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RESUMO

Diversos estudos mostram que o sulfeto de hidrogénio (H,S) exerce importante
papel em diferentes aspectos da fisiologia e da patologia pulmonar. O objetivo
deste trabalho foi investigar o efeito do tratamento com um doador de H,S no
estresse oxidativo produzido pela inflamacao alérgica pulmonar. Camundongos
BALB/c foram sensibilizados com ovalbumina (OVA) e tratados com NaHS 30
minutos antes de cada desafio com OVA. Os animais sofreram eutanasia em 24h-
144h apés o desafio com OVA, quando foi coletado o lavado bronchoalveolar,
para contagem total e diferencial de eosindfilos, e retirados os pulmdes. Os
pulmdes foram homogeneizados para analise da atividade das enzimas aconitase
(que possui relagdo inversa com a producdo de O,° intracelular), fumarase,
superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e para a verificagdo do conteudo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) por método colorimétrico. Os niveis de glutationa reduzida
(GSH) e glutationa oxidada (GSSG) foram determinados por cromatografia. Os
resultados dos camundongos nao tratados (controle) mostraram que o aumento do
conteudo de eosindfilos para os pulmdes ocorreu como uma resposta bifasica
entre 48h/96h e 144h apds o desafio com OVA. Nestes horarios, observamos no
grupo controle reducdo na atividade da aconitase, que foi acompanhada do
aumento da peroxidacdo lipidica (TBARS). A atividade da enzima SOD estava
aumentada nestes animais a partir de 24h, seguida de uma reducdo em 144h,
enquanto que as atividades das enzimas catalase e GR estavam aumentadas

somente em 48h. Nao foram observadas modificagdes na atividade da GPx, assim
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como nos niveis de GSH e GSSG, em nenhum dos periodos estudados. O
tratamento dos camundongos alérgicos com NaHS reduziu o infiltrado de
eosinofilos em 48h e 144h apds o desafio antigénico, recuperou a atividade da
aconitase e reduziu a peroxidagao lipidica, quando comparado aos controles.
Nestes horarios, o tratamento com o NaHS também aumentou as atividades das
enzimas SOD, GPx e GR e os niveis de GSH. Diferente destes resultados
verificou-se uma reducao da atividade da catalase em 48h, quando comparado ao
grupo controle. Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o H,S exerce
efeito benéfico na inflamagao alérgica pulmonar ao inibir o recrutamento de
eosinofilos para os pulmdes. Do mesmo modo, produz um importante efeito no
estresse oxidativo ao reduzir a peroxidagédo lipidica e a producdo de O,°*"
intracelular (determinado pela atividade da aconitase) e ao aumentar a atividade
da SOD. As atividades das enzimas GPx e GR também estavam aumentadas
contribuindo para o aumento de GSH. Deste modo, o NaHS (e provavelmente
outros doadores de H,S) podem apresentar potencialmente importante uso
terapéutico para o tratamento de doencas pulmonares caracterizadas pela
presenca de células inflamatérias e desbalanceamento do equilibrio

oxidante/antioxidante.
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ABSTRACT

Several studies show that the hydrogen sulfide (H»S) plays an important role in
different aspects of lung physiology and pathology. The aim of this study was to
investigate a H,S-donor treatment on the oxidative stress produced by pulmonary
allergic inflammation. BALB/c mice were sensitized with ovalbumin (OVA) and
treated with NaHS, 30 minutes before each OVA-challenge. The animals were
sacrificed at 24h-144h after challenge, when bronchoalveolar lavage was collected
for total and differential eosinophils counts and the lungs were collected. The lungs
were homogenized for aconitase (that has inverse correlation with intracelular O°*~
production), fumarase, superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione
peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) enzymes analysis and thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) measurement by colorimetric methods. The
determination of reduced glutathione (GSH) and glutathione disulfide (GSSG)
levels were done by chromatography. The results from untreated (control) mice
showed that an increase of eosinophil influx to the lungs happened as a biphasic
response between 48h/96h and at 144h after OVA-challenge. At the same hours
we observed in this group a reduction in aconitase levels that were accompanied
by lipid peroxidation (TBARS) increase. The SOD activity was increased in control
animals at 24h followed by reduction at 144h, whereas catalase and GR activities
were increased only at 48h. There were no changes in GPx activity, neither in GSH
nor in GSSG levels at any time- studied. NaHS-treatment reduced eosinophils
infiltration at 48h and 144h after antigen challenge when it was observed a

recovery in the aconitase activity and a decrease in TBARS lung contents as
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compared to control mice. It was also observed in these times after antigen
challenge increases in SOD, GPx as well as GR activities and in GSH levels.
Differing from these results, NaHS-treatment reduced catalase activity at 48h, as
compared to control group. In conclusion, our results suggest that NaHS exerts
beneficial effect on allergic pulmonary inflammation by inhibiting the eosinophils
recruitment to the lungs of mice after OVA-challenge. It also produces a significant
effect on oxidative stress by reducing lipid peroxidation and intracelular O,*~
production (measured by aconitase activities) as well as by increasing SOD
activity. The GPx and GR activities were also improved, and that could account for
GSH increase. Therefore, NaHS (and probably others H,S donors) may emerge as
potentially useful therapeutic tools for treatment of lung diseases characterized by

the presence of inflammatory cells and oxidant/antioxidant imbalance.
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1. Introducao
1.1 Asma

A asma é a doenga alérgica mais comumente encontrada na clinica médica,
que afeta desde criangas até adultos. Ha evidéncias que sua prevaléncia e
morbilidade estdo crescendo em todo o mundo (Subbarao et al., 2009). Estima-se
que 300 milhdes de pessoas no mundo sofram com a asma, chegando a atingir
proporcoes de epidemia (Saunders et al., 2010). Atualmente, o grande desafio dos
estudos relacionados com a asma € identificar os papeis dos varios mediadores e
0s mecanismos moleculares envolvidos na patofisiologia desta doenga.

A asma é uma doencga inflamatéria crénica das vias aéreas, onde a
musculatura lisa brénquica se contrai em resposta a estimulos enddgenos e
exogenos. Este estreitamento pode ser decorrente da exposi¢cao as substancias
que provocam alergia, tais como pdlen, acaros, exposicao a fumacga ou ao ar frio,
e esta resposta pode ser exacerbada pelo estresse e a pratica de exercicios
fisicos (revisto por Holgate, 2008).

Clinicamente, a asma pode ser classificada em asma ocupacional, nao
atopica e atopica (alérgica), sendo a forma atopica o tipo mais comum entre os
pacientes. A asma atépica € uma reacdo de hipersensibilidade tardia do tipo |,
onde seu principal mediador é o anticorpo IgE produzido por linfécitos B. A asma
apresenta como caracteristica, a inflamacao cronica das vias aéreas com
presencga abundante de eosinodfilos, mastocitos e linfocitos T. Estas células liberam
mediadores que provocam broncoconstrigcdo, secregdo de muco e remodelamento

das vias aéreas (revisto por Hamid e Tulic, 2009).
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Apés a inalacdo, os alérgenos entram em contato com a mucosa pulmonar
e sao capturados pelas células apresentadoras de antigenos, com as células
dendriticas presentes no epitélio brénquico. Os alérgenos sdo processados em
peptideos pelas células apresentadoras de antigenos e apresentados em
associagao com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) da classe Il
para o receptor de células T (TCR; Hammad e Lambrecht, 2008). As células
TCD4" ndo ativadas (ThO) em resposta ao antigeno apresentado, podem se
diferenciar em células Th1 e Th2, sendo que os aspectos fisiopatoldgicos da asma
em resposta ao alérgeno tém sido relacionados as células Th2 (Larché et al.,
2003; Lyakh et al., 2008).

As citocinas estao diretamente associadas as doengas alérgicas. A IL-4 e
IL-13 produzidas pelas células Th2 ativam linfocitos B a secretarem os anticorpos
IgE (revisto por Barnes, 2008). Em resposta a estimulos, os anticorpos IgE ligam-
se aos seus receptores de alta afinidade, como o FceRlI, presente em mastdcitos e
basofilos e o FceRIl, presente nos eosindfilos. A subseqliente ligagdo dos
alérgenos ao complexo IgE-FceR induz a desgranulacdo de vesiculas
citoplasmaticas liberando histamina e desencadeia a formagédo e liberacao de
prostaglandinas (PGDZ2), leucotrienos (LTC4) e citocinas, resultando na contragdo
do musculo liso, secrecao mucosa e vasodilatagdo (revisto por Hamid e Tulic,
2009).

As citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 induzem alteragdes nas vias aéreas € no
parénquima pulmonar, como infiltrado de eosindfilos, linfocitos e mastécitos
pulmonar, além da ativagdo de macréfagos, proliferagcdo de células epiteliais,

hiperplasia de células caliciformes com aumento de secrecdo de muco, hiperplasia
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de musculo liso, hipertrofia e hiper-contratilidade (revisto por Barnes, 2008). Como
resultado, a asma apresenta como sintomas, dispnéia, sibilancia, tosse e

respiracao curta e ofegante (Masoli et al., 2004).

1.2 Eosindfilos e asma

Produzidos na medula 6ssea, os eosindfilos sdo células polimorfonucleares
que estdo envolvidas em numerosos processos inflamatoérios, incluindo infecgbes
bacterianas e virais, leséo tecidual, imunidade tumoral e doengas alérgicas (Hogan
et al., 2008). Os eosindfilos sao formados a partir de células progenitoras CD34+ e
se diferenciam sob a agcdo das IL-3 e IL-5 e do fator estimulante de colbnias
granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) em  células maduras que possuem
caracteristicas tipicas como, nucleo bilobado e granulos que possuem afinidade
por corantes acidos, como a eosina (Lampinen et al., 2004).

Nos granulos dos eosindfilos sdo encontradas proteinas granulares
citotdéxicas como a proteina basica principal (MBP), proteina catiénica eosinofilica
(ECP), neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN) e a peroxidase eosinofilica
(EPO). Em resposta a estimulos, os eosindfilos migram para os tecidos onde
sofrem desgranulagéo e liberagdo de suas proteinas granulares citotoxicas, além
de secretarem varios mediadores inflamatérios, incluindo as citocinas,
quimiocinas, mediadores lipidicos como o fator ativador de plaquetas (PAF) e
leucotrienos. Os eosinodfilos também liberam no tecido pulmonar espécies reativas
de oxigénio (ERO), como o anion superoxido (O.*); perdéxido de hidrogénio

(H20>); e acido hipocloroso (HOCI), além de fatores de crescimento como o fator
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transformador de crescimento beta (TGF-B) e alfa (TGF-a), conferindo a estas
células importante papel nos danos teciduais e sintomas na asma (Hogan et al.,
2008).

Estudos presentes na literatura utilizando modelos experimentais de asma
mostram uma grande infiltracdo de eosindfilos nos pulmbes de animais
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA; Feder et al., 1997; Ferreira et
al.,, 1998 e 2004; Haile et al., 1999; lijima et al., 2001; Koarai et al., 2002; e
Pelaquini et al., 2011), indicando sua relevante participagao na patogénese na

asma.

1.3 Radicais livres estresse oxidativo e asma

Os radicais livres sdo moléculas que contém um ou mais elétron livre em
sua Orbita externa, situacdo que os torna altamente instaveis e muito reativos,
apesar de apresentarem meia vida muito curta. Eles podem ser formados no
citoplasma, nas mitocdndrias ou nas membranas e o0 seu alvo celular esta
relacionado ao seu sitio de formacéo (Halliwell e Gutteridge, 1984).

Os radicais livres (RL) séo divididos de acordo com os elétrons centrados
nos atomos de oxigénio ou nitrogénio e sdo denominados, respectivamente, de
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio (ERN).
Existem substancias, como o perdoxido de hidrogénio, que ndo sdo consideradas
RL, por ndo apresentarem elétrons livres em sua 6rbita mais externa, mas que séo
altamente reativas e que podem ser convertidas em RL e s&do denominadas de
espécies pré-radical livre (Meneghini, 1988). As principais ERO sdo o oxigénio

singlet (O2), anion superoxido (O,*"), peréxido de hidrogénio (H,O;) e radicais
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hidroxilas ("OH). Dentre as ERN incluem-se o oxido nitrico (*NO), 6xido nitroso
(N2O), acido nitroso (HNO,), nitritos (NO2), nitratos (NO3;") e peroxinitrito
(ONOOQ*T; revisto por Ricciardolo et al., 2004).

A formacgado de radicais livres pelo organismo em condi¢gdes normais é
inevitavel, pois sao formados no processo de respiracao celular que ocorre nas
mitocondrias das células. Do mesmo modo, os radicais livres produzidos pelos
macréfagos e neutrofilos € um importante mecanismo da resposta imune inata
contra bactérias e fungos, produzindo acdo lesiva a estes microorganismos
(Salahudeen, 1999).

Atualmente, pesquisas tém demonstrado que interagbes entre células e
fontes endogenas (peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mitocondria e
citocromo P-450) ou exdgenas (radiagado-, cigarro e solventes organicos) podem
resultar em elevados niveis de ERO, como O,*", "OH e H,0, e ERN, como o °NO,
que juntos participam da patogénese da asma (revisto por Comhair e Erzurum,
2010).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio de oxidantes e
antioxidantes a favor dos oxidantes. O acumulo de radicais livres resulta em
peroxidagao lipidica, inativagao enzimatica, alteragdo do estado redox intracelular
e dano de DNA nuclear e mitocondrial (Fridovich.1998). Quando as células sao
expostas as ERO, o H,O, reage com o ion de ferro, na sua valéncia menor (Fe II)
no nucleo celular. No entanto, como a quantidade de Fe Il é extremamente baixa
no nucleo, esta reacao ocorre quando um agente redutor celular transforma Fe llI

em Fe Il. Uma espécie que exerce este papel é o O,". Esta reagdo, conhecida
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como reacdo de Fenton, apresenta o mecanismo pelo qual as espécies O," e
H.,O, geram, no nucleo, o radical *OH, uma espécie extremamente reativa que
leva a morte celular (Meneghini, 1988).

Células inflamatérias que migram para as vias aéreas de pacientes
asmaticos tém total capacidade de produzir ERO (Lee et al., 2004). A ativacao de
eosindfilos, neutréfilos, mondcitos e macréfagos geram O,° através do complexo
NADPH oxidase de membrana. A dismutagdo do O,*" produz H,O,, que podem
interagir com outras moléculas formando potentes radicais citotéxicos. O radical
‘OH, um poderoso oxidante, pode ser produzido a partir do O,” e acido
hipocloroso ou acido hipobromoso (HOCI ou HOBr), que sédo formados a partir do
H2O, e um haleto de cloro (CI") ou bromo (Br’). Esta reacao & catalisada pela
mieloperoxidase (MPQO) do neutréfilo e mondécito ou pela EPO do eosindfilo, que
possue maior afinidade com o Br’. Entretanto, o dano oxidativo causado pelos
eosindfilos € maior quando comparado com o neutrdfilo, porque o conteudo de
EPO nos eosinodfilos é 2-4 vezes maior que a quantidade de MPO no neutrdfilo,
resultando na maior capacidade de produzir O, e H,0O, (revisto por Dworski,
2000).

No processo inflamatério, além do aumento da produgdo de O,", ha
também aumento dos niveis de *NO. A interacdo entre o *°NO e o O, resulta na
formagdo do potente oxidante ONOO®™ que induz a formagédo de residuos de
nitrotirosina. Além do ONOOQO®~, muitas outras ERN podem ser geradas a partir da
interagdo do ‘NO com o O,". O NO;, derivado do ‘NO, em associagdo com o

HOCI, pode ser utilizado pela MPO ou EPO para formar o NO,CI (cloreto nitroso) e
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NO- (diéxido de nitrogénio), além de produzir a nitracdo da tirosina. Deste modo,
altas concentragcdes de ERO e ERN podem ocasionar uma variedade de efeitos

patofisiolégicos que caracterizam a asma, como visto no esquema 1.

oclo|leo|lec el leleleleclele e lelele |
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Esquema 1. Formacdo dos principais radicais livres envolvidos na asma

(Ricciardolo et al., 2006).

1.4Marcadores do estresse oxidativo
A peroxidagdo de lipideos € uma reacao desencadeada pelos radicais
livres, iniciada pelo radical *OH, que age sobre a cadeia de acidos graxos da
membrana fosfolipidica. A peroxidagao lipidica é dividida em duas fases. Na fase
de iniciagdo, ocorre a auto-oxidagdo de cadeias laterais de acidos graxos poli-
insaturados mediante a abstracdo de um atomo de hidrogénio do grupo metileno.

Apoés esta fase, forma-se um radical lipideo-carbono que reage com a cadeia
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lateral do &cido graxo poli-insaturado adjacente, sendo esta a fase de
propagacgao (Aruoma et al., 1989). O produto final da degradagédo dos acidos
graxos € o malondialdeido (MDA), que possui agao citotdxica e pode ser
quantificado pela reagdo com o acido tiobarbiturico - TBARS (Halliwell e Chirico,
1993).

