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I. Lista de Abreviaturas 
 

5-LO - 5-lipoxigenase 

AA -  Ácido Araquidônico 

AIA -  Asma sensível a aspirina 

ATA -  Asma tolerante a aspirina 

CisLT - Cisteinil-leucotrienos 

COX - Ciclooxigenase 

CRTh2 - Receptor de PGD2 homólogo ao DP2 e receptores quimiotáticos 

expressos em células Th2  

CysLT1R - Receptor de Cisteinil-Leucotrienos do tipo 1 

CysLT2R - Receptor de Cisteinil-Leucotrienos do tipo 2 

DP2  -  Receptor 2 de PGD2, D prostanoid receptor 2 

EPO -  Peroxidase do Eosinófilo (Eosinophil Peroxidase) 

FLAP -  Proteina ativadora de 5-lipoxigenase (Five-lipoxigenase 

activation protein) 

IL -  Interleucina 

LT -  Leucotrieno 

LTC4S -  Leucotrieno C4 Sintase 

NO -  Óxido Nítrico 

NSAIDs -  Drogas Anti-inflamatórias Não-esteroidais 

PG -  Prostaglandina 
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II. Resumo 
 

Os cisteinil-leucotrienos (CisLT) são importantes mediadores da asma, que 

induzem broncoconstrição, secreção de muco e efeitos regulatórios no infiltrado de 

populações leucocitárias, especialmente de eosinófilos. Um dos fatores envolvidos 

com a fisiopatologia da asma sensível, ou induzida, por aspirina (AIA), seria o 

aumento na produção de CisLT conseqüente ao desvio do ácido araquidônico (AA) 

para a via da 5-lipoxigenase (5-LO), na ausência de ciclooxigenase (COX) ativa. 

Como os inibidores de COX, aspirina e indometacina, aumentam a 

eosinopoiese dependente de interleucina-5 (IL-5) em cultura de medula óssea 

murina, nós avaliamos a participação dos CisLT no mecanismo de ação destes 

moduladores em cultura líquida de medula óssea. As culturas foram estabelecidas 

com medula óssea de camundongos BALB/c, C57BL/6 e deficientes do receptor de 

CisLT do tipo 1 (CysLT1R(-/-) em background BALB/c e C57BL/6) na presença de IL-

5, por 7 dias. CisLTs  (LTC4, LTD4 and LTE4) aumentaram a produção de eosinófilos 

(efeito máximo entre 10-7 e 10-8M). Estes efeitos foram comparáveis, tanto nos 

números de células, como na morfologia dos eosinófilos, aos obtidos com aspirina 

(10-8M) e indometacina (10-7M). O inibidor da proteína ativadora de 5-LO (FLAP), 

MK-886, bloqueou o efeito de ambas, aspirina e indometacina, mas não dos CisLT. 

Por outro lado, os antagonistas competitivos de CysLT1R, MK-571 e Montelukast, 

bloquearam os efeitos do LTD4, da indometacina e da aspirina. Todos os três 

agentes foram capazes de proteger eosinófilos em desenvolvimento da apoptose 

induzida por PGE2 (PGE2). As células da medula óssea de camundongos CysLT1R (-

/-) não responderam ao LTD4, à indometacina e à aspirina. A capacidade dos 

inibidores de COX de proteger eosinófilos em desenvolvimento dos efeitos da PGE2 

exógena, indicam que estas drogas atuam pela promoção da produção de CisLT, 

mais do que pelo bloqueio à  sintese de PGE2.  Além disso, o efeito citoprotetor é 

abolido se a medula óssea é incubada com inibidores de COX associados com o 

MK-886 e Montelukast. Em conjunto, estes resultados sugerem que, na presença 

dos inibidores de COX, CisLT são formados e promovem eosinopoiese atuando em 

CisLT1R. CisLT igualmente medeiam os efeitos citoprotetores dos inibidores de 

COX. O mecanismo de ação dos inibidores de COX na eosinopoiese murina é, 

portanto, basicamente semelhante ao mecanismo de desvio, um dos mecanismos 

envolvidos com a fisiopatologia da AIA. 
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III. Abstract 
 

Cysteinyl-Leukotrienes (CysLT) are important mediators of asthma, which 

induce bronchoconstriction, mucus secretion and a variety of regulatory effects on 

the infiltrating leukocyte populations, especially eosinophils. Increased CysLT 

production resulting from the shunting of arachidonic acid towards the 5-lipoxygenase 

(5-LO) pathway in the absence of active cyclooxygenase (COX) is a one mechanism 

proposed to explain the fisiopatology of Aspirin-sensitive, or aspirin-induced, asthma 

(AIA). Because the COX inhibitors, aspirin and indomethacin, increase Interleucin-5-

dependent eosinophilopoiesis in murine bone-marrow culture, we evaluated the 

participation of CysLT in the mechanism of action of both agents in this model. Liquid 

bone-marrow cultures were established from BALB/c, C57BL/6 and CysLT1R 

deficient mice (in both the BALB/c and C57BL/6 genetic background) in the presence 

of interleucin-5, for 7 days. CysLTs (LTC4, LTD4 and LTE4) increased eosinophil 

production (maximum effect at 10-7-10-8M). Their effects were comparable, in number 

as well as morphology of the eosinophils, to those of aspirin (10-8M) and 

indomethacin (10-7M). The 5-lipoxygenase activating protein (FLAP) inhibitor, MK-

886, blocked the effects of both aspirin and indomethacin, but not those of the 

CysLT. On the other hand, the competitive antagonists of the CysLT receptor type 1 

(CysLT1R), MK-571 and Montelukast, blocked the effects of LTD4, indomethacin and 

aspirin. All three agents were capable of protecting developing eosinophils from the 

apoptosis-inducing actions of prostaglandin E2 (PGE2).  Bone-marrow from CysLT1R 

deficient mice did not respond to LTD4, indomethacin or aspirin. The ability of COX 

inhibitors to protect developing eosinophils from the effects of a preformed COX 

derivative (PGE2) further indicates that these drugs act by promoting CysLT 

production rather than preventing synthesis of PGE2. Furthermore, this cytoprotective 

effect is abolished if bone-marrow is incubated with COX inhibitors in association with 

FLAP or CysLT1R inhibitors, or with LTD4 in association with CysLT1R inhibitors. 

Taken together, these findings suggest that, in the presence of COX inhibitors, 

CysLT are formed which promote eosinophilopoiesis by acting on high affinity 

CysLT1R. CysLT equally mediate the cytoprotective effects of COX inhibitors. The 

mechanism of action of COX inhibitors on murine eosinophilopoiesis is, therefore, 

similar in its essential features to the shunting mechanism, one of mechanisms 

involved with fisiopatology of AIA. 
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1. Introdução 
 

1.1 - Prefácio - Apresentação do problema: efeitos dos 
Cisteinil-Leucotrienos sobre a produção de eosinófilos em cultura 
de medula óssea e sua relação com o estudo da asma 

A asma é uma doença cuja prevalência tem aumentado em todo o mundo, 

desde a metade da década de 70, constituindo um problema de saúde pública em 

escala mundial. De acordo com o III Consenso Brasileiro de Manejo de Asma, 

ocorrem no Brasil cerca de 350.000 internações por ano de casos de asma, sendo a 

quarta causa de hospitalização pelo SUS (2,3% dos casos) e a terceira na fase 

infância e juventude. A denominada asma alérgica caracteríza-se pelo aumento dos 

níveis de Imunoglobulina (Ig)E, inflamação crônica com predominância de 

eosinófilos, e remodelamento das vias aéreas. (Kroegel et al., 1993; McFadden, 

1994). 

Cisteinil-leucotrienos são mediadores lipídicos, produzidos a partir do ácido 

araquidônico (AA) por diferentes tipos celulares, em especial por mastócitos, 

basófilos, eosinófilos, neutrófilos e macrófagos que atuam em diferentes formas nas 

reações alérgicas agudas. Muitas das manifestações fisiopatológicas essenciais da 

crise asmática, incluindo a bronco-constrição, a hipersecreção de muco e a 

infiltração por eosinófilos, podem ser reproduzidas com cisteinil-leucotrienos, 

atuando sozinhos ou em associação com outros mediadores (Bisgaard, 2001; 

Kanaoka & Boyce, 2004). 

A relação dos cisteinil-leucotrienos com os eosinófilos, que constituem o tipo 

de leucócito mais característico do infiltrado em reações alérgicas, é complexa, pois 

estas células tanto produzem estes mediadores como respondem a eles 

(Rothenberg & Hogan, 2006). 

Embora os efeitos de mediadores solúveis da inflamação tenham sido 

amplamente investigados em eosinófilos maduros, pouco se sabe sobre os seus 

efeitos durante o desenvolvimento dos eosinófilos. Esta questão é importante, 

porque estudos recentes sugerem um papel central da produção de eosinófilos pela 
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medula óssea no estabelecimento e na perpetuação da inflamação eosinofílica 

pulmonar (Bisgaard, 2001; Kanaoka & Boyce, 2004). 

No presente estudo, nos concentramos em um aspecto pouco estudado da 

relação entre eosinófilos e cisteinil-leucotrienos, procurando definir o potencial 

destes mediadores para a regulação da eosinofilopoiese em cultura de medula 

óssea de camundongo.  

Também procuramos definir sua possível contribuição para os efeitos 

previamente descritos, no mesmo sistema experimental, para a indometacina e a 

aspirina, dois agentes antiinflamatórios não-esteroidais. Ao fazê-lo, utilizamos 

estratégias farmacológicas e genéticas que permitem vincular as ações dos agentes 

antiinflamatórios não-esteroidais à produção endógena de cisteinil-leucotrienos na 

cultura. Esta conexão tem interesse para o estudo da asma, visto que um 

mecanismo deste tipo foi proposto para explicar a patogênese das manifestações 

observadas numa fração variável (2-20%) dos pacientes com asma alérgica, que 

sofrem crises asmáticas quando expostos à aspirina e a outros antiinflamatórios não-

esteroidais (asma sensível à aspirina) (Obase et al., 2005). Um melhor entendimento 

desta relação complexa pode contribuir para esclarecer a patogênese da asma 

sensível à aspirina, para a qual ainda não existe um modelo experimental 

amplamente utilizado. 

 

1.2 - Revisão da literatura. 

1.2.1 – Eosinófilo 

Os eosinófilos foram descritos em 1879 por Paul Ehrlich e seu nome se 

origina da afinidade dos seus grânulos pelo corante ácido eosina. O eosinófilo é a 

célula hematopoiética que é preferencialmente recrutada para os tecidos 

pulmonares na asma alégica, embora ocorra a participação de outros tipos célulares, 

particularmente mastócitos e linfócitos (Fujisawa, 2000). Acredita-se que os 

eosinófilos desempenhem um papel fundamental na hiperreatividade de vias aéreas 

e na lesão tecidual do epitélio pulmonar e na lesão de células nervosas associadas 

ao pulmão. (Sanderson, 1992; Calhoun et al., 1991, Jones, 1993.). 
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Os eosinófilos são granulócitos que, na espécie humana, apresentam um 

núcleo bilobado preenchido por cromatina parcialmente condensada enquanto que 

em camundongos tendem a ter o núcleo em forma de rosca. Quando ativados, são 

capazes de realizar fagocitose de pequenas partículas e bactérias, mas sua principal 

forma de atuação no processo inflamatório consiste na liberação de proteínas 

tóxicas, citocinas, enzimas, mediadores lipídicos e produtos reativos de oxigênio. Em 

indivíduos normais, os eosinófilos são normalmente encontrados em números baixos 

na circulação. Seu número normalmente aumenta em pacientes alérgicos ou que 

apresentam infestações por helmintos. (Jones, 1993; Shurin, 1995; Sanderson, 

1992; Calhoun et al., 1991). Trabalhos recentes sugerem ainda o envolvimento dos 

eosinófilos em processos imuno-regulatórios, atuando como células apresentadoras 

de antígenos e induzindo a morte de células Th1. Evidências apontam para uma 

ação na imunidade inata, através de interação direta com microorganismos, como 

fungos e micobactérias, possivelmente através de Toll Like Receptor (Adamko et al., 

2005; Rothenberg et al., 2005). 

