeitos semelhantes utilizando outro
doador de H,S, o reagente de Lawesson, em modelo de sinovite em ratos.

Além dos produtos reativos de nitrogénio (RNS), o estresse oxidativo
causado por uma gama de radicais livres derivados do oxigénio (ROS), como o
anion superoxido, o perdxido de hidrogénio e radicais hidroxilas tém sido
apontados como fatores relevantes na patogénese da asma (Lee et al., 2004).
Enzimas antioxidantes, como as SODs intracelular Cu/ZnSOD e a mitocondrial
MnSOD atuam como importantes componentes do sistema antioxidante de
defesa contra radicais livres (Comhair e Erzurum, 2010).

No modelo experimental usado em nossas pesquisas, foi observado que
o desafio com OVA nos camundongos controles nao induziu qualquer alteragao
na expressao de MnSOD, mas provocou aumento da expressao da Cu/ZnSOD
em 48h apds do desafio alergénico. Neste mesmo periodo, a expressao da
MnSOD foi diminuida pelo tratamento com NaHS, mas nao pelo 1400W. Por
outro lado, o tratamento com 1400W reduziu os niveis de Cu/ZnSOD. No
entanto, de maneira semelhante ao observado por Abe et al. (2006), o NaHS
nao foi capaz de provocar qualquer alteracdo na expressao desta enzima.

A relacao entre a atividade das SODs e a asma ainda nao esta totalmente
elucidado. Resultados da literatura mostram que a atividade da SOD total
estava diminuida em pacientes asmaticos comparados com os controles
(Comhair et al, 2005). Nestes trabalhos, os autores sugerem que a inativagao
da SOD pode ser consequéncia de espécies reativas de nitrogéncio gerados
pela peroxidase dos eosindfilos, o que seria consistente com a nog¢ao de que o
aumento do estresse oxidativo na asma levaria a maior inativagdo da SOD. No

entanto, em amplo estudo utilizando asmaticos nao foi encontrado diferencgas
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entre os niveis da proteina MnSOD entre pacientes asmaticos e individuos
controles. A Cu/ZnSOD tende a ser mais elevada nos asmaticos, mas ndo se
encontrou correlagédo com a severidade da asma (Comhair et al, 2005).

A Cu/ZnSOD, que constitui mais de 80-90% da atividade da SOD
intracelular, € encontrada principalmente no citoplasma e é expressa no epitélio
brénquico, macréfagos alveolares e endotélio dos capilares dos pulmdes.
Quando ativada, a Cu/ZnSOD acelera rapidamente a dismutagdo espontanea
do radical superoxido, nitra a tirosina em proteinas e cataliza a liberacdo de NO
a partir de nitrosotidis (revisto por Comhair e Erzurum, 2010). Existem
indicagdes de que a Cu/ZnSOD pode ser induzida por certos estimulos, mas no
pumdo é a MnSOD mitocondrial a principal SOD a ser induzida,
principalmente, por citocinas (revisto por Kinulla e Crapo, 2003).

Produtos oxidantes presentes na fumaca de cigarro, ozénio e citocinas
como TNF-a, IFN-y, IL-1 e 6 sdo capazes de aumentar a expressédo do mRNA,
0s niveis da proteina ou a atividade da MnSOD em homogenato pulmonar e
cultura de células pulmonares, como células epiteliais e macrofagos alveolares,
granulécitos e células pulmonares malignas (revisto por Kinulla e Crapo, 2003).
Por outro lado, a MnSOD pode ser inativada pelo peroxinitrito formado nos
pulmdes durante a inflamacao na asma pela nitragao dos residuos de tirosina,
necessarios para sua atividade catalitica enzimatica, a 3-NT (Yamakura et al.,
1998). Estudos de Comhair et al. (2005) propdem que a inativagdo da SOD
pode desencadear a apoptose das células epiteliais brénquicas in vitro ao
aumentar os niveis de BAX e a clivagem e ativagao da caspase-3.

Dados da literatura tém demonstrado que o H,S pode influenciar os
niveis de citocinas envolvidas na expressao e atividade da MnSOD. Em modelo
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de injuria pulmonar induzida por acido oléico, foi observado que o tratamento
dos ratos com NaHS diminuiu os niveis de |IL-6 e 8, sugerindo que o H,S pode
regular a resposta inflamatoria pulmonar ao modular a sintese de citocinas (Li
et al., 2007). Em outro modelo experimental usando o doador de H,S GYY4137
em cultura de macrofagos da linhagem RAW264.7, Whiteman et al. (2010)
mostraram que este doador inibiu a liberacdo de IL-1beta, IL-6 e TNF-alpha.
Em ambos os estudos, os doadores de H2S aumentaram a sintese de IL-10
pelos macrofagos (Whiteman et al.,2010)

Levando-se em conta os resultados acima descritos, podemos sugerir que
a diminuicdo da expressdo na MnSOD observada no homogenato pulmonar
dos animais tratados com o NaHS pode ser decorrente da inibicdo de citocinas
responsaveis pela ativagao desta enzima em 48h apds o desafio antigénico.

Os resultados deste trabalho demonstram que em nosso modelo
experimental o efeito anti-inflamatério do H,S na asma ao inibir a migragao de
eosindfilos e neutréfilos para os pulmdes nédo € decorrente da modulacéo da
via do ‘NO. Se a reducdo da expressdo da MnSOD verificada nos animais
tratados com NaHS esta relacionada a apoptose de eosindfilos e/ou neutrofilos
e, consequentemente, a diminuicdo do conteudo destas células no LBA precisa

ser verificado.
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6. Conclusao

Os resultados deste trabalho demonstram que em nosso modelo
experimental o efeito anti-inflamatério do H,S na asma ao inibir a migragao de
eosindfilos e neutrdfilos para os pulmdes nao € decorrente da modulagao da
via do ‘NO. Se a redugdo da expressdo da MnSOD verificada nos animais
tratados com NaHS esta relacionada a apoptose de eosindfilos e/ou neutrofilos
e, consequentemente, a diminuicdo do conteudo destas células no LBA precisa

ser verificado.
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