Estudos tém relacionado a aconitase como um importante marcador do
estresse oxidativo (Evelson et al., 2000; Miguel et al., 2009). Esta enzima esta
presente no citoplasma e nas mitocdndrias, onde participa do ciclo do acido
citrico catalisando a reagado de conversdao em dois estagios do isocitrato a cis-
aconitato e possui uma importante sensibilidade ao O,°”. Este radical livre
converte a forma ativa da aconitase, que apresenta um centro [4Fe-4S]** na sua
forma inativa, que apresenta um centro [3Fe-4S]"", permitindo que a mudanca na
atividade desta enzima possa ser usada como marcador na producgdo de O,*” e
também um importante marcador da ocorréncia de estresse oxidativo (Gardner et
al., 1994).

Do mesmo modo, a atividade da fumarase tem sido utilizada para verificar
se o efeito na atividade da aconitase foi devido ao estresse oxidativo e ndo um
efeito de dano global nas enzimas do ciclo do acido citrico (Gurgueira et al.,
2002; Miguel et al., 2009). Esta enzima catalisa a reagéo de conversédo do L-
malato a fumarato e ao contrario da aconitase, € menos sensivel a agdo de O,*~
intracelular, pois, em eucariotos, ela ndo apresenta o centro [4Fe-4S]?*, servindo
deste modo como controle da ocorréncia de estresse oxidativo e da ocorréncia

de dano celular global (Woods et al., 1986).
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1.5 Defesas antioxidantes

Normalmente, os pulmdes possuem diversos mecanismos de defesa
antioxidantes contra ERO e ERN, entre eles, as enzimas antioxidantes. A
superoxido dismutase (SOD), a catalase e o sistema glutationa redox composto
pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) sao
algumas das principais enzimas do sistema enzimatico antioxidante. Cada uma
delas desempenha um papel especifico no controle do balango oxidativo
(Fridovich.1998).

A SOD tem por fungdo atuar na dismutacdo do O,°” convertendo-o em
H20, (Mccord e Fridovich. 1969). Trés isoformas de SOD sao reconhecidamente
importantes. Entre elas a cobre-zinco SOD (CuZnSOD) é encontrada no
citoplasma, nucleo e espacos intermembranas da mitocéndria, a SOD extracelular
(EC-SOD), € encontrada principalmente em compartimentos extracelulares, tais
como, plasma, linfa e liquido sinovial (Abe et al., 2006). A isoforma manganés
SOD (MnSOD), localizada na matriz mitocondrial, prové protegao vital contra ERO
gerada através da hipdxia e cadeia transportadora de elétrons. A deficiéncia desta
enzima resulta em um aumento de niveis de superdxido mitocondrial que inibe os
complexos | e Il da cadeia transportadora de elétrons. O termo SOD é utilizado
para designar atividade total de SOD, ou seja, as trés isoformas em conjunto.

Combhair et al. (2000) descreveram que a atividade da SOD é menor nos
pulmbdes de asmaticos, em comparagdo com controles saudaveis, e diminuida
ainda mais durante um ataque asmatico. Uma das causas da reducédo da SOD na
asma ¢ devida ao excesso de 0,°" nos pulmdes inativando esta enzima

(Heininger et al., 2005). Ao contrario, outros estudos mostram que a atividade e a
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expressdo da SOD estdo aumentadas na asma para neutralizar o O,°” nestes
pulmdes (Evelson et al., 2000 e Abe et al., 2006).

A catalase é uma hemoproteina localizada nos peroxissomas, catalisa a
reducao do H,O, em agua e oxigénio. Esta enzima complementa a acdo da SOD
contra este tipo de ERO (Fridovich. 1998). A catalase se encontra presente
também nas mitocéndrias de células musculares. A remocao de peréxidos
também ocorre pela acdo da GPx. Esta enzima localizada no citosol e na matriz
mitocondrial catalisa a reacdo de reducao do H>O, em H,O através da oxidacao
simultanea da glutationa reduzida (GSH). Uma vez que mitocondrias em geral nao
apresentam catalase, a GPx € muito importante para remocao de peroxidos nesta
organela. Como mostrado no esquema 2, para restabelecer a glutationa oxidada
(GSSG) a forma de glutationa reduzida (GSH), é necessario a agao da glutationa

redutase (GR) que consome simultaneamente NADPH (Fridovich. 1998).

CAT % O, + H,0

SOD
. . . 1%7

o -

\Nf GSH NADP* + H*

GPx GR

H.0 GSSG NADPH

Esquema 2. Interagcdo de enzimas antioxidantes. Adaptado de Comhair e

Erzurum. (2010).
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A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou
indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas, metabolismo e protegcao celular (Halliwell e Gutteridge, 1984). A GSSG
é formada a partir da oxidagdo de GSH por oxidantes, como o O,*~ e H,O, que
surgem durante condi¢des de estresse oxidativo (Meister e Anderson, 1983; Zhao
et al.,, 2009). Nas células o GSSG ¢é reduzido de volta para GSH a custa de
NADPH através da acédo da enzima GR. No entanto, a sintese de GSH a partir dos
seus aminoacidos constituintes é essencial para a elevagao de seus niveis como
uma resposta de adaptacdo ao estresse oxidativo. A GSH é sintetizada pela
adicdo sequencial de cisteina ao glutamato seguido pela adicdo de glicina. A
sintese de GSH envolve duas etapas enzimaticas catalisadas por glutamato
cisteina ligase (GCL) e GSH sintetase (Meister e Anderson, 1983).

O grupo sulfidrila (-SH) da cisteina esta envolvido na redugcao e conjugacao,
sendo estas reagdes as mais importantes fungdes de GSH (Meister, 1992).
Considerada um antioxidante intracelular, a GSH reduz hidroperdxidos organicos e
peroxidacdo lipidica. A reducdo de seu nivel € indicativa de lesdo oxidante,
presente em doencas inflamatorias pulmonares como a asma (Lee et al., 2004).

Normalmente, a glutationa esta presente nos pulmées 90% na sua forma
reduzida (GSH; Cantin et al., 1987; Smith et al., 1993; Comhair e Erzurum. 2002).
Diferentes pesquisas tém mostrado que os niveis de GSH estdo reduzidos na
asma e os niveis de GSSG estdo aumentados nesta patologia (Smith et al. 1993;
De Raeve et al., 1997; Comhair e Erzurum. 2002). Comhair et al. (2000)

mostraram que os niveis de GSH reduziram minutos apds o desafio antigénico,
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que foi acompanhado pelo aumento dos niveis de GSSG nos pulmdes, o que
acarretou na perda do potencial de reducao nestes pulmdes.

A reducdo dos niveis de GSH também contribui para o aumento da
resposta Th2 na asma, decorrente do aumento da sintese da IL-4, responsavel por
induzir a diferenciacdo das células T para a subpopulacdo Th2, e redugdo dos
niveis da IL-12, responsavel pela diferenciagcado das células para a subpopulacao
Th1 (Peterson et al., 1998). A reducao dos niveis de GSH também contribui para a
apoptose das células pela ativagdo da proteina BAX e caspases (revisto por
Combhair e Erzurum, 2010). Portanto, a manutengédo dos niveis de GSH e das
enzimas que atuam no seu metabolismo € essencial para a sobrevida das células

(Rahman et al., 1999).

1.6 Sulfeto de hidrogénio (H2S)

O H.S era conhecido tradicionalmente por ser apenas um gas toxico no
meio ambiente, cujo odor caracteristico assemelha-se muitas vezes a ovo podre.
Recentemente, foi nomeado como o terceiro gasotransmissor enddgeno de
importancia farmacoldgica juntamente com NO e monodxido de carbono (CO;
Szabo, 2007). Estudos tém mostrado que o HyS pode ter efeito no sistema
cardiovascular, atuando na hipertensao arterial como vasodilatador via abertura de
canais ATP sensivel ao K no musculo liso vascular, no sistema respiratério, na
inflamacao exercendo efeito anti-inflamatério ou pré-inflamatério, no diabetes
mellitus, além de seu envolvimento na resposta neuronal (revisto por Lowicka e

Beltowski, 2007).
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A sintese do H»S em tecidos de mamiferos é catalisada pelas enzimas

cistationina y- liase (CSE), cistationina B- sintetase (CBS) e 3-mercaptopiruvato

sulfurtransferase (MST; Chen e Wang, 2012). Nesta reacao catalitica, as enzimas

CBS e CSE utilizam a vitamina B6 como cofator. A sintese de H»S se inicia com o

metabolismo do aminoacido homocisteina e com a transulfuracdo do aminoacido

L- metionina. A homocisteina reage com a serina na reagao catalisada pela CBS

formando a cistationina, que é subsequentemente hidrolisada pela enzima CSE

em cisteina, gerando amoénia e cetobutarato. A cisteina pode ser hidrolisada pela

CBS formando o H,S e L-serina ou, em reagao de hidrdlise catalisada pela CSE,

gerando o H,S piruvato e aménia. A enzima MST catalisa a formagao do H,S a

partir do metabdlito da cisteina, o 3-mercaptopiruvato, como visto no esquema 3.