Nos eosinófilos imaturos encontramos os grânulos denominados “primários”, 

contendo Peroxidase do Eosinófilo (Eosinophil peroxidase, ou, abreviadamente, 

EPO), fosfatase ácida, arilsulfatase e outras enzimas lisossomais (Zucker Franklin, 

1980). Nos eosinófilos maduros, encontramos os grânulos denominados 

“específicos”, que apresentam EPO, fosfatase ácida, fosfolipase, arilsulfatase, β-

glucuronidase, ribonuclease e catepsina. Os grânulos possuem um cristalóide, 

evidenciado por microscopia eletrônica, o qual é composto principalmente por 

Proteína Básica Principal (Major Basic Protein, ou MBP, que corresponde a pelo 

menos 50%, do total de proteína liberada pelo grânulo). Nos grânulos também 

encontramos outras proteínas não cristalóides como a Proteína Catiônica do 

Eosinófilo (ECP) e a Neurotoxina Derivada do Eosinófilo (EDN) (Zucker-Franklin, 

1988; Shurin, 1995). Também encontramos nos eosinófilos corpos lipídicos 

(considerados por alguns autores um componente importante da maquinaria de 

produção de mediadores inflamatórios, principalmente os derivados do ácido 

araquidônico, Weller & Dvorak, 1985; Weller et al., 1991a) e grânulos pequenos que 

apresentam, a arilsulfatase, a fosfatase ácida (Parmley & Spicer, 1974; Dvorak, 

1991) e a catalase (Iozzo et al., 1982). 

As proteínas básicas citadas acima são produzidas seletivamente pelo 

eosinófilo, e são liberadas através de desgranulação (exocitose) em seguida à 
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exposição a estímulos imunológicos ou farmacológicos. Estas proteínas básicas são 

capazes de se ligar à superfície de vários tipos de células e componentes da matriz 

extracelular (Jones, 1993; Sanderson,1992; Calhoun et al. 1991). A desgranulação 

pode ser induzida pela ligação da porção Fc de Imunoglobulinas (IgG e IgE) 

complexadas com antígenos a receptores presentes na superfície do eosinófilo 

(Jones, 1993; Shurin, 1995). Mas estas proteínas, em especial a MBP, não são 

apenas tóxicas para parasitos, também o sendo para vários tipos celulares 

presentes no nosso organismo, causando danos no epitélio das vias aéreas, 

intensificando a responsividade brônquica e promovendo o aumento da 

desgranulação de basófilos e mastócitos. Desta forma, elas contribuem para a 

patologia crônica observada quando ocorre a desgranulação de um número 

excessivo de eosinófilos em resposta a fatores externos, como na asma alérgica ou 

na urticária (Giembycz et al., 1999; Busse et al., 2001). 

Os eosinófilos podem também produzir mediadores lipídicos, como os 

cisteinil-leucotrienos, particularmente o leucotrieno C4, responsáveis no pulmão pela 

broncoconstrição, vasodilatação e hipersecreção de muco. Produzem igualmente 

espécies reativas de oxigênio e são capazes de estimular outras classes de células 

inflamatórias, aumentando a resposta inflamatória local (McFadden, 1994). Também 

produzem e secretam citocinas envolvidas em vários níveis em processos 

inflamatórios, incluindo Interleucina (IL)-5, IL-3, Fator Estimulante de Formação de 

Colônias de Granulócitos e Macrófagos (GM-CSF), IL-6, IL-8, Fator de Necrose 

Tumoral-α, entre outros. (Kita, 1996) 

O eosinófilo possui receptores para várias citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSF (Lampinem et al., 2004).  

Apresenta também receptores de quimiocinas, como o CCR-3 (receptor de eotaxina) 

cujo ligante sinergiza com a IL-5 na mobilização de eosinófilos a partir da medula 

óssea para o tecido pulmonar provocado com alergeno (Rankin et al. 2000; Pease, 

2001; Lampinem et al., 2004).  

Muitos trabalhos correlacionam o aumento no número de eosinófilos no 

lavado bronco-alveolar com a gravidade da asma; tal observação é compatível com 

a hipótese de que o eosinófilo seria a célula efetora central responsável pela 

inflamação das vias aéreas (Sehmi, 1997; Gibson,1991; Kay, 1991; Frew,1996; 

Matsumoto, 1994), embora alguns trabalhos recentes mostrem que a ausência de 
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eosinófilos em  animais deficientes não interfere com o aumento da hiperreatividade 

das vias aéreas e da produção de muco após a sensibilização e provocação 

alergênicas com ovalbumina (Humbles et al., 2004). 

Existem também evidências de que o eosinófilo também estaria envolvido no 

reparo e remodelamento do tecido pulmonar, por secretar fatores de crescimento 

TGF (Transformating Growth Factor)-α e -β1 entre outros (Kay, 2004).  

Estudos recentes demonstram que o bloqueio da eosinofilia nas vias aéreas 

reduz significativamente o remodelamento das vias aéreas. O tratamento de 

camundongos BALB/c com DA9201 (extrato etanólico de arroz escuro, Oryza ativa 

L.) reduz o acúmulo de eosinófilos nas cavidades peribronquiais, e 

consequentemente reduz a inflamação crônica pulmonar e o progressivo 

remodelamento das vias aéreas, bem como reduziu os níveis de IgE e citocinas Th2 

no soro e no lavado bronco alveolar. (Lee et al., 2006). Humbles e colaboradores 

demonstraram que camundongos deficientes em eosinófilos apresentam, após as 

sensibilização e provocação alergênicas com ovalbumina, um aumento da 

hiperreatividade das vias aéreas e da produção de muco, comparável aos animais 

selvagens. No entanto, é observada uma ampla redução na deposição de colágeno 

e na hipertrofia do músculo liso (Humbles et al., 2004). 

Os camundongos deficientes em IL-5, e, conseqüentemente, em eosinófilos, 

após sensibilização e provocação alergênicas, apresentam redução na fibrose 

peribrônquica, na massa de músculo liso e na produção de TGF-β (Cho et al., 2004). 

Em co-culturas de eosinófilos e fibroblastos, o eosinófilo libera MBP que sinergiza 

com TGF-β e IL-1α, e induz nos fibroblastos a produção de IL-6, ativação de genes 

envolvidos na produção de matriz extracelular, e expressão de fibrinogênio 

reforçando a idéia que eosinófilos possuem um papel central no remodelamento das 

vias aéreas e fibrose em doenças associadas a eosinófilos (Gomes et al., 2005). 

1.2.2 – Produção de Eosinófilos pela Medula Óssea. 

Hematopoiese é a formação de elementos figurados do sangue (eritrócitos, 

leucócitos e plaquetas). No indivíduo adulto, as etapas de multiplicação e maturação 

das células mielóides ocorrem exclusivamente na medula óssea, onde são 

encontrados fatores que ativam ou inibem o crescimento das células, fatores de 

diferenciação e moléculas de adesão, que ajudam na manutenção e sobrevivência 
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de células hematopoiéticas. Em longo prazo, a hematopoiese é mantida por células-

tronco, que são auto-renováveis. Por divisão celular assimétrica, as células-tronco 

geram novas células-tronco, e um número equivalente de progenitores (sem 

capacidade de auto-renovação). Estes progenitores vão gerar, em última instância, 

os tipos celulares que podemos distinguir com base na sua morfologia, suas reações 

citoquímicas e expressão de marcadores imunológicos. (Weissman et al., 2001). 

Os progenitores são reconhecíveis pela capacidade de formar colônias em 

meio semi-sólido (agar ou metilcelulose), contanto que o meio de cultura contenha 

fatores de crescimento hematopoiético (Metcalf, 1977, 1993; Jonhson, 1984). 

Em contraste, os precursores, formas mais avançadas de diferenciação 

dentro da linhagem, já podem ser identificadas através da morfologia característica e 

pelas reações citoquímicas. (Metcalf, 1977, 1993; Jonhson, 1984), mas perderam a 

capacidade de iniciar o crescimento de colônias em meio semi-sólido. 

Os progenitores mais avançados estão engajados na proliferação inicial de 

uma ou mais linhagens específicas, antes que esta diferenciação possa ser 

demonstrada. No entanto, a colônia resultante da proliferação inicial desses 

progenitores pode ser caracterizada por critérios morfológicos e citoquímicos, 

indicando que a colônia em crescimento consiste de precursores e de células 

terminalmente diferenciadas. (Metcalf, 1977, 1993; Jonhson, 1984) 

A eosinopoiese é um processo de diferenciação celular de progenitor a 

eosinófilo maduro com restrição progressiva do potencial do desenvolvimento e 

capacidade proliferativa (Figura 1.1). Nos estágios iniciais, existe um potencial de 

desenvolvimento mais amplo e uma maior capacidade de proliferação, e nos 

estágios finais o potencial de desenvolvimento é restrito a uma única linhagem com 

uma capacidade proliferativa mínima associada a diferenciação terminal (Dexter, 

1990; Metcalf, 1999).  

A diferenciação de células-tronco hematopoiética em progenitores mielóides é 

influenciado por fatores como Steel Factor (Slf), ligante de Flt-3 (FMS-like tyrosine 

kinase 3), IL-3, IL-11, GM-CSF, eritropoietina e trobopoietina (Akashi, 2000) e o 

engajamento dos progenitores hematopoiéticos para a via de diferenciação 

eosinofílica começa com a resposta destes progenitores mielóides iniciais e 
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comprometidos com a linhagem de granulócitos e macrófagos a Slf, IL3, GM-CSF e 

IL-5 (Iwasaki, 2005). 

Mas a diferenciação final dos precursores em eosinófilos é induzida 

seletivamente pela ação da IL-5, que é um importante fator que mantém a sobrevida 

dos eosinófilos (Giembycz et al., 1999; Busse et al., 2001). Uma vez atingida a 

maturação completa do eosinófilo, a IL-5 sinergiza com a eotaxina e promove 

liberação destas células da medula óssea. A eotaxina também estaria relacionada 

com a mobilização dos eosinófilos e de seus progenitores para corrente sanguínea e 

para os sítios de inflamação alérgica (Palframan et al.,1998a). 

A IL-5 é uma glicoproteína homodimérica de 124 aminoácidos contendo duas 

pontes disulfeto, cujo gene contém 4 exons (Azuma et al., 1986), pertencente a 

familia de citocinas da IL-4. A IL-5 é um Fator de Formação de Colônias (Colony 

Stimulating Factor, CSF), assim como a IL-3 e GM-CSF, capaz de promover 

seletivamente a formação de colônias eosinofílicas em meio semi-sólido, e, portanto, 

atua diretamente sobre progenitores comprometidos com esta linhagem. A IL-5 

também é um potente estimulante à diferenciação eosinofílica em cultura líquida 

(Sanderson, 1992). 

O receptor de IL-5 (IL-5R) é um heterodímero: contendo uma sub-unidade de 

60 kDa específica para IL-5, IL-5Rα, e uma sub-unidade β de 130 kDa, que também 

pode ser encontrada como parte dos receptores de IL-3 e GM-CSF (Lopez et al. 

1991, Murata et al. 1992, Miyajima et al. 1993). O IL-5Rα é expresso principalmente 

em eosinófilos e basófilos e é requerido para a ligação específica com a IL-5, mas a 

sub-unidade β aumenta a afinidade de ligação do receptor com a citocina (Takagi et 

al. 1995). A IL-5Rα possui duas isoformas, uma associada à membrana e outra 

solúvel (Tuypens et al. 1992, Tavernier et al. 1992); e ambas apresentam a mesma 

afinidade pela a IL-5, que é aumentada pela ligação com a sub-unidade β, tendo o 

potencial de competir pela IL-5 (Tavernier et al. 1992, Devos et al., 1993, Koike & 

Takatsu, 1994). Para ocorrer sinalização, é necessária a presença das duas sub-

unidades da IL-5R, com seus domínios citoplasmáticos preservados. O receptor atua 

pela via de sinalização Janus Kinase (JAK) 2, e STAT (de signal trasnducers and 

activators of transcription) 1 e 5 (Mui et al. 1995, van der Bruggen et al. 1995). 
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Figura 1.1 – Eosinopoiese. Esquema simplificado da via de formação de eosinófilos a 
partir de células tronco hematopoiéticas. As setas azuis indicam as etapas de formação de 
eosinófilos; as setas cinzas, a formação de outras células hematopoiéticas. As citocinas 
envolvidas com cada etapa da maturação eosinofílica estão indicadas em vermelho. Em 
destaque no quadro, um eosinófilo murino revelado por reação histoquímica da peroxidase 
do eosinófilo resistente ao cianeto (Produção da figura por Tulio Queto. Baseada em 
Mcnagny et al., 2002; Iwasaki et al., 2005; Denburg et al., 1985; Elsas et al., 2003; 
Rothenberg et al., 2005). 
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A origem dos progenitores eosinofílicos ainda é controvertida. Por um lado, 

alguns autores propõem a existência de um progenitor comum a eosinófilos e 

basófilos, com exclusão das outras linhagens mieloides, de forma consistente como 

o padrão de expressão de IL5Rα (Denburg et al., 1985). Por outro lado, uma série de 

estudos demonstrou a presença de um progenitor mielóide comum, capaz de 

originar granulócitos e monócitos além dos eosinófilos (Elsas et al., 2003; 

Rothenberg et al., 2005). Estudos recentes detalhados reforçam a segunda 

possibilidade, ao caracterizar um progenitor mielóide comum, que posteriormente dá 

origem a um progenitor comprometido exclusivamente com a linhagem eosinofílica 

(Mcnagny et al., 2002; Iwasaki et al., 2005).  