Metionina }:>

Homocisteina + Serina

3-mercaptopiruvato  |<—=/| L-cisteina

ﬂ CBS

Cistationina

CSE

CBS /CSE
MST ™ <
\ L-serina
\ H2S / Piruvato
S Amonia

Esquema 3. Mecanismo de sintese do H;S in vivo. Adaptado de Chen e

Wang. (2012).
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O H3S pode sofrer reacdo de oxidacao, produzindo enxofre elementar (S),
didéxido de enxofre (SO») e sulfatos, tais como acido sulfurico (H2SO4) ou, pode ser
hidrolisado para hidrosulfetos, como o fon hidrosulfeto (HS") e ions sulfeto (S%;
revisto por Wang, 2002). O H,S pode ser eliminado no plasma pela reagdo com a
metahemoglobina ou, pode ser eliminado pela oxidagao intracelular no citosol ou
na mitocondria. No citosol, este gas sofre metilacdo pela enzima tiol-S-
metiltransferase, formando o composto metanotiol (CH4S; Levitt et al., 1999; Furne
et al., 2001). Na mitocdndria, o H,S é oxidado a tiossulfato (82032'), sendo que
esta reagdo esta associada a cadeia transportadora de elétrons (Searcy et al.,
1996).

Os efeitos do H2S no processo inflamatério sdo ainda contraditérios. Alguns
estudos sugerem que o H,S exerce um papel protetor, enquanto outros
demonstram o contrario. Estudo de Li et al. (2005) em modelo de endotoxemia
induzida por lipopolissacarideo (LPS), mostraram aumento dos niveis plasmaticos
de H,S, associado com o aumento da regulagdo da CSE. Esse mesmo estudo
também mostrou que a administragdo com o doador do H.,S, o sulfeto de sédio
(NaHS), exerceu efeito pro-inflamatério e agravou o dano pulmonar, aumentando
a atividade da mieloperoxidase e a concentracdo de TNF-a. Contrariamente, os
estudos de Zanardo et al. (2006) mostraram que o H,S exerce efeito anti-
inflamatério por reduzir o edema de pata induzido pela carragenina e a infiltragdo
leucocitaria em modelo utilizando ratos tratados com NaHS.

O efeito benéfico do H,S na inflamagao também foi visto por Esechie et al.
(2008) que verificaram em modelo animal de lesdo pulmonar induzida por inalagédo

de fumaca que o tratamento com H,S aumentou a sobrevida dos animais, diminuiu
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os niveis de IL-13 e aumentou os niveis da citocina anti-inflamatdéria IL-10, que foi
acompanhada pela redugao da migracao de células inflamatérias para o pulméao.

Chen et al. (2005) mostraram que os niveis de H,S estavam aumentados
em pacientes com doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) estaveis e
diminuidos em pacientes com a DPOC exacerbada, corroborando para o conceito
de seu papel como agente protetor nas inflamagbdes pulmonares ou ndo. Em
modelo de asma, Chen et al. (2009) verificaram que o tratamento dos animais com
o doador de H,S, o NaHS, teve um efeito inibidor na inflamacéo e remodelamento
das vias aéreas.

Estudos tém demonstrado que o H,S desempenha importante papel no
estresse oxidativo, pois este gas € uma molécula altamente reativa podendo reagir
especialmente com ERO e ERN. Quando reage com o ‘NO, forma compostos
nitrosotidis inativos, cuja estrutura quimica ainda nao foi definida (Whiteman et al.,
2006). Além do ‘NO, ja foi mostrado que o H,S reage com trés diferentes ERO,
com o 0,*7, 0 HyO,, e 0 CIO, e com ERN como o ONOO®™ limitando os efeitos
toxicos destes radicais. Por isso, o H,S tem sido considerado um importante
agente antioxidante no organismo (revisto por Lowicka e Beltowsky, 2007).

O H,S também pode ter efeito indireto no estresse oxidativo atuando de
maneira benéfica ao modular as enzimas antioxidantes. Liu et al. (2009)
mostraram em modelo de isquemia intestinal em ratos que o tratamento com o
NaHS modulou positivamente a atividade da SOD e GPx, resultando na melhoria
do quadro de leséo intestinal pela reducédo do estresse oxidativo. Estes resultados

também foram vistos por Su et al. (2009) em modelo de cardiomiopatia em ratos,
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onde o NaHS também aumentou a atividade da SOD e GPx, desenvolvendo um
mecanismo protetor contra o estresse oxidativo.

Por outro lado, estudo de Kimura et al. (2004) indicou que o H»S possui
acao na modulacéo do sistema glutationa redox em modelo de estresse oxidativo
em neurédnios, induzido pelo glutamato em ratos. Neste estudo, o tratamento com
o NaHS aumentou a GSH nos neurbnios, desempenhando papel protetor no
sistema nervoso. Este resultado foi atribuido ao efeito redutor do H.,S, ou seja, o
H,S reduziu a cistina em cisteina, principal precursora da GSH, e aumentou seu
transporte para as células, o que produziu a amplificagdo da sintese deste
antioxidante.

Sabendo que a asma é uma doenca multifatorial e o estresse oxidativo
desempenha um importante papel em sua fisiopatologia, investigamos neste
trabalho se o H,S exdgeno pode neutralizar os danos teciduais mediados pelo

estresse oxidativo nos pulmdes dos camundongos alérgicos.
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2. Objetivos
Investigar a influéncia do H,S no estresse oxidativo produzido pela

inflamacao alérgica pulmonar.
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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 Investigagao Bioldgica da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB). Os animais foram mantidos no biotério da
Universidade S&o Francisco com ciclos de claro-escuro de 12 horas, com umidade
e temperatura controladas e com ragao e agua a vontade.

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

Universidade Sao Francisco (processo n® 0021108).

3.2 Reagentes

A ovalbumina (OVA), a droga hidrosulfeto de sddio (NaHS), o coquetel de
inibidores de protease (P8340), o Kit para a dosagem de proteinas, a L-glutationa
reduzida e L-glutationa oxidada e outros reagentes utilizados para o ensaio

enzimatico foram adquiridos da Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).

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

1) Nao desafiados (ND): grupo sensibilizado com Ovalbumina Grau V (OVA) e que

receberam salina estéril sem a OVA na ocasido do desafio.
2) Controle: grupo sensibilizado e desafiado com OVA.

3) NaHS: grupo sensibilizado e desafiado com OVA e tratado com NaHS.
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3.4 Modelo de hipersensibilidade imediata em camundongos

3.4.1- Sensibilizagdo e desafio antigénico com OVA

O modelo do experimento foi baseado em Haile et al. (1999). Os
camundongos foram sensibilizados nos dias 0 e 7 por injegdo subcutanea dorsal,
com a solugao de 100 ug de OVA adsorvida em 4 mg de hidroxido de aluminio -
Al (OH); — preparada em 400 ul de salina estéril. A partir do dia 14, os animais
receberam desafios intranasais com 10 ug de OVA preparada em 50 ul de salina
estéril duas vezes ao dia, sendo o primeiro desafio as 10:00 h e o segundo

desafio as 16:00 h, conforme o esquema 1.

| | 1 o 2 | EEmE
11 1 | | | ! ! 1]
Dia 0 Dia 7 Dia 14 10h 16h
1° Sens. 2° Sens. 1° Desafio 2° Desafio

Esquema 1. Protocolo de sensibilizagao e desafio dos camundongos.
Sens. = Sensibilizagao.
3.5 Tratamento com o NaHS

O tratamento dos camundongos com o NaHS foi realizado baseado em Li et
al. (2008). No dia 14, os animais receberam por via intraperitoneal, 400 pl de uma
solugdo de NaHS 14 pmol/Kg dissolvidos em salina estéril. Conforme o esquema

2, os tratamentos foram administrados duas vezes ao dia trinta minutos antes dos

desafios.
| | | 2 2 | | EEE
L 3 1113
Dia 0 Dia7 Dia14 9.30h 10h 15.30h 16h
1° Sens. 2° Sens. 1° Trat. 1°D. 2°Trat. 2°D.

Esquema 2. Protocolo de tratamento dos camundongos com NaHS

Sens. = Sensibilizagéo; Trat. = Tratamento; D. = Desafio.
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3.6 Coleta do lavado broncoalveolar (LBA)

Apds os animais sofrerem eutanasia por dose excessiva de isoflurano em
24h, 48h, 96h, 120h e 144h apds o primeiro desafio, a traquéia foi exposta e
canulada com cateter intravascular periférico (20G). Em seguida, o LBA foi
coletado pela lavagem de ambos os pulmdes com 0,5 ml de salina estéril,
injetados e aspirados trés vezes, totalizando um volume de LBA aproximado de
1,5 ml. Imediatamente apdés a coleta do LBA, os pulmbes foram retirados,
congelados em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80° C para posterior
dosagem das atividades de enzimas antioxidantes e marcadores do estresse
oxidativo.