A hematopoiese pode ser alvo de uma complexa modulação em resposta a 

sensibilização e provocação das vias aéreas.(Elsas et al., 2003) 

A modulação da eosinopoiese é mediada, portanto, por fatores como IL-3, IL-

5, eotaxina e GM-CSF (Denburg, 1999; Hogan et al., 2000; Simon, 2001) fatores que 

se encontram aumentados em pacientes asmáticos (Walker, et al., 1994). A 

importância da IL-5 na regulação da maturação eosinofílica e na liberação da 

medula é demonstrado em camundongos transgênicos para IL-5, que apresentam 

naturalmente eosinofilia na corrente sanguínea (Dent, et al., 1990) e no tecido 

pulmonar (Xavier-Elsas, et al., 2007) enquanto camundongos deficientes em IL-5 

apresentam um baixo número de eosinófilos no sangue e nos pulmões mesmo após 

a provocação alergênica (Foster, et al., 1996). A infusão de IL-5 seguido de eotaxina 

aumenta significativamente o número de eosinófilos maduros liberados pela medula 

óssea (mostrando uma ação cooperativa da IL-5 e eotaxina na maturação e 

eosinofilia) de forma dependente da expressão de integrinas β2 (Palframan, et al., 

1998 e 1998a).  

O desenvolvimento de eosinófilos a partir de células CD34+ cultivadas na 

presença de IL-3 e GM-CSF é associado com o aumento de mRNA para IL-5, e o 

bloqueio da IL-5 endógena previne o desenvolvimento eosinofílico (Tavernier J, et 

al., 2000). Ao mesmo tempo, a provocação alergênica induz o aumento de células 

CD34+ que expressam mRNA para IL-5, (Wood et al., 2002). IL-3, IL-5 e GM-CSF 

aumentam a expressão de IL-5Rα em células CD34+ derivadas de sangue de 

cordão umbilical (Tavernier J, et al., 2000). As mesmas citocinas, atuando sobre os 

eosinófilos maduros circulantes levam a uma regulação negativa da expressão de IL-
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5Rα (Gregory, et al., 2003). O número de progenitores CD34+/CD45+/IL-5Rα+ é 

aumentado no sangue periférico e medula óssea de pacientes asmáticos atópicos 

(Sehmi, et al., 1996), em asmáticos após a provocação alergênica (Sehmi, et al., 

1997), e em modelos murinos de asma (Johansson, et al., 2004). Evidências 

sugerem que estas células migrariam da medula óssea para o sítio da inflamação e 

sofreriam diferenciação “in situ”, visto que pacientes asmáticos atópicos apresentam 

número aumentado de células CD34+ que expressam taxas elevadas de IL-5Rα 

mRNA na mucosa brônquica (Robinson, et al., 1999). Recentes trabalhos mostram 

também que a provocação alergênica promove acúmulo de progenitores 

CD34+/CD45+/IL-5Rα+ no lavado broncoalveolar (Southam, et al., 2005), bem como 

promove o acúmulo de progenitores capazes de gerar colônias eosinofílicas em 

cultura (Gaspar-Elsas, et al., 2003), com propriedades distintas dos da medula óssea 

(Maximiano et al., 2005). O pulmão alérgico também desempenha um papel ativo ao 

induzir o acúmulo de progenitores no tecido pulmonar em apenas 24 horas, e por um 

mecanismo dependente de IL-5 (Xavier-Elsas, et al., 2007).  

1.2.3 – Vias do Ácido Araquidônico 

O AA é normalmente encontrado na membrana e no envelope nuclear de 

células em repouso, esterificado ao glicerol na estrutura dos fosfolipídeos. Sua 

liberação dos fosfolipídeos ocorre através de um evento receptor-dependente, que 

leva a uma transdução de sinal dependente de proteina G, iniciando a hidrólise de 

fosfolipídeos, catalisada pelas enzimas Fosfolipase A2 (PLA2), Fosfolipase C (PLC) e 

Fosfolipase D (PLD). Cada uma destas enzimas ataca um diferente ponto da cadeia 

de fosfolipídeo, gerando assim diferentes produtos. A PLA2 catalisa a reação 

estereoespecífica na posição 2, liberando ácido araquidônico em uma única etapa, 

enquanto o PLC e o PLD  liberam respectivamente diacilglicerol e ácido fosfatídico, 

que possuem ácido araquidônico em sua composição, fazendo-se a liberação deste 

numa etapa subseqüente, pela atuação das diacilglicerol- e monoacilglicerol-lipases. 

Após a sua liberação, o araquidonato livre pode seguir tres possíveis rumos: 

a) a reincorporação aos fosfolipídeos; b) a difusão para o exterior da célula; e c) o 

metabolismo. O ácido araquidônico livre pode ser metabolizado por uma variedade 

de vias: a via das ciclooxigenases, as diferentes vias das lipoxigenases (5-, 8-, 12-, 

15-lipoxigenase), a via da oxidação alilica (Citocromo P450), a via da epoxigenase e a 

via da omega-hidroxilação (Capdevila et al., 1992). Pode igualmente ocorrer que 
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uma mesma molécula de araquidonato sofra a ação, sequencialmente, de enzimas 

pertencentes a mais do que uma via, gerando produtos complexos. 

No presente trabalho, avaliamos apenas os cisteinil-leucotrienos, produtos da 

via da 5-LO, e a PGE2, produto da via das ciclooxigenases, portanto, iremos focar o 

trabalho em cima destas duas vias do ácido araquidônico, apresentado na Figura 

1.2. 

Prostaglandinas – Via das ciclooxigenases 

A via das ciclooxigenases é a principal via de metabolização fisiológica do 

ácido araquidônico e é inicialmente mediada através da ação das ciclooxigenases 

(prostaglandina G/H sintase), que promovem uma primeira conversão de ácido 

araquidônico em PGG2, seguida de uma conversão de PGG2 em PGH2. A PGH2 é o 

subtrato necessário para a geração dos produtos terminais pela ação de enzimas 

específicas: tramboxanos (pela ação da tramboxano-sintase) e outras 

prostaglandinas (pela ação das prostaglandinas-isomerases, com exceção da PGI2 

ou prostaciclina, que é gerada pela prostaciclina-sintase) (Harris et al., 2002; Hata et 

al., 2004). 

Existem duas isoformas principais da ciclooxigenase: COX 1 e COX-2 (Smith 

et al., 1998). A COX-1 é expressa constitutivamente numa variedade de tipos 

celulares, enquanto a COX-2 é expressa após um estímulo inflamatório e de forma 

mais importante em células do infiltrado inflamatório, especialmente macrófagos 

(Hata et al., 2004; Herschman, 1996). 

Recentemente, uma terceira isoforma principal de COX, denominada COX-3, 

foi descrita. A COX-3 é formada por duas pequenas proteínas derivadas de COX-1, 

e sua atividade de ciclooxigenação é dependente de glicosilação. Os 

antiinflamatórios não esteroidais inibem COX-3, sugerindo que este poderia ser um 

mecanismo central na diminuição a dor e, possívelmente, febre (Chandrasekharan et 

al., 2002). 

As prostaglandinas geradas são liberadas para o meio extracelular e se ligam 

com alta afinidade a receptores específicos membranares, acoplados a proteínas G. 

Estes receptores são designados EP, DP, FP e IP para PGE2, PGD2, PGF2α, e PgI2 

respectivamente (Ushikubi et al., 2000; Hata et al., 2004). 
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Figura 1.2 – Principais vias de metabolização do Ácido Araquidônico. A figura apresenta 
as duas principas vias correlacionadas com este trabalho. As vias em azul escuro 
representam as vias de formação de prostanóides e leukotrienos com seus produtos 
intermediários e finais. Em verde, as enzimas envolvidas com cada etapa da via. Em ciano, 
os receptores em que cada componente atua. Em vermelho, antagonistas e bloqueadores 
usados no trabalho e locais da via onde atuam. 
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Os prostanóides são importantes mediadores da inflamação. As PGE2 e PGI2 

sinergizam, nos sítios inflamatórios, com outros mediadores solúveis da inflamação, 

como histamina e bradicinina, contribuindo para o aumento da permeabilidade 

vascular e hiperalgesia (Ushikubi et al., 2000).  

No tocante à inflamação alérgica, a PGD2 parece ter um papel importante, 

uma vez que os mastócitos, liberam quantidades importantes deste mediador 

durante a desgranulação; por outro lado, animais deficientes para o receptor DP 

produzem menos IgE após sensibilização e desafio com ovalbumina (Matsuoka et 

al., 2000), o que sugere uma contribuição da PGD2 em reforçar os mecanismos pró-

alérgicos. Em linfócitos T helper 2 (Th2), linfócitos T citotóxicos, basófilos e 

eosinófilos, encontram-se dois diferentes tipos de receptores para PGD2: DP2 

(receptor 2 da PGD2) e CRTh2 (chemoattractant receptor-homologous molecule 

expressed on Th2 cells). O CRTH2, quando ativado pela PGD2 ou por outros 

agonistas, induzem migração celular, com recrutamento de eosinófilos para sítios 

inflamatórios em modelos animais de dermatite atópica e de asma alérgica (Spik et 

al. 2005).  

A PGE2 é o principal produto da ciclooxigenase em uma série de processos 

fisiológicos. Por exemplo, no trato gastro-intestinal a PGE2 exerce um importante 

papel de proteção da mucosa gástrica. PGE2 é capaz de modular a função de muitos 

tipos de células do sistema imunológico, como macrófagos, células dendríticas, 

células T e B resultando tanto em efeitos pro como antiinflamatórios (Hata et al., 

2004). Além disso, a PGE2 possui um importante efeito modulador na hematopoiese, 

inibindo a mielopoiese (Miller et al., 1978; Gentile et al., 1988). 

As PGE2 podem se ligar a quatro diferentes tipos de receptores: EP1, EP2, 

EP3 e EP4. O receptor EP1 exerce seus efeitos através do aumento do influxo de 

Cálcio. Os receptores EP2, EP3 e EP4 são acoplados a proteínas G; a ligação de 

PGE2 à EP2 ou EP4 resulta na estimulação da adenilato ciclase, levando a um 

aumento da concentração de cAMP intracelular (Hata et al., 2004). Mita e 

colaboradores demonstraram que eosinófilos periféricos humanos expressam EP2 e 

EP4, contrastando com os níveis indetectáveis de EP3 (Mita et al., 2002). 

A PGE2 está envolvida no processo central de polarização de células Th2, por 

diminuir a producão de IL-12 pelas células dendríticas (Kapsenberg et al., 1999; 
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Vieira et al., 2000), e diminuir a produção de IL-2 e de INF-γ por células T mas não a 

de IL-4 e IL-5 (Katamura et al., 1995). Long e colaboradores demonstraram que 

células dendríticas de pacientes alérgicos são maiores produtoras de PGE2, se 

comparadas àquelas provenientes de indivíduos controles (Long et al., 2004). 

Contudo, vários estudos in vivo sugerem uma ação predominantemente 

antialérgica da PGE2. Camundongos geneticamente deficientes na produção da 

enzima COX-2 apresentam uma inflamação alérgica exacerbada, incluindo níveis 

elevados de IgE e maior número de eosinófilos no lavado broncoalveolar do que 

observado nos animais controle, nas mesmas condições de sensibilização e 

provocação alergênicas (Gavett et al., 1999; Nakata et al., 2005). A administração de 

PGE2 por via intratraqueal, antes do desafio alergênico com ovalbumina em ratos 

sensibilizados, reduz o número de eosinófilos encontrados nas vias aéreas, e a 

concentração de cisteinil-leucotrienos no lavado broncoalveolar (Martin et al., 2002). 

Kunikata e colaboradores analisaram o efeito da PGE2 sobre a inflamação alérgica 

em animais deficientes em cada um dos quatro receptores EP, mostrando que o 

receptor EP3 é o mais relevante para a modulação do número de eosinófilos no 

BAL, a produção de IL-4, IL-5 e IL-13 e a liberação de mediadores inflamatórios 

(Kunikata et al., 2005). 