O LBA foi centrifugado a 1000xg por 10 minutos a 20° C, as células
precipitadas foram ressuspensas em volume adequado de salina tamponada
fosfatada contendo 2 mM de &cido etilenodiaminatetracético (PBS/EDTA 2 mM). A
contagem das células totais foi realizada em camara de Neubauer. Para a
contagem diferencial de eosindfilos, a concentragéo das células foi acertada para
2 x 10° cél/ml com PBS/EDTA 2 mM e, posteriormente, foram confeccionados
esfregacos em citocentrifuga e corados com Diff-Quick para analise no

microscopio optico.

3.7 Homogeneizagao dos pulmdes

Apébs o sacrificio dos animais, o lobo inferior direito (LID) dos respectivos
pulmdes foram homogeneizados com tampao fosfato de potassio pH 7,4 (0,1M de
tampao fosfato de potassio, 1M de cloreto de potassio (KCL), e 1mM de L-

cisteina), acrescido com coquetel de inibidores de proteases 1% (Sigma, Protease
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Inhibitor Cocktail). O homogenato pulmonar foi centrifugado a 800xg por 10
minutos a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado e rapidamente armazenado em

freezer -80°C.

3.8 Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas totais nas amostras de homogenato pulmonar foi
realizada pelo método descrito por Bradford et al. (1976). Esse método se baseia
na formagao de um complexo entre o corante azul G e as proteinas na solugao,
onde a absorgao é proporcional a proteina presente na amostra. A concentragao
de proteina foi determinada utilizando a curva padrao de albumina bovina (BSA)
nas concentragdes (0,5 - 2,5 mg/ml). Foi realizada a leitura em 585 nm no leitor de

microplacas (VERSAMAX, Molecular Devices, Sunnyvale, USA).

3.9 Marcadores do estresse oxidativo

3.9.1- Atividade da aconitase

A atividade da aconitase foi determinada no homogenato pulmonar
avaliando-se a formacao do cis-aconitato a partir de isocitrato em 240 nm, na
presenca do tamp&o contendo 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 e 0,6 mM de cloreto de
manganés (MnCl,) conforme descrito por Gardner et al. (1994). A atividade foi
medida utilizando-se o espectrofotdbmetro UV/visivel (Amersham Biosciences/

Ultrospec 2100 pro) e expressa em mU/mg de proteina.

3.9.2- Atividade da fumarase
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Para andlise da atividade da fumarase no homogenato pulmonar, se
quantificou a velocidade de formacao do fumarato a partir de L-malato em 240 nm,
na presencga de tampao contendo 30 mM de fosfato de potassio pH 7,4 e 0,1 mM
de EDTA conforme descrito por Racker et al. (1950). A atividade foi determinada
utilizando-se o espectrofotébmetro UV/visivel (Amersham Biosciences/ Ultrospec

2100 pro), sendo os valores de atividade expressos em U/mg de proteina.

3.9.3- Peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidagao lipidica induzida pelo estresse oxidativo tem
como principio, a detecgdo de derivados lipoperoxidos na amostra por meio de
substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS) por método
colorimétrico, destacando-se o composto malondialdeido (MDA; Ohkawa et al.,
1979).

Para este ensaio, foram utilizados 1,5 mg de proteina do homogenato
pulmonar que foi tratado com 17,5% de acido tricloroacético e 0,6% de acido
tiobarbiturico pH 2,0. Apds incubagdo em banho de agua fervente por 15 minutos,
observou-se a formagéao do produto corado. Fez-se entdo a adigéo de 70 % acido
tricloroacético e, incubacéo por 20 minutos em temperatura ambiente, seguida de
centrifugagao a 800xg por 15 minutos. O sobrenadante foi aliquotado e submetido
as leituras em 534 nm no espectrofotdbmetro UV/visivel (Amersham Biosciences/
Ultrospec 2100 pro). A concentragdo de TBARS (nmol/mg proteina) foi calculada
utilizando o coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (MDA) de 1,56 x 10°

a1
M'em 7.
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3.10 Determinacao das enzimas antioxidantes

3.10.1- Atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada no homogenato pulmonar, pela
reducao da oxidacao do citocromo ¢ em 550 nm, conforme descrito por McCord e
Fridovich. (1969), na presenca de tampao 50 mM de fosfato de potassio pH 7.8,
0,5 mM de xantina e 5 mU de xantina oxidase. A atividade foi medida no
espectrofotdmetro (Amersham Biosciences/ Ultrospec 2100 pro) e foi expressa em

U/mg de proteina.

3.10.2- Atividade da catalase

Para analise da atividade da catalase no homogenato pulmonar, se
quantificou a velocidade de decomposigdo do perdxido de hidrogénio (H202), em
240 nm conforme descrito por Nelson e Kiesow. (1972), na presenca de tampao
0,1 M de fosfato de potassio pH 7,0. A atividade foi medida no espectrofotémetro
(Amersham Biosciences/ Ultrospec 2100 pro). Os valores de atividade foram

expressos em mU/mg de proteina

3.10.3- Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada no homogenato pulmonar, pelo indice
de oxidagdo do NADPH na presenca de glutationa reduzida (GSH), glutationa
redutase (GR) e H;02 em 340 nm em tampao 50 mM de fosfato de potassio pH
7,8, conforme descrito por Lawrence et al. (1976). A atividade foi determinada
utilizando-se o espectrofotdmetro (Amersham Biosciences/ Ultrospec 2100 pro). A

atividade foi expressa em U/mg de proteina.
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3.10.4- Atividade da glutationa redutase (GR)

A atividade da GR foi determinada no homogenato pulmonar, pelo consumo
de NADPH, conforme descrito por Carlberg et al. (1975), na presenca de tampao
50 mM de fosfato de potassio pH 7.0, 0,05 M de EDTA, 6,5 mM de glutationa
oxidada (GSSG). Foi realizada a leitura em 340 nm a 37°C no leitor de
microplacas (VERSAMAX, Molecular Devices, Sunnyvale, USA). A atividade foi

expressa em umol de NADPH/mg de proteina.

3.11 Determinagdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e glutationa
oxidada (GSSG)

Os niveis de GSH e GSSG foram determinados conforme descrito por
Yilmaz et al. (2009). Em resumo, apds a homogeneizagao de 30 mg de pulmao, as
proteinas foram precipitadas em tampéao fosfato contendo 50 mM de perclorato de
sédio (NaClO4) e 10 mM de EDTA e solugéo de acido metafosforico (5% v/v). As
amostras foram centrifugadas a 8000xg durante 10 minutos (4° C) e os
sobrenadantes foram injetados no sistema cromatografico Shimadzu utilizando
comprimento de onda de 215 nm com fluxo de 1,1 ml em gradiente isocratico
linear de acetonitrila (1,0% em 20 min) no tamp&o fosfato (pH 2,8). Quarenta
microlitros da amostra foram injetados numa coluna analitica (Phenomenex 150 x
4,6 mm; Hydro-RP 80A). O gradiente de solvente e separagdo cromatografica,
integracdo, e quantificagcdo foram controladas pelo software de cromatografia
Shimadzu. As concentragcdes de GSH e GSSG foram determinadas utilizando a

curva padrao de GSH e GSSG em diferentes concentragdes (5,0 umol/L - 250
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pmol/L). O tempo de retengdo para GSH e GSSG foi de 5,54 £ 1,25, e 13,59 +

2,87 minutos, respectivamente.

3.12 Anadlise estatistica

Os resultados estao expressos como média + erro padrédo da média (EPM)
de n experimentos e foram analisados pelo teste paramétrico de anadlise de
variancia (ANOVA) seguida por post-test de Tukey. Foram considerados

significativos valores de p< 0.05.
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4. Resultados
4.1 Efeito do tratamento com NaHS na migracdo de eosinéfilos para os
pulmoes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

Para avaliar o efeito do tratamento na migracao de eosindfilos para os
pulmdes, foram coletados os lavados broncoalveolares (LBA) dos camundongos
dos grupos sensibilizados e desafiados com OVA que n&o foram pré-tratados com
o NaHS (controle), assim como do grupo que foi tratado com a respectiva droga
antes de cada desafio. Os LBA foram obtidos em 24h, 48h, 96h, 120h e 144h apds
o desafio com OVA. Alguns animais sensibilizados com OVA receberam salina
estéril sem a OVA na ocasido do desafio, sendo o grupo denominado de nao
desafiado (ND).

Conforme mostrado na Figura 1, ndo foram encontrados eosindfilos nos
LBA do grupo ND em nenhum dos periodos estudados. Nos LBA do grupo
controle, observou-se uma cinética crescente no niumero de eosindfilos a partir de
24h, sendo os maiores niveis observados em 96h e 144h apds o desafio com
OVA, comparado ao grupo ND. Entre estes dois horarios, ou seja, em 120h,
observou-se uma queda no conteudo de eosindfilos nos LBA dos camundongos
controles.

A administragdo do NaHS provocou uma redugdo na migragcao de
eosinofilos para os pulmbes de animais sensibilizados em 48h e 144h apdés o
desafio com OVA, quando comparado com o respectivo grupo controle (Figura 1).

Nenhum efeito sobre o influxo de eosindfilos para o pulmao foi observado
em resposta ao tratamento com NaHS em 120h apds o desafio com OVA, quando

comparado ao grupo controle (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do NaHS na migracdo de eosinodfilos para os pulmées de
camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA receberam ou n&o
(controles) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA. Os animais nao
desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na ocasiao do desafio.
Os LBA foram coletados dos animais em 24h, 48h, 96h, 120h e 144h apdés o
primeiro desafio com OVA. Os resultados representam a média + E.P.M de 8
animais. #p<0.05 em relagdo ao grupo ND. *p<0.05 em relagdo ao grupo controle.

*p<0.05 em relag&o ao grupo controle em 24h.
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4.2 Avaliacao da atividade da aconitase nos pulmées de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA apés tratamento com NaHS

A aconitase € uma das enzimas do ciclo do acido citrico e é considerada

como um importante marcador da ocorréncia de estresse oxidativo, devido a sua
sensibilidade ao anion superoxido (0,*).

Conforme mostrado na Figura 2, observou-se uma menor atividade da
aconitase nos pulmdes do grupo controle em 48h, 96h e 144h apo6s o desafio,
quando comparado ao grupo ND. Nenhuma modificacdo na atividade da aconitase
foi detectada nos demais periodos estudados.

O tratamento com o NaHS recuperou a atividade da aconitase em 48h e
144h apés o desafio com OVA, uma vez que os valores de atividade obtidos foram

semelhantes aos observados no grupo ND (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do tratamento com NaHS na atividade da aconitase nos
pulmoes de camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA
receberam ou nao (controles) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA.
Os animais nao desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na
ocasiao do desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e
144h apos o primeiro desafio e os pulmdes foram removidos para a dosagem da
atividade da aconitase conforme descrito em Materiais e Métodos. Os resultados
representam a média + E.P.M de 6 animais. p<0.05 em relagdo ao grupo ND.

*p<0.05 em relagao ao grupo controle.
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4.3 Avaliacao da atividade da fumarase nos pulmées de camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA apés tratamento com NaHS

Para confirmar se a diminuicao na atividade da aconitase foi devido ao
estresse oxidativo e ndo um efeito global nas enzimas do ciclo do acido citrico
dosou-se também a atividade da fumarase nos pulmdes dos camundongos dos
diferentes grupos.

Conforme mostrado na Tabela 1, a atividade da fumarase nao apresentou
diferencas entre os grupos controle e ND. Do mesmo modo, nenhuma diferenga
foi observada entre o grupo controle e os animais tratados com NaHS em nenhum

dos periodos estudados.
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Tabela 1- Atividade da fumarase nos pulmées de camundongos
sensibilizados e nao desafiados (ND) ou desafiados com OVA e nao tratados
(controle) ou tratados com NaHS em 24h, 48h, 96h, 120h e 144h apés o

desafio antigénico.

Atividade Fumarase

Grupos (U/mg proteina)
24h 48h 96h 120h 144h
ND 1.43+0.12 1.43+0.12 1.55 + 0.08 1.52+0.09 1.43+0.00

Controle 1.66£0.19 1.33+0.08 1.40 £ 0.08 1.49+0.08 1.43+0.12

NaHS 1.66+£0.15 1.39+0.05 1.38 £0.05 1.51+£0.07 1.41+0.08

Os resultados representam a média + E.P.M de 6 animais.
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4.4 Efeito do tratamento com NaHS na peroxidacao lipidica nos pulmodes de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

Como mostrado na Figura 3, os niveis de TBARS aumentaram nos pulmdes
do grupo controle em 48h e 144h, quando comparado ao grupo ND.

Nestes mesmos horarios, o tratamento com NaHS produziu uma reducgéo
dos niveis de TBARS, quando comparado ao grupo controle (Figura 3). Nenhuma

modificacdo nos niveis de TBARS foi observada nos demais periodos estudados.
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Figura 3. Efeito do tratamento com NaHS na peroxidagao lipidica nos
pulmoes de camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA
receberam ou n&o (controle) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA.
Os animais nao desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na
ocasiao do desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e
144h apoés o primeiro desafio e os pulmdes foram removidos para a determinagao
de MDA pela técnica de TBARS conforme descrito em Materiais e Métodos. Os
resultados representam a média £+ E.P.M de 6 animais. #p<0.05 em relagcao ao

grupo ND. *p<0.05 em relagao ao grupo controle.
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4.5 Efeito do tratamento com NaHS na atividade da superéxido dismutase
nos pulmodes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

A superoxido dismutase (SOD) é a primeira enzima na linha de defesa
contra o estresse oxidativo. Esta enzima antioxidante protege as células contra os
efeitos do O,*7, catalisando a reagdo de dismutagdo que o converte em H,0..

Conforme mostrado na Figura 4, um aumento da atividade da SOD foi
observado nos pulmdes do grupo controle em 24h, 48h, 96h e 120h apds o
desafio com OVA, quando comparado ao grupo ND. Por outro lado, a atividade da
SOD se encontrava reduzida em 144h apdés o desafio nos pulmdes do grupo
controle.

O tratamento com NaHS manteve a atividade da SOD em 24h aos niveis
semelhantes ao do grupo ND. Em contrapartida, em 48h e 144h ocorreram
aumentos nas atividades desta enzima, quando comparado aos respectivos
grupos controles (Figura 4). Nenhuma modificagdo na atividade da SOD foi
produzida pelo tratamento com NaHS nos demais periodos estudados,

comparados ao grupo controle.

50



401 @ ND
- Controle
-V- NaHS

Atividade SOD
(U/mg proteina)
N
<

24h 48h 72h 96h 120h 144h

Figura 4. Efeito do tratamento com NaHS na atividade da SOD nos pulmées
de camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA receberam ou néo
(controle) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA. Os animais nao
desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na ocasido do
desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e 144h apo6s
o primeiro desafio e os pulmdes foram removidos para a dosagem da atividade da
SOD conforme descrito em Materiais e Métodos. Os resultados representam a
média + E.P.M de 6 animais. p<0.05 em relacdo ao grupo ND. *p<0.05 em

relacao ao grupo controle.
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4.6 Efeito do tratamento com NaHS na atividade da catalase nos pulmodes de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

A catalase participa da degradagcdo do H;O, produzido durante a
dismutagdo do O,* pela SOD, convertendo-o em H,O e O,. Esta enzima
antioxidante complementa a acao da SOD na neutralizagao dos radicais livres.

Conforme mostrado na Figura 5, a atividade da catalase aumentou nos
pulmdes do grupo controle em 48h apds o desafio, quando comparado ao grupo
ND.

Neste mesmo horario, o tratamento com NaHS manteve a atividade da
catalase aos niveis semelhantes aos do grupo ND e, portanto, significativamente
diminuidos em relagdo ao grupo controle (Figura 5).

Nao foram observadas modificagdes na atividade da catalase nos demais

horarios estudados, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 5. Efeito do tratamento com NaHS na atividade da catalase nos
pulmoes de camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA
receberam ou n&o (controle) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA.
Os animais nao desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na
ocasiao do desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e
144h apos o primeiro desafio e os pulmdes foram removidos para a dosagem da
atividade da catalase conforme descrito em Materiais e Métodos. Os resultados
representam a média + E.P.M de 6 animais. #p<0.05 em relagdo ao grupo ND.

*p<0.05 em relagao ao grupo controle.
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4.7 Efeito do tratamento com NaHS na atividade da glutationa peroxidase
nos pulmodes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

O ciclo da glutationa € um mecanismo importante de redugdo do H,O, A
enzima glutationa peroxidase (GPx), assim como a catalase, atuam na
neutralizagdo deste perdxido. Ao degradar o H;O,, a GPx utiliza a glutationa
reduzida (GSH) e gera glutationa oxidada (GSSG), a qual sofre agao da glutationa
redutase (GR), recuperando a glutationa reduzida (GSH) com concomitante
consumo de NADPH.

Conforme mostrado na Figura 6, a analise da GPx nos pulmdes do grupo
controle demonstrou que sua atividade se apresentou constante em todos os
horarios analisados comparados com o grupo ND.