Peacock e colaboradores mostraram que a PGE2 é capaz de inibir a apoptose 

espontânea de eosinófilos humanos, prolongando a sobrevida destas células, 

possivelmente através dos receptores EP2 (Peacock et al., 1999). Estudos recentes 

ainda demonstram uma correlação entre a maior produção de PGE2 por macrófagos 

alveolares de pacientes asmáticos e a diminuição da morte de eosinófilos (Profita et 

al., 2003). Contudo, a relação entre a presença PGE2 e a apoptose pode variar 

conforme a fase do desenvolvimento dos eosinófilos que é analisada, visto que ela 

induz apoptose diretamente em cultura de medula óssea murina estimulada por IL-5. 

Evidências da literatura mostram que glucocorticóides são capazes de 

influenciar os níveis de RNA mensageiro para fosfolipase A2 e COX-2, assim como a 

produção de PGE2 após estímulo com IL-1β (Newton et al., 1997). Posteriormente, o 

mesmo grupo demonstrou que a dexametasona é capaz ainda de reduzir a meia 

vida de RNAs mensageiros de COX-2, através de efeitos diretos sobre suas caudas 

poli-adeniladas, sugerindo que a produção de PGE2 endógena poderia ser 
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bloqueada em alguns sistemas pela ação direta dos glucocorticóides (Newton et al., 

1998). 

Cisteinil-leucotrienos – Via da 5-lipoxigenase 

Os LT incluem o LTB4 e os cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4) e são 

gerados através da atuação da enzima 5-LO, que gera o precursor desta classe de 

lipídios, o chamado LTA4, a partir do AA (Abramovitz et al. 1993).  

As LOs são uma família de enzimas que têm em comum a capacidade de 

catalisar a oxigenação do AA, formando distintos ácidos hidroperoxi-

eicosatetraenóicos (HPETE) em função do ponto de ataque de cada enzima 

(Yamamoto et al., 1992). A 5-LO de células de mamíferos, assim como todas as 

lipoxigenases de animais, fungos e plantas são capazes de inserir oxigênio no 

substrato apropriado (normalmente ácidos graxos poliinsaturados com ligações 

duplas de carbono, onde a 5-LO atua oxigenando o carbono 5 da estrutura - Peters-

Golden & Brock, 2003).  

A 5-LO é uma enzima que atua sobre AA liberado, cujo potencial catalítico 

está diretamente associado com a presença de um átomo de ferro não-heme, sendo 

a sua atividade diretamente proporcional à concentração de cálcio no meio. A 

presença de ATP também influencia a velocidade de ação da 5-LO (revisto em 

Peters-Golden & Brock, 2003). 

A 5-LO pode ser inibida direta ou indiretamente por diferentes agentes. Os 

inibidores diretos incluem os inibidores competitivos como zileuton (muito específico 

para 5-LO) e bloqueadores de catálise como o ácido nor-dihidroguaiarético 

(bloqueador geral que altera o estado redox do íon ferro na 5-LO, reduzindo a 

produção de LT) (revisto em Peters-Golden e Brock, 2003). O NO também é um 

potente inibidor da 5-LO, alterando o estado oxidativo do íon ferro (Brunn et al., 

1997; Coffey et al., 2000). Os inibidores indiretos incluem bloqueadores da proteina 

de ativação da 5-LO (FLAP – do inglês 5-LO activating protein). 

A FLAP é uma proteina ligadora de AA, que pode ter uma função auxiliar na 

ação da 5-LO, mais do que desempenhar um papel de ativador indispensável 

(Mancini et al., 1993). A FLAP é requerida para a atuação da 5-LO sobre o substrato 

endógeno, mas não para o processameno de AA exógeno pela 5-LO (revisto em 

Peters-Golden e Brock, 2003). Por esta razão, o MK-886 é um potente inibidor da 
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síntese de LT no meio intracelular, pois compete com o AA para se ligar ao sítio da 

FLAP (Charleson et al., 1994), impedindo que o AA seja disponibilizado para a ação 

do 5-LO.  

O LTA4 é o substrato principal, mas instável, necessário para as duas 

enzimas terminais da via da 5-lipoxigenase, a LTA4 hidrolase e a LTC4 síntase 

(LTC4S), responsáveis pela produção de LTB4 e LTC4, respectivamente (Abramovitz 

et al. 1993). LTB4 é um dihidroxi-leucotrieno, e constitui o principal produto da via da 

5-LO em neutrófilos. O LTB4 possui uma potente atividade quimiotática via 

receptores de LTB4, dos tipos BLT1 e BLT2 (Yokomizo et al., 2000 e 2001). Por 

outro lado, em eosinófilos, basófilos, mastócitos e macrófagos, há predomínio da 

produção de LTC4 (Kanaoka & Boyce, 2004). A LTC4S é uma enzima 

exclusivamente encontrada em células de origem hematopoiética, especificamente 

em eosinófilos, basófilos, mastócitos, macrófagos/monócitos e plaquetas (Weller, 

1983; MacGlashan Jr, 1982; Soderström, 1992), cuja ação é dependente de Mg2+ e 

inibida por Co2+ (revisto em Lam, 2003). A LTC4S também pode ser regulada pela 

expressão de IL-4, e esta regulação positiva é dependente da via de sinalização por 

STAT6 (Lam, 2003). A LTC4S é estruturalmente homologa à FLAP (Lam et al., 1994;  

Welsch et al., 1994) e a mesma pode ser inibida, em doses muito altas, pelo inibidor 

de FLAP, MK-886 com IC50 em torno de 3μM (Lam et al., 1994). 

FLAP e LTC4S estão colocalizadas no envelope perinuclear e em outros sítios 

subcelulares (por exemplo, corpúsculos lipídicos) onde se acredita ter lugar a sintese 

dos CisLT. Interessantemente, em eosinófilos ativados, 5-LO, FLAP e LTD4S se 

colocalizam em corpos lipídicos citoplasmáticos elétron-densos induzíveis (Bozza et 

al., 1997). 

Os cisteinil-leucotrienos (CisLTs), são assim conhecidos por apresentarem 

em suas fórmulas o aminoácido cisteína e o primeiro dos cisteinil-leucotrienos 

formados é o LTC4 (ácido5[S]-hidroxi-6 [R]-glutationil-7,9-trans-11,14-cis-

eicosatetraenóico) gerado através da conjugação da glutationa ao LTA4 junto ao 

carbono 6 pela LTC4S. Ao ser produzido, o LTC4 é transportado para o ambiente 

extracelular através de um transportador transmembrana específico, incluindo MPR-

1 (multidrug resistance protein) (Lam et al., 1989 e Loe et al., 1996). No espaço 

extracelular o LTC4 serve de substrato para a γ-glutamil transpeptidase ou para uma 

enzima mais específica, a γ-glutamil leucotrienase, que gera LTD4 (ácido 5[S]-
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hidroxi-6[R]-cisteinil-glicil-7,9 trans-11,14-cis-eicosatetraenóico) (Anderson et al., 

1982; Carter et al., 1998). O LTD4 é processado por uma dipetidase onde há 

remoção da metade glicina da cadeia peptídica para formar o LTE4 (ácido 5[S]-

hidroxi-6[R]-cisteinil-7,9-trans-11,14-cis-eicosatetraenóico) (Lee et al., 1983). O LTC4 

e seus derivados LTD4 e LTE4 constituem o que antes era conhecido como SRS-A 

(slow-reacting substance of anaphylaxis) (Feldberg et al., 1938).  

Os CisLTs atuam em receptores específicos existentes nas células. Existem 

dois tipos de receptores, os do tipo 1 (CysLT1R) (que possuem duas isoformas em 

camundongos, provenientes de splincing alternativo – Maekawa et al., 2001) e os do 

tipo 2 (CysLT2R), tanto em camundongos quanto em humanos e ambos os 

receptores fazem parte da família dos receptores ligados a proteina G  (revisado em 

Kanaoka & Boice, 2004).  

As afinidades dos CisLT pelos seus receptores são diferentes dentro da 

classe de ligantes, e dependente também do subtipo de receptor estudado. Para o 

CysLT1R, o LTD4 apresenta maior afinidade, seguido por LTC4 e LTE4, que 

apresentam afinidades iguais (LTD4>LTC4=LTE4). Para o CysLT2R, o LTC4 e o LTD4 

possuem afinidades iguais, enquanto o LTE4 possui a menor afinidade do grupo 

(revisado em Lam, 2003). Os CysLT1R são normalmente expressos no músculo liso 

das vias aéreas, macrófagos alveolares, monócitos do sangue periférico, eosinófilos 

(Lynch et al., 1999; Figueroa et al., 2000) e células endoteliais (Sjöström et al., 

2001). Já os CysLT2R são expressos pelos macrófagos alveolares, músculo liso das 

vias aéreas, pelas células de Purkinje cardíacas, células da medula adrenal, 

leucócitos do sangue periférico e células cerebrais (Heise et al., 2000).  

Tanto CysLT1R quanto CysLT2R possuem capacidade de promover o influxo 

de cálcio ao serem ativados pelos LTs, mas a sua ação ocorre em tipos celulares 

diferentes. Contudo, acredita-se que a contração do músculo liso, induzida pela 

estimulação com CysLT1R é uma ação independente de cálcio extracelular (revisado 

em Kanaoka & Boyce, 2004). 

Estão disponíveis vários antagonistas seletivos do CysLT1R, incluindo: 

zafirlukast, montelukast, tomelukast, pobilukast e pranlukast (Bäck, 2002).  

Interessantemente, a expressão de CysLT1R é regulada positivamente pela 

IL-5 na linhagem celular HL-60 diferenciada em eosinófilos (Thivierge et al., 2000). 
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Também é regulada positivamente por IL-13 e IL-4, mas não por interferon-gama, 

em monócitos e macrófagos humanos (Thivierge et al., 2001). 

CisLT possuem poderosos efeitos broncoconstritores e indutores de secreção 

de muco nos bronquíolos humanos, sendo 100 vezes mais potentes do que 

agonistas colinérgicos (metacolina) e outros indutores de secreção (prostanóides) 

(revisado em Kanaoka Y e Boyce JA, 2004). LTE4 é 100 a 1000 vezes mais potente 

que a histamina, em induzir a diminuição do fluxo de ar em pacientes alérgicos 

(Davidson, et al., 1987). 

A instilação de LTE4 resulta em influxo de eosinófilos para o lavado bronco-

alveolar (Laitinen et al., 1993), e CysLT1R, mas não CysLT2R, são expressos em 

células progenitoras hematopoiéticas humanas CD34+ (Bautz et al., 2001). A 

utilização de montelukast bloqueia o fluxo de cálcio induzido por CisLT nas células 

CD34+, mas não é capaz de bloquear em leucócitos maduros no sangue periférico, 

sugerindo que o CysLT2R é adquirido durante a diferenciação de leucócitos e que 

possivelmente possuiria relação com os ligantes de migração endoteliais e 

provavelmente estaria envolvido com a migração trans-endotelial (Kanaoka & Boyce, 

2004).  

Na inflamação crônica, como a asma, os CisLTs têm uma potente ação 

quimiotática que atrai eosinófilos para o local da inflamação, que é  dependente de 

CysLT1R (Fregonese et al., 2002). Este efeito também pode ser mediado pela: 

regulação positiva das moléculas de adesão no endotélio vascular pulmonar, assim 

como pela regulação positiva da expressão de Mac-1 em eosinófilos (Fregonese et 

al., 2002).  

O LTC4 e LTD4 atuam na ativação do endotélio vascular, permitindo o 

extravasamento de macromoléculas que resulta em edema. Atuando em  receptores 

CysLT2R, também determinam constrição das veias pulmonares e a  regulação 

positiva da expressão de moléculas de adesão (como as P-selectinas) no endotélio 

vascular, favorecendo a marginação dos leucócitos (Kanaoka & Boyce, 2004). 

No remodelamento brônquico, os CysLTs participam da fibrose pulmonar via 

CysLT2R, e na  proliferação de células musculares lisas em ação conjunta com 

fatores de crescimento, via CysLT1R (revisto em Kanaoka & Boyce, 2004). 
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O tratamento com inibidores da produção de CisLTs e antagonistas do 

CysLT1R tem sido  visto como alternativa para tratamento de asma. A administração 

de Zileuton ou MK-886 reduz o infiltrado pulmonar de eosinófilos e bloqueia 

significativamente a produção de muco (Kanaoka & Boyce, 2004). O montelukast 

reduz significativamente o infiltrado eosinofílico nas vias aéreas, produção de muco, 

fibrose pulmonar e hiperplasia celular, mas não a hipertrofia do musculo liso das vias 

aéreas em modelos murinos de asma (Muz et al., 2006). O tratamento com 

Montelukast diminui rapidamente a concentração de NO presente no ar exalado de 

pacientes asmáticos e seu efeito é potenciado com a ação de broncodilatadores 

(Bisgaard H, 2001).  