No entanto, o tratamento com NaHS aumentou a atividade da GPx em 48h

e 144h apos o desafio com OVA, comparado ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do tratamento com NaHS na atividade da GPx nos pulmdes
de camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA receberam ou nao
(controle) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA. Os animais nao
desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na ocasido do
desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e 144h apoés
o primeiro desafio e os pulmbes foram removidos para a dosagem da atividade da
GPx conforme descrito em Materiais e Métodos. Os resultados representam a
média + E.P.M de 6 animais. #p<0.05 em relacdo ao grupo ND. *p<0.05 em

relacéo ao grupo controle.
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4.8 Efeito do tratamento com NaHS na atividade da glutationa redutase nos
pulmoes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA

Para verificar se o tratamento produz algum efeito sobre a enzima
responsavel pela manutencao dos niveis de GSH, foi avaliada a atividade da
glutationa redutase (GR) nos pulmd&es de animais sensibilizados e desafiados com
OVA, tratados ou ndo com NaHS.

Conforme Figura 7, a atividade da GR aumentou nos pulmdes do grupo
controle em 48h apds o desafio com OVA, quando comparado ao grupo ND.

O tratamento com NaHS aumentou a atividade desta enzima em 48h e

144h apds o desafio com OVA, quando comparado ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento com NaHS na atividade da GR nos pulmées de
camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA receberam ou ndo
(controle) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA. Os animais nao
desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na ocasidao do
desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e 144h apoés
o primeiro desafio e os pulmbes foram removidos para a dosagem da atividade da
GR conforme descrito em Materiais e Métodos. Os resultados representam a
média + E.P.M de 6 animais. #p<0.05 em relacdo ao grupo ND. *p<0.05 em

relacéo ao grupo controle.
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4.9 Efeito do tratamento com NaHS nos niveis da glutationa reduzida e
glutationa oxidada nos pulmdées de camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA

Para verificar se o tratamento com o NaHS produz algum efeito nos niveis
da glutationa no tecido pulmonar, as concentragbes da glutationa na forma
reduzida (GSH) e na forma oxidada (GSSG) foram determinadas nos animais
alérgicos, tratados ou nao com NaHS.

Conforme Figura 8, o desafio com OVA nao provocou qualquer alteracao
nos niveis de GSH dos camundongos controles em qualquer periodo estudado,
em comparagdo com os ND (Figura 8 A). No entanto, o tratamento com o NaHS
foi capaz de aumentar os niveis de GSH em 48h e 144h apds o desafio com OVA
(Figura 8 A). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas entre os grupos nos
demais periodos estudados.

O desafio com OVA ou o tratamento com NaHS nao produziu qualquer
efeito nos niveis de GSSG pulmonar em nenhum dos periodos estudados (Figura

8 B).
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Figura 8. Efeito do tratamento com NaHS na concentracido de GSH e GSSG
nos pulmées de camundongos. Os camundongos sensibilizados com OVA
receberam ou n&o (controle) tratamento com NaHS antes dos desafios com OVA.
Os animais nao desafiados (ND) receberam somente salina estéril intranasal na
ocasiao do desafio. Os camundongos foram sacrificados em 24h, 48h, 96h, 120h e
144h apds o primeiro desafio e os pulmbdes foram removidos para a determinagao
dos niveis de GSH (A) e GSSG (B) conforme descrito em Materiais e Métodos. Os
resultados representam a média = E.P.M de 3 animais. *p<0.05 em relacdo ao

grupo ND. *p<0.05 em relagao ao grupo controle.
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5. Discusséo

A asma alérgica € uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas
caracterizada pela presenca de infiltrado pulmonar rico em células inflamatérias,
principalmente eosindfilos, resultando em broncoconstricdo e remodelamento
tecidual. O estresse oxidativo tem um importante papel em sua fisiopatologia
devido a producgéo excessiva de ERO, como o anion superdxido (O,*), perdxido
de hidrogénio (H,O>) e radical hidroxila (*OH; revisto por Hamid e Tulic, 2009).
Estudos recentes demonstram que o H,S pode ser um antioxidante, mas sua
contribuicdo para a patofisiologia de doengas alérgicas pulmonares ainda néo esta
estabelecida. Neste trabalho investigamos se o H,;S pode mediar o estresse
oxidativo na inflamacgao alérgica pulmonar de camundongos.

Inicialmente, verificamos a cinética da migracao dos eosindfilos para os
pulmdes de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA (controle). Os
resultados mostraram que o influxo de eosindfilos para os pulmdes ocorreu entre
48h e 96h e, posteriormente, em 144h apdés o desafio antigénico. O aumento
celular em 48h-96h neste modelo experimental corrobora com resultados
anteriores de estudo feitos em nosso laboratério (Pelaquini et al., 2011), mas é a
primeira vez que os estudos foram estendidos até o tempo de 144h apds o
desafio.

O tratamento dos animais com o doador de H,S, o NaHS, preveniu o
infiltrado de eosindfilos para os pulmdes em 48h e 144h apds o desafio com OVA.
Levando-se em conta a correlagao existente entre a presenca de eosinofilos nos
pulmdes e o desenvolvimento da asma em modelo experimental e humano

(revisto por Holgate, 2008), podemos considerar que o NaHS, ao inibir a migragao
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de eosindfilos, exerceu um efeito benéfico na inflamacao alérgica pulmonar.
Resultados semelhantes utilizando doadores de H,S foram obtidos por Chen et al.
(2009) em ratos alérgicos e por Esechie et al. (2008) em modelo de leséo
pulmonar aguda induzida por inalagdo de fumaga em camundongos, onde o
tratamento com o NaHS inibiu a migracdo de eosindfilos e neutréfilos para os
pulmdes. Anteriormente, Zanardo et al. (2006) descreveram uma redugédo do
edema de pata e da infiltragdo de leucdcitos na presenga de NaHS, ja indicando
um efeito anti-inflamatoério do H»S.

A asma é uma doenca multifatorial e o estresse oxidativo é apontado como
participante relevante em sua patogénese. O influxo anormal de células
inflamatodrias para as vias aéreas é associado com formagao aumentada de ERO.
Estas células podem produzir O,*, via dependente do complexo NADPH da
membrana e a subsequente dismutagdo do O,*, produz o H,O,. Ambas as
espécies sao oxidantes moderados, mas sua interacdo com a peroxidase dos
eosindfilos (EPO) pode catalisar uma reagao que produz o potente oxidante «OH
(revisto por Dworski, 2000). A relagdo entre niveis aumentados de ERO (O,*,
H>0, e *OH) pela ativagcao de células inflamatérias, como eosindfilos e neutroéfilos
nas vias areas, foi observada em animais sensibilizados e desafiados com OVA
em diferentes pesquisas (Barnes. 1990; Inagaki. 1993; Rahman et al., 1996; Lee
et al., 2004). O aumento de radicais livres pode ter muitos efeitos na funcao
respiratoria, incluindo contracdo da musculatura lisa e hipersecregdo de muco
(revisto por Dworski, 2000).

O estresse oxidativo pode ser avaliado pela dosagem de enzimas

antioxidantes ou, indiretamente, pela analise dos seus marcadores, como a
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aconitase (Gardner et al., 1994) e o TBARS (Liu et al., 2009). No presente trabalho
analisamos, primeiramente, a atividade da enzima aconitase como marcador
indireto da produgéo do O,°” intracelular, desde que existe uma relagdo inversa
entre a atividade desta enzima e os niveis do O,*” (Gardner et al., 1994; Evelson
et al., 2000). Verificamos que o desafio antigénico no grupo controle reduziu a
atividade da aconitase em 48h, 96h e 144h apds o desafio com OVA, coincidindo
com 0s mesmos horarios em que se observaram 0s maiores picos de migragao
dos eosindfilos para os pulmdes dos animais controles. Estes resultados sugerem
que a migracdo dos eosindfilos em resposta ao desafio antigénico aumentou a
produgédo do O,* nos pulmdes destes animais, inativando a enzima aconitase.
Estudo de Evelson et al. (2000) utilizando modelo de hiperoxia em ratos
mostraram que o excesso de oxigénio resultou em lesdo pulmonar acompanhada
de aumento da migracdo de leucocitos e da produgdo de O, e,
concomitantemente, redugéo da atividade da aconitase, indicando lesdo oxidativa
nos pulmoes destes animais.

O tratamento dos camundongos alérgicos com o NaHS foi capaz de
recuperar a atividade da aconitase em niveis similares ao grupo ND e,
consequentemente, sugere que houve redugéo nos niveis de O,*~ em 48h e 144h
apos o desafio com OVA, mostrando, entdo, o envolvimento do H,S no processo.
A atividade da fumarase foi constante em todos os grupos experimentais,
indicando efeito especifico e ndo global do estresse oxidativo nas proteinas,
conforme descrito por Gurgueira et al. (2002).