1.2.4 – Inibidores da Ciclooxigenase 

Drogas Antiinflamatórias não-esteroidais (NSAIDs – do inglês Nonsteroidal 

Antiinflamatory Drugs) é o rótulo comum a um extenso e heterogêneo grupo de 

drogas que suprimem a inflamação, mas sem apresentarem relação estrutural ou 

funcional com os glucocorticóides, não compartilhando dos seus efeitos endócrinos, 

metabólicos, cardiovasculares, neurológicos ou imunológicos. São usados 

normalmente para tratar inflamação e condições dolorosas como atrite reumatóide, 

gota, bursite, menstruação dolorosa e dores de cabeça, sendo efetivos também em 

aliviar a febre. Os NSAIDs costumam inibir de forma inespecífica a atividade das 

enzimas COXs (isoformas 1 e 2), resultando na redução e inibição da produção dos 

prostanóides e tramboxanos. Contudo, existem NSAID que não têm efeito inibitório 

significativo sobre a COX, embora sejam estruturalmente e funcionalmente 

aparentados a outros membros do grupo que suprimem a inflamação por este 

mecanismo. Algumas NSAID são inibidoras seletivas de COX-2, como o meloxicam, 

e os coxibs (celecoxib, rofecoxib, valdecoxib, parecoxib and etoricoxib) não 

interferindo com a ação da COX-1 (Kalgutkar, 2000). A inibição de COX pode ser 

perigosa em vários sentidos: baixos níveis de prostanóides no estômago (devido à 

inibição de COX-1) podem resultar em ulceração, sangramento interno e perfuração.  

Entre as NSAIDs, a aspirina é a mais proeminente (Vane et al., 1990) e as 

outras NSAIDs são classificadas baseadas pelas estruturas químicas como 

apresentadas na Tabela 1.1. 
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Tabela 1.1 – Lista de Drogas Não Esteroidais. 

Grupo Subgrupos Drogas 

Salicilatos 

Acetilsalicilato, Salicilato Colínico, 

Diflunisal, Salicilato de Magnésio 

Colínico,  

Salicilato de Magnésio, Salsalato 

Ácidos Acéticos 

Bendazac, Diclofenaco, Etodolac, 

Indometacina, Ketorolac, Nabumetona, 

Sulindac, Tolmetina 

Ácidos 

Propiônicos 

Carprofeno, Fenoprofeno, Flurbiprofeno, 

Ibuprofeno, Ketoprofeno, Loxoprofeno, 

Naproxeno, Naproxeno Sódico, 

Oxaprozino, Vedaprofeno 

Ácidos 

Antralínicos 

Ácido Meclofenâmico, Meclofenamato 

sódico, Ácido Tolfenamico 

Ácidos 

Fenilacéticos 
Paracetamol 

Ácidos 

Aminonicotínicos
Flunixina 

Ácidos Carboxílicos 

Análogos Indol 
Indometacina, Nabumetona, Ketorolac, 

Etodolac 

Pirazolonas 
Fenilbutazona, Oxyfenbutazona, 

Dipirona, Ramifenazona 

Ácidos Enólicos  

(Não possuem grupo 

carboxílico mas o ácido 

vem do enólico hidróxi 

substituinte) 
Oxicams Meloxicam, Piroxicam, Tenoxicam 

Coxibs  
Celecoxib, Rofecoxib, Valdecoxib, 

Parecoxib, Etoricoxib 

Sais de Ouro  
Auronofina, Tiomalato Sódico de Ouro, 

Aurotioglicose 
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Aspirina e Indometacina 

A aspirina (como é mais conhecido o ácido acetilsalicílico) foi desenvolvida 

pelo químico alemão Felix Hoffmann, há mais de um século, para o tratamento da 

artrite de seu pai. Em 1971, Vane mostrou que a aspirina e as outras NSAIDs iníbem 

a produção das prostaglandinas em homogeinatos de pulmão de cobaios (Marnett, 

2002; Vane, 1971) e em 1975, Roth demonstra que as NSAIDs inibem a COX. 

O ácido acetilsalicílico (CH3COOC6H4COOH – Figura 1.3) é um acetil 

derivado do ácido salicílico, substância em pó de cor branca cristalina fracamente 

ácida de peso molecular de 180,2, com ponto de fusão de 137oC. Apresenta 

estabilidade em ar seco e é solúvel em água na proporção de 1g/100g 

(aspirina/água). É utilizado como analgésico, antipirético, antiinflamatório, 

anticoagulante e também usado para o tratamento de artrite reumatóide, febre 

reumatóide e infecções suaves. Altas doses de aspirina promovem desbalanço 

ácido-base, desturbios respiratórios e pode ser fatal, especialmente em crianças.  

A indometacina (C19H16NO4Cl – Figura 1.4), foi descoberta por Shen e 

colaboradores em 1963, nos laboratórios Merck Sharp & Dohme (MS&D) e é uma 

droga da classe das NSAIDs fazendo parte do grupo dos ácidos carboxílicos, mas 

especificamente como um dos análogos indol. Atua inibindo as duas isoformas da 

cilooxigenase (COX-1 e COX-2), e é normalmente usada para o tratamento de 

doenças reumatóides inflamatórias e para alivio dores agudas, sendo efetiva contra 

dores provenientes de cirurgias e febre, por possuir ações, antiinflamatória e anti-

pirética. A indometacina possui peso molecular de 357,79 e encontra-se na forma de 

pó branco cristalino com ponto de ebulição entre 155-160oC. A indometacina é 

insolúvel em água, mas solúvel em etanol p.a. e o mesmo apresenta estabilidade em 

ambiente seco e temperatura ambiente. 

Ambas as drogas são capazes de inibir as proteinas COX-1 e COX-2, mas a 

aspirina é a única das NSAIDs que modifica a proteina covalentemente através da 

transferência do grupo acetil de sua estrutura para resíduo de serina 530 (Ser-530) 

na COX-1 (Rome et al., 1976; DeWitt et al., 1990) que se sobrepõe com a arginina 

120 (Arg-120) da COX-2 e a aspirina possui ação mais potente contra COX-1 do que 

com COX-2 como descrito por Ouderaa em 1980 e Bhattacharyya em 1996 (Marnett 

et al., 1999). Quanto a indometacina, causa uma inibição de COX-1 e -2, fraca e 
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tempo dependente pela formação de pontes salinas entre a droga e a Arg-120 assim 

como as outras NSAIDs (Marnett et al., 1999), com exceção das drogas de ação 

seletiva para COX-2 (Marnett e Kalgutkar 1999a). 

Em 1905, a aspirina foi introduzida no mercado (Marnett, 2002) mas logo 

após, foram relatados vários casos de indivíduos que apresentaram crises agudas 

de asmas algumas horas após a ingestão da aspirina. Em 1922, Widel et al. 

descreveu a associação entre a sensibilidade a aspirina, a indução de asma sensível 

a aspirina (AIA - do inglês aspirin-induced asthma) e a presença de pólipos nasais. 

Em seguida, todo o quadro clínico da sensibilidade à aspirina associada à asma e 

polipose foi descrito no trabalho de Samters e Beers, sendo hoje comumente 

conhecido como a “Tríade de Samters”, onde a pólipose nasal apresenta-se como o 

primeiro indicador clínico da sensibilidade a aspirina (Pfaar e Klimek, 2006). O 

diagnóstico de sensibilidade a aspirina e a indometacina em pacientes só é realizado 

por provocação com aspirina, e não há protocolos padronizados que sejam 

utilizados no mundo inteiro. Há quatro tipos de teste de provocação: oral, nasal, 

inalado e intravenoso, também aplicável para as outras NSAIDs, embora  o 

intravenoso seja raramente usado com indometacina (Obase et al., 2005). 

Normalmente, os pacientes apresentam teste cutâneo negativo, e não 

possuem anticorpos contra a aspirina ou as NSAIDs (Szczecklik  e Stevenson, 1999; 

Settipane, 1988). Ao mesmo tempo, pacientes com AIA apresentam número 

aumentado de eosinófilos (Obase et al., 2005), maior expressão de IL-5 (Sousa  et 

al., 1997) e um número de eosinófilos que expressam proteína catiônica do 

eosinófilo (ECP) 3 vezes maior do que pacientes com asma tolerante a aspirina 

(ATA) e 10 vezes maior que pessoas saudáveis (Cowburn et al., 1998). Esta 

proteína também induz maior produção de muco nas vias aéreas após a exposição 

às drogas (Obase et al., 2002). 

A asma aguda sensível a aspirina é similar às reações asmáticas imediatas 

que ocorrem em pacientes asmáticos sensibilizados, quando entram em contato com 

o alergeno. Kalyoncu et al. descreve que dermografismo, hipersensibilidade 

antibacteriana e elevação dos níveis de IgE estão intimamente relacionado com a 

AIA. A ausência de IgE contra a aspirina e as outras NSAIDs, o teste cutâneo 

negativo, associado com a inibição preferencial de COX-1, são características da 

doença.
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Figura 1.3 –  Aspirina 

 

 

 
 

Figura 1.4 – Indometacina 
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NSAIDs que não inibem a atividade de COX não provocam ataques agudos 

de asma (Szczeklik, 1990); da mesma forma, ocorre desensibilização cruzada para 

outras NSAIDs após a desensibilização à aspirina (Stevenson et al., 1996); estes 

achados são todos coerentes com a teoria da COX, segundo a qual as 

manifestações da asma induzida pelas NSAIDs (aspirina e indometacina inclusive) 

ocorrem por ações farmacológicas, através da inibição das COX intracelulares no 

trato respiratório (Szczeklik, 1990). 

Portanto, a administração das NSAIDs, inibiria a produção de prostaglandinas 

e tramboxanos (tanto as PGs pró-inflamatórias PGD2 e PGF2α, quanto a anti-

inflamatória, PGE2) e induziria a produção exacerbada de leucotrienos, 

principalmente de CisLT, em pacientes com AIA. Contudo, Higashi et al. (2002) 

mostrou que os níveis de PGD2 no muco estão aumentadas em pacientes com AIA 

em relação aos pacientes com ATA, e acreditam que este achado seja devido à 

ativação de mastócitos (um dos principais produtores de PGD2 no organismo) nas 

vias aéreas inferiores. Também mostra que os níveis aumentados de LTE4 na urina 

não refletem necessáriamente a produção de CisLT nas vias aéreas inferiores. 

Finalmente, há uma correlação significativa entre a concentração de CisLTs e a 

concentração de neurotoxinas derivadas de eosinófilos (EDN). Portanto, mais 

estudos seriam necessários para análise da participação da PGD2 na AIA. 

Recentemente, a indometacina também foi descrita como um agonista do 

CRTH2, receptor de PGD2 envolvido com a migração de células, como linfócitos T, 

eosinófilos e basófilos, para sítios de inflamação. A ação da indometacina se  

restringe a este receptor, não atuando em outros receptores de PGD2, como o DP2, 

que possui homologia com o CRTH2. Este agonismo é também restrito à 

indometacina, visto que o mesmo não foi observado para outras NSAIDs, como a 

aspirina (Hirai et al., 2002). 

Os pacientes com AIA apresentam concentração mais baixa de PGE2 em 

amostras de sangue periférico e cultura de células epiteliais de polipos nasais, mas 

as concentrações deste produto em lavados broncoalveolar e nasal não parecem 

estar correlacionados com a presença da doença  (Obase et al., 2005), embora as 

NSAIDs possuam a capacidade de inibir a produção de PGE2 pela inibição de COX. 
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Já a administração de PGE2 exógena não apenas é eficiente em proteger contra 

ataques agudos de asma induzida por indometacina (Raud et al., 1988) e aspirina 

(Szczecklik et al., 1996), como também previne o aumento na excreção de LTE4 na 

urina (Sestini et al., 1996) em pacientes com AIA. 

Quanto aos CisLTs, os pacientes com AIA apresentam 2 a 20 vezes mais 

CisLT na urina (Christie, et al., 1991; Kumlin, et al., 1992, Israel, et al., 1993), muco 

(Obase et al., 2002, 2001) e lavado broncoalveolar (Cowburn et al., 1998; Sampson 

et al., 1997) comparado com pacientes com ATA, mesmo na ausência de 

provocação com aspirina/NSAIDs. Os pacientes com AIA também apresentam um 

número de células com expressão de LTC4S 5 vezes maior que pacientes ATA 

(Cownburn. 1998), os níveis de LTC4 estão diretamente correlacionados com o 

número de células LTC4S positivas presentes no pulmão, e a maioria destas células 

positivas são eosinófilos (Sampson  et al., 1997). Neste sistema, os receptores de 

CisLT apresentam um papel significativo (Arm et al., 1989) e estudos mostram a 

possibilidade de que não apenas o aumento de CisLT estaria comprometidos com a 

AIA, mas também a expressão de receptor CisLT em células inflamatórias pode ser 

anormal (Sousa et al., 2002). Interessantemente, pacientes com AIA apresentam 

uma hiperresponsividade a LTE4 inalado (Arm et al., 1989; Christie et al., 1993) 

embora o CisLT1R possua baixa afinidade por LTE4, levando à especulação de que 

o CisLT1R não somente esteja aumentado em pacientes com AIA, como apresente 

uma afinidade maior pelo LTE4 (Arm & Austen, 2002). 