A peroxidagao lipidica € também outro importante marcador do estresse

oxidativo, cuja reacdo é desencadeada pelo excesso de radicais livres,
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principalmente pelo radical *OH, que provoca a oxidagdo de acidos graxos poli-
insaturados. Verificamos que a peroxidacao lipidica aumentou no pulmao dos
camundongos do grupo controle em 48h e 144h apds o desafio antigénico. Estes
resultados sugerem que na inflamagao alérgica pulmonar com aumento de
eosinodfilos pode provocar aumento da producao de radicais livres, como o radical
*OH, resultando na peroxidagéo lipidica. O tratamento dos animais alérgicos com
o NaHS produziu uma reducdo da peroxidacao lipidica em 48h e 144h apds o
desafio antigénico.

Levando-se em conta que o HyS é uma molécula altamente reativa
podendo reagir especialmente com ERO (revisto por Lowicka e Beltowsky, 2007),
estes resultados sugerem que o tratamento com o doador de H,S pode
diretamente se ligar e retirar o O,*” e os radicais *OH formados ou interferir com a
modulagcdo de enzimas antioxidantes. No entanto, como a diminuigdo dos niveis
de O,* e da peroxidagao lipidica como do infiltrado de eosindfilos no pulmao
ocorreram nos mesmos horarios, ndo podemos descartar uma correlagdo entre
estes resultados, ou seja, o envolvimento dos eosindfilos na producao das ERO,
como descrito por Abe et al. (2006).

As enzimas antioxidantes estao presentes nas vias aéreas para proteger as
células da toxicidade das ERO. Um excesso de ERO ou mecanismos de defesa
antioxidantes enddgenos defeituosos podem estar presentes na asma (Comhair et
al., 2002). Verificamos em nossa pesquisa um aumento da atividade da SOD nos
pulmdes do grupo controle de 24h a 120h. Evelson et al. (2000) e Abe et al.
(2006), utilizando modelo experimental de hiperdxia induzida por oxigénio e de

asma, respectivamente, sugerem que o aumento da atividade e da expressao da
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SOD pulmonar observado nestes animais pode ser uma resposta adaptativa das
vias aéreas na tentativa de neutralizar o O,*". Por outro lado, nossos resultados
mostraram em 144h uma reducao da atividade da SOD. Combhair et al. (2000),
descreveram que a capacidade antioxidante do trato respiratério esta diminuida na
asma devido a reducdo da atividade da SOD nas células epiteliais brénquicas.
Uma das causas desta redugdo da SOD na asma é devida ao excesso de O,*"
nos pulmaoes inativando esta enzima (Heininger et al., 2005). Miguel et al. (2009)
demostraram que o estresse oxidativo crbénico induzido por H,O, é capaz de
diminuir a atividade das principais enzimas antioxidantes, inclusive a SOD. Em
nosso modelo, a reducédo da atividade da SOD foi observada somente na fase
mais tardia em 144h apds o desafio antigénico.

O sistema glutationa redox, composto principalmente pelas enzimas GPx e
GR, é um importante ciclo responsavel pela manutengao dos niveis de GSH e da
atividade antioxidante da GPx. Sob a acdo de radicais livres, o GSH é oxidado
para a forma glutationa oxidada (GSSG), em uma reacao catalisada pela enzima
GPx (revisto por Comhair e Erzurum, 2010).

No presente estudo, observamos que a atividade pulmonar da enzima GPx
nao sofreu qualquer alteracdo no grupo controle em nenhum dos horarios
estudados, enquanto a atividade da GR aumentou somente em 48h apds o
desafio antigénico neste grupo. Do mesmo modo, os niveis de GSH e GSSG nao
sofreram qualquer alteragdo no grupo controle. Estudos de Comhair et al. (2000 e
2002) indicaram auséncia de alteragdo da atividade da GPx, aumento dos niveis

de GSSG e reducdo de GSH no LBA de pacientes asmaticos. No entanto,
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nenhumas destas mudancgas foram verificadas em nossos animais alérgicos,
provavelmente, por diferencas de espécies estudadas.

No entanto, o tratamento dos camundongos alérgicos com NaHS modulou a
atividade das enzimas antioxidantes nos pulmdes. Ou seja, a atividade da SOD,
assim como da GPx e GR e os niveis de GSH estavam aumentadas em 48h e
144h apés o desafio antigénico neste grupo de camundongos. Estes ultimos
resultados (GPx, GR e GSH) indicam um importante efeito do H,S na modulagao
do ciclo da glutationa. Os niveis de GSSG nao foram alterados pelo tratamento
com o NaHS. Estes resultados estdo de acordo com os observados por Kimura et
al. (2004) onde o tratamento com o NaHS aumentou os niveis de GSH nos
neurdnios de ratos submetidos ao estresse oxidativo pelo glutamato e nao afetou
os niveis de GSSG, desempenhando papel protetor no sistema nervoso.

Levando-se em conta as reagdes catalisadas por cada uma destas
enzimas, estes resultados sugerem redugdo do O,*" e H,O, (devido ao aumento
da SOD, GPx e aconitase) que poderia limitar a produgdo de *OH pela viabilidade
do substrato, reduzindo a peroxidagao lipidica como observado neste estudo.
Além disto, observou-se ampliagdo da atividade da enzima GR e consequente
aumento da GSH pelo tratamento com NaHS, sugerindo um efeito promissor do
tratamento com doadores de H,S na manutencéo dos niveis de GSH, bem como
das enzimas que participam de seu metabolismo.

Estes resultados estdo de acordo com os observados por Liu et al. (2009)
que demonstraram que o tratamento com NaHS protegeu a injuria intestinal em
modelo de ratos submetidos a isquemia de reperfusao. Conforme os autores, este

efeito benéfico foi mediado pelo aumento da atividade das enzimas SOD e GPx ao
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reduzir o estresse oxidativo. Do mesmo modo, em modelo in vitro utilizando
células endoteliais submetidas ao estresse oxidativo induzido por metionina,
verificou-se que a administragdo do H,S protegeu as células do estresse oxidativo
também pelo aumento da atividade da SOD, da catalase e dos niveis de GSH
(Tyagi et al., 2009).

Por outro lado, em nosso estudo, a atividade da catalase aumentou nos
pulmdes do grupo controle em 48h apds o desafio antigénico. O tratamento com o
NaHS reduziu a atividade da catalase para os mesmos niveis do grupo ND, que
pode ser decorrente de uma adaptacao do sistema enzimatico pelos baixos niveis
de H>0,, resultado do aumento da atividade da GPx em 48h. Considerando a
diferenca entre os valores de Km (constante de Michaelis Menten) das enzimas
para o H,O,, a enzima GPx possui uma maior afinidade para o H,O, do que a
catalase, conforme descrito por Jones e Suggette. (1968). Além disso, a GPx esta
presente em todos os ambientes celulares como mitocéndrias e, portanto, é
considerada mais importante na remogao do H;O, do que a catalase (Li et al.,

2000).
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6. Conclusodes

Baseado nos resultados, mostrados neste estudo, podemos concluir que a
administracdo do doador de H,S produziu efeito benéfico na inflamacao alérgica
pulmonar, que inclui a inibicdo do recrutamento de eosindfilos para o pulmao,
reducdo dos niveis de O,*” e da peroxidagdo lipidica e aumento das defesas
enzimaticas antioxidantes endégenas e GSH.

Deste modo, o NaHS (e, provavelmente, outros doadores de H,S) pode
apresentar um importante potencial de uso terapéutico para o tratamento de
doencas inflamatdrias pulmonar caracterizada pelo desbalanceamento do

equilibrio oxidante/antioxidante.
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i _ UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO

Braganca Paulista, 18 de Novembro de 2008.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa. “Efeito da inibicdo da 6xido nitrico sintase
induzivel nos marcadores de estresse oxidativo e na inflamacao

alérgica pulmonar em camundongos”.

Grupo: III
Autor(es): Prof® Dra. Heloisa Helena de Araujo Ferreira
Instituigdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

PROTOCOLO:

Prezado (a) {s) Pesquisador(a) (s),

O Comité de Etica em Pesquisa - CEP, da Universidade S&o
Francisco, em reunido do dia 18/11/2008 o projeto de pesquisa
supracitadc, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-
lhe o seguinte resultado:

Parecer: Aprovado

Atenciosamente,

7 Pl
4 Ma;éélo Lima Ribeirc

L - s
Vice—Coordeﬁédog/do Comité de Etica em Pesquisa - USF

versidade Sdo FranciscO

CAMPUS DE BRAGANGA PAULISTA Av. 540 Francisco de Assis, 218 - CEP 12916-900 Fone (11) 4034 - FAX (17) 40341825
CAMPUS DE CAMPINAS Rua Waldemar César da Silverra, 105 - Cura 'Ars CEP 13045-270 (19) 3779-3300

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-900 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524-1933
CAMPUS DO PARI - SAO PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11)3315-2000 - FAX (11) 3315-2036
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