Recentemente, a aspirina foi correlacionada com uma via de biosintese 

alternativa de lipoxina: COX-2 acetilada por aspirina converte AA em ácido 15R-

hidroeicostetraenoico, que é convertido a 15-epi-lipoxina pela 5-LO (Serhan & Oliw, 

2001; Mitchell et al., 1997). Normalmente as lipoxinas e 15-epi-lioxinas possuem um 

carater antiinflamatório, por inibirem a migração trans-endotelial e trans-epitelial de 

polimorfosnucleares “in vitro” e “in vivo” (Serhan 2005 e 2005a) e várias evidências 

mostram que pacientes com AIA apresentam níveis reduzidos de lipoxinas e 15-epi-

lipoxinas em relação aos pacientes com ATA, sugerindo que as reações adversas 

induzidas por aspirina possam também estar relacionadas com a desregulação na 

produção de 15-HETE e 15-epi-lipoxina (Obase, et al., 2005; Jawien, 2002).  

Baseado neste desequilíbrio da produção de cisteinil-leucotrienos, 

prostanóides e lipoxinas, muitos postulam como tratamento para AIA (e também na 
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asma alérgica) a administração de substâncias que interferem com a produção ou a 

ação dos CisLT: inibidores das enzimas da via da produção de CisLT como o 

Zileuton (inibidor da 5-LO – Dahlén et al., 1998), ou antagonistas dos receptores 

como o  Montelukast (inibidor do CisLT1R – Mastalerz, et al., 2002; Micheletto, et al., 

2004; Lee et al., 2004). 

Outro meio de tratamento proposto seria a utilização de inibidores seletivos de 

COX-2, visto que a atividade de COX-1 com estas drogas seria mantida, com a 

preservação da produção da prostaglandina protetora, PGE2. Mas a utilização 

contínua poderia ser problemática visto que a mesma é produzida constutivamente 

no epitélio, cérebro, mucosa gástrica, e células estruturais das vias aéreas. Por 

causa dos efeitos colaterais, algumas destas NSAIDs foram retiradas de circulação 

(Obase et al., 2005). 

 

1.3 - Regulação Imunofarmacologica da eosinopoiese em 
cultura de medula óssea. 

Nosso grupo estuda a eosinopoiese em cultura de medula óssea murina, e 

suas modificações observadas em conseqüência da sensibilização e provocação 

alergênica (Elsas et al., 2003). Inicialmente foram analisadas as modificações da 

medula óssea, induzidas pela sensibilização e provocação alergênicas com 

ovalbumina em camundongos BALB/c. Observou-se nestes estudos que a 

sensibilização seguida de provocação por via respiratória promove o aumento da 

capacidade de resposta dos progenitores eosinofílicos à IL-3 e ao GM-CSF com a 

formação de  colônias eosinofílicas;  aumenta igualmente a capacidade de resposta 

dos precursores eosinofílicos à IL-5 do ponto de vista da diferenciação terminal, 

levando a um aumento  seletivo do número de eosinófilos da medula óssea (Gaspar-

Elsas et al., 1997). Portanto, a provocação das vias aéreas tem efeitos intensos e 

rápidos (em apenas 24h) sobre a linhagem eosinofílica na medula, e envolve um 

mediador circulante, liberado após a exposição ao alergeno (Gaspar-Elsas et al., 

1997). Além disso, mediadores circulantes induzidos pela exposição aos alergenos 

podem reproduzir a resposta exacerbada de precursores eosinofílicos da medula 

óssea a IL-5 (Gaspar-Elsas et al., 1997).   
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O trabalho de outros grupos igualmente evidenciou o efeito da provocação 

alergênica sobre os progenitores eosinofílicos presentes na medula óssea de 

camundongos e em pacientes asmáticos (Sehmi et al., 1997; Inman et al., 1999).  Os 

resultados do nosso grupo, aliados as evidências da literatura, apóiam a idéia de 

que a provocação alergênica é capaz de induzir o aumento de eosinófilos e de 

progenitores eosinofílicos na medula óssea, na corrente sangüínea e no sítio da 

inflamação (Woolley et al., 1994; Gaspar Elsas, et al., 1997; Foster et al., 2001; 

Dorman et al., 2004). 

O nosso grupo também mostrou que a sensibilização e provocação de um 

animal com alergeno, promove o acúmulo de progenitores eosinofílicos no tecido 

pulmonar, capazes de gerar colônias (em torno de 80% eosinofílicas) na presença 

IL-5, GM-CSF e IL-3 (Gaspar-Elsas et al. 2003; Maximiano et al., 2005). Ao mesmo 

tempo, o tecido pulmonar de um camundongo sensibilizado e provocado, quando é 

enxertado na cavidade peritonial de um animal recipiente sensibilizado, promove o 

acúmulo de progenitores no pulmão deste recipiente por um mecanismo dependente 

de IL-5 e de fatores provenientes da sensibilização (Xavier-Elsas et al., 2007). Estes 

fatores sugerem um papel importante do tecido pulmonar e dos progenitores para a 

eosinofilia nas vias aéreas. 

Trabalhos anteriores do laboratório mostraram que o estresse cirúrgico 

promove um aumento seletivo na produção de eosinófilos pela medula óssea, o qual 

pode ser inibido pelo pré-tratamento dos animais com antagonistas do receptor de 

glicocorticoide, por inibidores da produção de glicocorticóides e pela remoção 

cirúrgica prévia das adrenais (Elsas et al., 2004). Em apenas 24 horas, o estresse 

cirúrgico aumenta os níveis circulantes de corticosteróides, sendo este efeito abolido 

pelo pré-tratamento com metirapone (Elsas et al., 2004). Os resultados, portanto 

mostram um papel crítico dos hormônios glicocosticoides induzidos por estresse na 

eosinopoiese medular de animais submetidos à cirurgia (Elsas et al., 2004). 

Por outro lado, adição de dexametasona a culturas semi-sólidas de medula 

óssea, estimuladas por GM-CSF, promove um aumento do número total de colônias 

mielóides, aumento da freqüência de colônias contendo eosinófilos e o aumento do 

tamanho médio das colônias eosinofílicas puras (Gaspar Elsas et al., 2000a). A 

dexametasona também aumentou a resposta in vitro dos precursores eosinofílicos a 

IL-5, em cultura líquida de medula óssea. Em contraste com estas observações na 
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medula óssea, a dexametasona inibe fortemente a diferenciação eosinofílica em 

culturas semi-sólidas de células hematopoiéticas pulmonares estimuladas por IL-5 

(Maximiano et al., 2005). Contudo, os mecanismos celulares pelos quais a 

dexametasona exerce seus efeitos ainda permanecem obscuros. 

Já a administração in vivo de dexametasona promoveu, in vitro, a 

subseqüente formação de colônias em culturas semi-sóllidas na presença de GM-

CSF, assim como a resposta dos precursores, em cultura líquida, à IL-5. O efeito 

potenciador da administração in vivo de dexametasona sobre a resposta de medula 

óssea ao GM-CSF in vitro foi abolido pelo pré-tratamento dos animais com o 

antagonista seletivo do receptor de glicocorticóide, mifepristone, demonstrando que 

os efeitos observados são mediados pelo receptor GRα, já bem caracterizado 

(Gaspar Elsas et al., 2000b). 

Estes resultados evidenciaram um efeito potenciador importante da 

dexametasona sobre as formas imaturas da linhagem eosinofílica de medula óssea. 

Hidrocortisona e corticosterona, glicocorticóides de ocorrência natural, têm efeitos 

semelhantes. O efeito potenciador dos glicorticóides na eosinopoiese foi inicialmente 

descrito por Barr e colaboradores em 1987. Este estudo mostrou, que células de 

medula óssea humana cultivadas na presença de hidrocortisona, apresentavam uma 

maior capacidade de formação de colônias eosinofílicas (Barr et al., 1987). Nos 

experimentos do nosso grupo, o efeito potenciador foi detectável apenas na 

presença de citocina exógena, sugerindo que a dexametasona prepara a medula 

óssea para uma resposta aumentada a citocinas liberadas sistêmicamente (Gaspar 

Elsas et al., 1997), após a provocação alérgica, em vez de substituir o estímulo 

alérgico (Gaspar Elsas et al., 2000c). 

Ao mesmo tempo, outros trabalhos mostram que os glicocorticóides são 

capazes de bloquear a produção endógena de prostanóides (Newton et al., 1997; 

Newton et al., 1998). Baseado nesta correlação, foram conduzidos trabalhos de 

forma a avaliar o efeito da PGE2 sobre a resposta de progenitores e precursores 

eosinofílicos ao GM-CSF e à IL-5, respectivamente. Por sua vez, a PGE2, inibe 

eficientemente a resposta das células à IL-5 em cultura líquida de medula óssea de 

todas as cepas de camundongos isogênicos analisados, levando a uma drástica 

diminuição do número de células pertencentes a linhagem eosinofílicas 

(reconhecidas por serem positivas para a peroxidase do eosinófilo (EPO+)) em 
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relação aos controles cultivados somente com IL-5 (Gaspar Elsas et al., 2000a). A 

presença da PGE2 nas culturas promovia a formação de uma grande quantidade de 

debris EPO+, presentes principalmente no interior de macrófagos, sugerindo que as 

células pertencentes à linhagem eosinofílica teriam morrido em algum ponto após o 

início da expressão deste marcador enzimático, sugerindo que a PGE2 poderia estar 

induzindo a morte celular programada de forma linhagem-seletiva.  

Nosso laboratório mostrou que a PGE2 promove a apoptose de células EPO+ 

em cultura por mecanismos dependentes de NO. Interessantemente, a 

dexametasona e os inibidores de NO sintase bloquearam os efeitos da PGE2 sobre o 

desenvolvimento eosinofílico. Por outro lado, a PGE2 em associação com 

dexametasona, promove a maturação dos eosinófilos em cultura (Jones et al., 2004).   

As observações acima resumidas têm um grande potencial de aplicação 

clínica, relativamente a: a) o entendimento da resistência aos corticosteróides, um 

dos maiores problemas de controle de muitos pacientes asmáticos; b) o papel de 

interações imunoendócrinas e imunofarmacológicas na evolução de um paciente 

rumo à sensibilização alérgica e à manutenção de uma eosinofilia tecidual (Gaspar 

Elsas et al., 2000a). 

Outro recente estudo do laboratório mostrou os efeitos da inibição seletiva da 

produção de prostanóides, por inibidores da ciclooxigenase, sobre a resposta à IL-5 

em cultura de medula óssea de camundongos normais de várias linhagens 

isogênicas (Lintomen et al., 2002). Os resultados indicam que a indometacina e a 

aspirina apresentam efeitos potenciadores da eosinopoiese em cultura de medula 

óssea de camundongos normais, mas que seus efeitos são completamente abolidos 

em animais sensibilizados.  

Ao mesmo tempo, os mecanismos pelos quais estas drogas atuam na medula 

óssea de camundongos naive não foram avaliados. Uma possibilidade é que elas 

estejam atuando indiretamente através da promoção da produção de CisLT (Obase 

et al., 2005). 

No presente estudo, procuramos analisar se os CisLT influenciariam a 

produção de eosinófilos em cultura de medula óssea murina, como sugerido por 

estudos anteriores da literatura (Braccioni et al., 2002), seja atuando diretamente, 

seja como mediadores dos efeitos dos inibidores de ciclooxigenase. 
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Hipótese – Os CisLTs, exógeno ou endógeno, modulariam positivamente a 

eosinopoiese medular, o desenvolvimento e sobrevida de eosinófilos, e as ações 

seriam mediadas via CysLT1R. 

Desenho Experimental – No presente estudo para analisar os efeitos diretos 

dos CisLT na eosinopoiese, utilizamos as seguintes estratégias: a) adição de CisLT 

nas culturas de medula óssea; b) utilização dos antagonistas do CysLT1R, 

montelukast e MK-571, e utilização de animais deficientes no CysLT1R, para 

bloquear os efeitos farmacológicos induzidos pelos CisLT.  

Para avaliar os efeitos da indometacina e aspirina, utilizamos técnicas 

semelhantes: a) adição de indometacina e aspirina às culturas de medula óssea; b) 

utilização dos antagonistas do CysLT1R, montelukast e MK-571, e utilização de 

animais deficientes para o CysLT1R, para bloquear os efeitos farmacológicos 

induzidos pela indometacina e aspirina; c) pela utilização do antagonista da FLAP, 

MK-886, para bloquear os efeitos farmacológicos induzidos pela indometacina e 

aspirina.  

Para avaliar a relação entre efeitos dos CisLT e os da PGE2, utilizamos as 

seguintes estratégias: a) adição de PGE2 a culturas de medula óssea na presença 

de indometacina, aspirina e CisLT, avaliando quais os efeitos destes moduladores 

sobre a ação da PGE2; b) utilização dos antagonistas do CysLT1R, montelukast e 

MK-571, e utilização do inibidor da FLAP, MK-886, para bloquear os efeitos da 

indometacina, aspirina e CisLT sobre a resposta à PGE2. 
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2. Objetivos 
 

2.1 – Objetivo Geral 

Avaliar o papel dos CisLTs no desenvolvimento e sobrevida de eosinófilos em 

cultura de medula óssea murina. 

2.2 – Objetivos Específicos 

2.2.1 – Avaliar os efeitos dos CisLTs exógenos sobre o desenvolvimento e 

sobrevida dos eosinófilos em cultura. 

2.2.2 – Analisar a contribuição dos CisLTs endógenos para os efeitos dos 

inibidores da ciclooxigenase sobre a produçao de eosinófilos em cultura. 
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3. Metodologia 
 

3.1 – Reagentes Utilizados 

3.1.1 – Meios de Cultura e Suplementos 

Fabricante HyClone (Logan, Utah, USA): meio RPMI 1640 (Cat. N0: 

SH30011.01) e Soro Fetal Bovino (US Standard Fetal Bovine Serum, FCS Cat. N0: 

SH30088.03); Fabricante Sigma® (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA): 

Penicilina G Potássica 100 U/mL (Ref. No: PEN-B), Estreptomicina 100μg/mL (Ref. 

No: S 9137). 

3.1.2 – Citocinas Recombinantes, Quimiocínas e Drogas  

Fabricante Pharmingen (San Diego, CA, USA): Interleucina-5 murina (rmIL-

5 - Ref. No: 554581). Fabricante Sigma® (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, 

USA): Aspirina (Acetylsalicylicsalic Acid Ref. No: A-5376), Indometacina (Ref. No: I-

7378), PGE2 (PGE2 - Ref. No: P-5640). Fabricante CALBIOCHEM® (Merck KgaA 

affiliated, Darmstadt, Germany): MK-886 (Ref.: Cat# 475889), MK-571 (Ref.: Cat# 

475874).  Fabricante Cayman Chemicals (Ann Arbor, Michigan, USA): Montelukast 

(Ref. No: 10008318), Leucotrieno C4 (Ref. No: 20210), Leucotrieno D4 (Ref. No: 

20310), Leucotrieno E4 (Ref. No: 20410), 15(R)-Prostaglandin D2 (15(R)-PGD2 - Ref. 

No: 10118). 

A solução estoque de citocina IL-5 e dos farmacos de MK571, MK886 e 

Montelukast foram preparadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro 

Fetal Bovino (RPMI 10%FCS), aliquotados e armazenado à temperatura de –200C. 

Antes do armazenado à –200C, as soluções de MK571, MK886 e Montelukast foram 

filtradas em filtro de 0,22μm (MILLEX®-GV 0,22μ Filter Unit, fabricante MILLIPORE, 

Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland). Após descongelamento, as alíquotas foram diluídas 

para concentração de uso com RPMI 10% FCS. As drogas indometacina e aspirina 

foram pesadas, dissolvidas em etanol (Álcool Etílico P.A. – Ref.: Cód. 107 – 

Fabricante: VETEC QUÍMICA FINA LTDA., Duque de Caxias, RJ, Brasil) e água 

destilada, respectivamente. As soluções foram filtradas em filtro de 0,22μ. As 

alíquotas nas concentrações de uso foram preparadas diluindo-se estas soluções 
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iniciais com meio RPMI 10% FCS. As prostaglandinas PGE2 e 15(R)-PGD2 e os 

leucotrienos LTC4, LTD4, LTE4, foram armazenadas em etanol a –20oC. As alíquotas 

a serem utilizadas foram diluídas para concentração de uso com RPMI 10%FCS. 

Durante a manipulação, todas as alíquotas foram conservadas em gelo. A 

concentração ideal das citocinas  e dos farmacos foram definidas em trabalhos 

anteriores do laboratório (Gaspar Elsas et al., 1997, Lintomen et al., 2004, Jones et 

al., 2004 ). 

3.2 – Cepas de Animais Utilizados 

Neste estudo foram utilizados camundongos isogênicos machos e fêmeas 

das cepas BALB/c e C57Bl/6, com idade entre 8 e 10 semanas, fornecidos pelo 

laboratório dos Profs. Bing K. Lam e Yoshihide Kanaoka, Department of Medicine, 

Division of Rheumatology, Immunology and Allergy, Brigham and Women’s Hospital, 

Harvard Medical School, Boston, Estados Unidos. Células de camundongos 

CysLT1R(-/-), animais deficientes que não produzem o receptor de leucotrieno do 

tipo 1 (Maekawa A et al., 2002), com idade entre 8 e 10 semanas foram igualmente 

cedidos pelo laboratório dos Profs. Bing K. Lam e Yoshihide Kanaoka. Como 

controle genético para os camundongos CysLT1R(-/-), utilizou-se animais BALB/c e 

C57Bl/6, visto que o mesmo foi produzido para as duas cepas. Os experimentos 

realizados com estes animais foram iniciados pelo Prof. Pedro Paulo Elsas, 

trabalhando em Boston, e as amostras obtidas foram analisadas por mim, no Brasil.  

Os experimentos realizados no nosso laboratório, no Instituto Fernandes 

Figueira-FIOCRUZ, foram utilizados camundongos isogênicos machos e fêmeas da 

cepa BALB/c, entre 8 e 10 semanas de idade, foram fornecidos pelo Biotério Central 

da FIOCRUZ (CECAL), Rio de Janeiro.  

O presente projeto encontra-se inserido no projeto intitulado "Eosinofilia na 

Asma Experimental", anteriormente encaminhado para Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Fiocruz, sob o protocolo No P0107-02. Os experimentos foram 

desenvolvidos de acordo com os "Princípios para a Pesquisa Envolvendo o Uso de 

Animais" aprovados pela CEUA-FIOCRUZ. 
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3.3 – Metodologia 

3.3.1 – Obtenção de Células de Medula Óssea 

Camundongos foram eutanasiados com injeção letal por via intraperitonial 

de Tribromoetanol 400 mg/kg (Sigma® Ref. No: T48402). Os dois fêmures foram 

retirados sob condições assépticas, e foram acondicionados com meio RPMI 1% 

FCS. Posteriormente, a cavidade óssea de cada fêmur foi lavada com o mesmo 

meio, usando-se seringa e agulha 22G. A suspensão foi homogeneizada e realizada 

contagem de células pelo método de Turk´s em Hemocitômetro. Em seguida foi 

retirada uma pequena amostra de células e realizada a citocentrifugação a 30g e as 

lâminas formadas foram fixadas as lâminas em 10% de Formaldeído diluido em 

solução de PBS (10%Formol/PBS). para contagem diferencial de células após 

coloração para peroxidase resistente ao cianeto (Ten et al., 1989). As células fixadas 

são coradas pela técnica da peroxidase resistente ao cianeto (Ten et al., 1989) e 

contracoradas com hemaoxilina de Harri´s permitindo, através de contagem 

diferencial, analisar a porcentagem de eosinófilos. 

3.3.2 – Cultura Líquida de Precursores da Medula Óssea 

A cultura líquida foi estabelecida ressuspendendo células (obtidas como 

descrito no item 3.3.1) em meio RPMI 10% FCS.  106células/mL foram plaqueadas 

em placas de 24 poços (Nunclon Δ Surface - Cat. N0: 142475 - NUNCTM Brand 

Products), na presença de IL-5 a 1ng/mL. Nos poços foram adicionadas drogas, 

farmacos e mediadores lipídicos, que eram objetos de estudo, em diferentes 

concentrações, separados ou em conjunto e todos os pontos foram feitos em 

duplicata. A cultura foi incubada a 370 C, por 5 ou 7 dias, em estufa úmida, com 

atmosfera de 5% de CO2. Após o tempo de incubação, as células no poço são 

ressupendidas com pipeta e uma pequena amostra da suspensão celular formada é 

obtida e contada em hemocitômetro e, através deste procedimento, calculamos o 

número de células totais no poço. A mesma suspensão foi citocentrifugada a 30g e 

as lâminas formadas foram fixadas as lâminas em (10%Formol/PBS). As células 

fixadas são coradas pela técnica da peroxidase resistente ao cianeto (Ten et al., 

1989) e contracoradas com hemaoxilina de Harri´s permitindo, através de contagem 

diferencial, analisar a porcentagem de eosinófilos. A obtenção do número absoluto 

de eosinófilos na cultura, correlacionamos a porcentagem de eosinófilos com o 
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número células totais obtida de cada cultura ((no células totais X % células 

EPO+)/100). 

 

3.4 – Técnicas de Contagem, Fixação e Coloração 

3.4.1 – Contagem de Células Totais 

As células em suspensão foram diluídas em solução corante de Turk´s na 

proporção 1:10 (células para cultura provenientes da medula óssea) ou 1:2 (células 

provenientes da suspensão celular após 5 ou 7 dias de cultura), e as células totais 

foram contadas em Hemocitômetro (Câmara de Neubauer). 

3.4.2 – Citocentrifugação e Coloração para Peroxidase Resistente ao 

Cianeto 

A suspensão celular foi citocentrifugada a 30g por 6 min, em citocentrífuga 

modelo Cytospin 3 (Cat. N0: 74000102 - Shandon - England). As células na lâmina 

foram então fixadas em Formol 10% em PBS por 10 minutos. As lâminas fixadas 

foram avaliadas utilizando o método desenvolvido por Ten e colaboradores  (Ten et 

al., 1989). Para coloração usamos o kit de sistema de coloração com DAB (Liquid 

DAB+ Substrate Chromogen System Ref. No: K3468 – Fabricante DakoCytomation 

Via Real Carpinteria, CA, USA). Para cada 1 mL de solução cromógena, 

adicionamos 10μL de cianeto de potássio 600 mM em tampão fosfato (pois a 

peroxidase do eosinófilo de camundongo é a única resistente à adição de cianeto ao 

sistema) e 10μL de H2O2 30%. As células foram incubadas com esta solução final 

por 5 minutos em câmara úmida, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em 

seguida as lâminas foram lavadas com PBS e contra-coradas com solução corante 

hematoxilina por 10 minutos. Os eosinófilos corados por esta técnica aparecem 

como células marcadas com um precipitado marrom nos seus grânulos 

citoplasmáticos e um núcleo corado em roxo pela hematoxilina enquanto as demais 

células (mesmo que possuam peroxidase) aparecem coradas apenas de roxo, pois 

suas peroxidases são inativadas pelo cianeto, permitindo assim a fácil diferenciação 

entre os eosinófilos e as demais células. 
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3.4.3 – Corantes  

Turk´s: A solução Turk´s foi preparada com 2mL de ácido acético glacial 

adicionado de 1mL de cristal violeta 1% em metanol e completada com água 

deionizada ou destilada até o volume final de 100mL.  

Hematoxilina de Harry’s: A solução corante foi preparada pesando 5g de 

cristais de hamatoxilina e 100g de alúmen de potássio, dissolvida, sob calor, em uma 

solução preparada com 50mL de álcool absoluto, 2,5mL de ácido de mercúrio, em 

agua destilada suficiente para 1L. 

 

3.5 – Análise Estatística 

Todos os dados obtidos foram submetidos à análise fatorial da variância, 

acompanhada do teste de Tukey. P < 0,05 foi considerado significativo. Para 

comparação de resultados com apenas dois grupos, foi utilizado o teste t não 

pareado, com variâncias reunidas. Todas as análises foram realizadas utilizando o 

programa Systat (Systat 5.04 for windows – Systat, Inc. Everston, IL, USA). 
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4. Resultados 
 

4.1 – Efeito dos Inibidores da Ciclooxigenase e dos Cisteinil-
Leucotrienos em Cultura de Medula Óssea. 

   

Trabalhos anteriores do laboratório mostraram que a indometacina e a 

aspirina, potenciavam a resposta de progenitores e precursores eosinofílicos em 

cultura de medula óssea de animais BALB/c naive (Lintomen et al, 2002). Como a 

literatura indica que os CisLTs potenciam a formação de colônias eosinofílicas de 

medula óssea humana (Braccioni et al., 2002), e como existe a hipótese de que os 

efeitos dos inibidores de COX podem ser, em condições especificas, mediados por 

CisLTs (Obase et al., 2005; Szczecklik, 1990), procuramos comparar os efeitos 

dessas duas classes de agentes em cultura liquida de medula óssea murina. 

A Figura 4.1.A mostra uma curva dose-resposta da ação da indometacina e 

aspirina sobre os precursores eosinofílicos na presença de IL-5 a 1ng/mL em cultura 

líquida de medula óssea de camundongos BALB/c. Observamos que ambos os 

inibidores apresentam um efeito dose-dependente; nas doses eficazes aumentam o 

número absoluto de eosinófilos presentes na cultura (Indometacina 10-7M - P< 

0,001; Aspirina 10-8M - P= 0,007 em relação ao controle com IL-5). 

Na Figura 4.1.B, analisamos os efeitos dos três CisLT (LTD4, LTC4, LTE4). Os 

três CisLTs potencializaram fortemente a resposta à IL-5 (LTD4 – P=0,036; LTC4 – 

P=0,006; LTE4 – P=0,001), não sendo observadas diferenças de atividade entre os 

três CisLT em cultura, nas concentrações testadas.  

O efeito dos CisLTs em cultura é dependente de IL-5, visto que culturas 

estabelecidas com LTD4 na ausência de IL-5 não potencia a eosinopoiese (em 

relação ao grupo LTD4+IL-5 P<0,001). 

A Figura 4.1.C mostra uma curva dose-resposta da ação do LTD4, nas mesmas 

condições que na Figura 4.1.A. Observamos que o LTD4 apresenta um efeito 

potenciador comparável ao dos inibidores da COX nas concentrações de 10-8 e 10-9 
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M (P<0,01 para ambas as doses em relação ao controle IL-5), de forma compatível 

com as afinidades esperadas para a interação do LTD4 com o CysLT1R (Kanaoka Y, 

2004). 

A Figura 4.1.D apresenta a relação da IL-5 na ação do LTD4. O LTD4 é 

funcional na presença de IL-5, mas na ausência da IL-5, observa-se a diminuição do 

número de células EPO+ ao nível mais baixo que o basal com IL-5, mostrando que a 

IL-5 é necessária para a ação dos CisLTs (P< 0,001 em relação aos controles 

somente com IL-5 e IL-5+LTD4). 

A Figura 4.1.E, apresenta o efeito do LTD4, da indometacina e da aspirina 

sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea de camundongos C57Bl/6 naives. 

Observamos que, o LTD4, a indometacina e a aspirina, potenciam a eosinopoiese 

nesta cepa de maneira comparavel à observada com BALB/c (LTD4 10-8M - P= 0,014 

Indometacina 10-7M – P= 0,009; Aspirina 10-8M - P= 0,007 em relação ao controle 

com IL-5 apenas). 
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Figura 4.1 – Efeito dos Inibidores da Cicloxigenase e dos Cisteinil-Leucotrienos sobre 
a modulação da Eosinopoiese em cultura líquida de medula óssea. - Os resultados são 
apresentados como o número absoluto (média+EPM) de eosinófilos em cultura líquida de 
medula óssea de camundongos BALB/c (Paineis A, B, C, D) e C57/Bl6 (Painel E) naive na 
presença de IL-5 a 1ng/mL por 7 dias. Painel A, efeito da indometacina (Indo) e aspirina 
(Asp) nas concentrações indicadas. Painel B, efeito dos cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4, 
LTE4). Painel C, curva dose-resposta de LTD4. Painel D, a importância da IL-5 para ação do 
LTD4. Painel E, efeito da Asp, Indo e LTD4 nas concentrações indicadas em camundongos 
da CEPA C57/Bl6. Os dados foram obtidos com n entre 3 a 5. * indica diferença significativa 
(P<0.05) em relação ao respectivo controle com IL-5. 
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4.2 – Análise dos efeitos do agonista 15R-PGD2 sobre a cultura de 
medula óssea. 

 

A indometacina foi recentemente descrita como um agonista específico do 

CRTh2, receptor de PDG2 envolvido na resposta quimiotática de eosinófilos, 

basófilos, linfócitos e neutrófilos (Hirai et al., 2002). O mesmo trabalho mostra que o 

tratamento com anti-CRTh2 inibe a migração destes tipos celulares. O mesmo efeito 

não foi observado com aspirina e outras NSAIDs, sendo o efeito específico para 

indometacina. Portanto, torna-se importante avaliar se os efeitos da indometacina 

sobre a eosinopoiese da medula óssea envolviam receptores de PGD2.  

Para testar esta hipótese, utilizamos o 15R-PGD2, um agonista dos 

receptores de PGD2 (tanto os receptores DPs quanto o CRTh2 - Monneret et al., 

2003). A Figura 4.2 mostra que o 15R-PGD2 não aumenta a produção de eosinófilos 

em cultura de medula óssea. Isto nos permite excluir o envolvimento dos receptores 

de PGD2 nas ações da indometacina em nossas condições experimentais. 

 

 45



Dissertação de Mestrado – Tulio Queto 
 

 
Figura 4.2 – Incapacidade do agonista 15R-PGD2 em estimular a eosinopoiese em 
cultura de medula óssea. Os resultados são apresentados em número absoluto 
(média+EPM) obtidos como descritos na Figura 4.1. O gráfico apresenta o efeito do 
15(R)PGD2 (análogo da PGD2) sobre a eosinopoiese na medula óssea nas concentrações 
de 10-7 a 10-10M (15R). Os dados foram obtidos com n 3. 
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4.3 – Análise dos efeitos do bloqueio da FLAP e do CisLT1R sobre a 
resposta ao LTD4, a Indometacina e a Aspirina em cultura de 

medula óssea. 

 

Procuramos em seguida avaliar se a produção endógena de CisLT poderia 

contribuir para os efeitos da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese. Para 

isso utilizamos o inibidor da FLAP, MK886 e os antagonistas do CisLT1R,  

montelukast e MK571.  

A Figura 4.3.A mostra que o MK886 é capaz de bloquear completamente os 

efeitos da indometacina (P< 0,001) e da aspirina (P= 0,010) sobre a eosinopoiese 

em cultura de medula óssea. Em contraste, o MK886 nao teve efeito na ausência de 

indometacina (em relação aos controles: IL-5 - P= 1,000; IL-5 + MK886 - P= 0,999) e 

aspirina (em relação aos controles: IL-5 - P= 0,997; IL-5 + MK886 - P= 0,976) . O 

MK886, como esperado, não interfere com a ação do LTD4 (em relação aos 

controles: IL-5 - P= 0,026; IL-5 + MK886 - P= 0,012; IL-5 + LTD4 - P= 1,000) 

A Figura 4.3.B mostra que a adição do MK571 é capaz de bloquear os efeitos 

da indometacina (em relação aos controles: IL-5 - P= 0,998; IL-5 + MK571 - P= 

0,816; IL-5 + Indo - P= 0,030) e do LTD4 (em relação aos controles:  IL-5 - P= 0,974; 

IL-5 + MK571 - P= 0,873; IL-5 + LTD4 - P< 0,001) sobre a eosinopoiese em cultura 

de medula óssea.  

A Figura 4.3.C mostra que o Montelukast, igualmente ao observado com 

MK571, bloqueia completamente os efeitos induzidos pela indometacina (em relação 

aos controles:  IL-5 - P= 0,594; IL-5 + montelukast - P= 0,391; IL-5 + Indo - P= 

0,014), pelo LTD4 (em relação aos controles:  IL-5 - P= 0,266; IL-5 + Montelukast - 

P= 0,374; IL-5 + LTD4 - P< 0,001) e pela aspirina (em relação aos controles:  IL-5 - 

P= 0,999; IL-5 + Montelukast - P= 1,000; IL-5 + Asp - P=0,010).  

A adição dos três bloqueadores não teve efeito na ausência dos moduladores. 

A concordância de efeitos entre o inibidor da FLAP e os antagonistas do CisLT1R 

sugere que os efeitos da indometacina e da aspirina são mediados pela produção 

endógena de CisLT, por uma via dependente tanto da FLAP como do CisLT1R .
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Figura 4.3 – Bloqueio dos efeitos da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese 
em cultura de medula óssea pelo MK886, MK571 e montelukast. Os resultados são 
apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de camundongos da cepa 
BALB/c, como descritos para a Figura 4.1. Efeitos do bloqueador da FLAP, MK886 (Painel 
A), e dos inibidores competitivos do CisLT1R, MK571 (Painel B) e Montelukast (Painel C) 
sobre a ação do LTD4,  indometacina (Indo) e aspirina (Asp). Os dados foram obtidos com n 
entre 3 a 6. * indica diferença significativa (P<0.05) em relação ao respectivo controle com IL-
5. # indica diferença significativa (P<0.05) em relação ao controle isento de inibidor. 
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4.4 – Análise da resposta da medula óssea de animais deficientes 
para CysLT1R. 

 

Tendo obtido evidencia farmacológica de um envolvimento dos CisLT na ação 

da indometacina e da aspirina, procuramos em seguida confirmar estas observações 

utilizando camundongos CysLT1R(-/-), que são deficientes para o receptor de CisLT 

do tipo 1. 

A Figura 4.4.A (controle genético BALB/c) e 4.4.B (controle genético C57BL/6) 

apresentam a resposta dos animais deficientes para CysLT1R. Os resultados 

mostram que animais deficientes para CysLT1R não respondem à estimulação por 

nenhum dos três agentes, em nenhum dos dois grupos genéticos apresentados, 

como esperado a partir das nossas observações com MK571 e montelukast. 
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 Figura 4.4 – Comparação dos efeitos do LTD4, da indometacina e da aspirina sobre a 
eosinopoiese em cultura de medula óssea de camundongos normais e deficientes ao 
CysLT1R. Os resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) obtidos 
como descritos na Figura 4.1. Efeito do LTD4, indometacina e aspirina em animais 
CysLT1R(-/-) e wild tipe BALB/c (Painel A) e C57BL/6 (Painel B). * indicam diferenças 
significativas (P<0.05) em relação aos respectivos controles com IL-5. # indica diferença 
significativa (P<0.05) em relação ao Wild Tipe. Os dados foram obtidos com n 3. 
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4.5 – Interferência dos CisLT e dos inibidores da ciclooxigenase 
com a ação da PGE2 em cultura de medula óssea. 

 

A PGE2 induz apoptose em eosinófilos produzidos em cultura de medula 

óssea (Jones et al., 2004). Em contraste, tanto os CisLT quanto os inibidores da 

ciclooxigenase, elevam o número de células EPO+. Em conseqüência, procuramos 

verificar se LTD4, indometacina e aspirina eram capazes de antagonizar os efeitos 

da PGE2 em cultura. 

Primeiramente, realizamos experimentos associando LTD4 com varias 

concentrações de PGE2, avaliando tanto o 5o (Figura 4.5.A) quanto o 7o (Figura 

4.5.B) dia de cultura líquida, tendo em vista a possibilidade de que a interação 

desses agentes modificasse as relações dose-resposta ou a cinética de efeitos.  

Observamos que, já no dia 5 de cultura, a PGE2 induziu a apoptose de 

eosinófilos nas concentrações de 10-6 (P=0,004) e 10-7M (P=0,009) mas não 10-8M. 

O LTD4 na concentração de 10-8M bloqueou o efeito da PGE2 (em relação aos 

controles: PGE2 10-6M -P<0,001; PGE2 10-7M - P=0,002). No dia 7 a PGE2 teve 

efeito nas concentrações de 10-6 (P=0,043) e 10-7M (P=0,022). O LTD4 bloqueou sua 

ação nas duas concentrações (em relação aos controles: PGE2 10-6M - P=0,002; 

PGE2 10-7M - P=0,002). O bloqueio pelo LTD4 não se limitou a conduzir a resposta 

ao niveis basais observado com IL-5, mantendo-a num patamar semelhante ao 

observado com LTD4 que foi significativamente diferente dos controles IL-5 tanto no 

dia 5 (PGE2 10-6M - P=0,006; PGE2 10-7M - P=0,032) como no dia 7 (PGE2 10-6M - 

P=0,031; PGE2 10-7M - P=0,021). 
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Figura 4.5 – Efeito protetor do LTD4 contra a PGE2 sobre a eosinopoiese em cultura 
de medula óssea. Os resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) de 
eosinófilos de camundongos da cepa BALB/c em cultura líquida de medula óssea, de 5 dias 
(Painel A) e 7 dias (Painel B) de duração, avaliado como descrito na Figura 4.1. * indicam 
diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle com IL-5. # indicam diferenças 
significativas (P<0.05) em relação ao controle com PGE2 e IL-5 apenas. Os dados foram 
obtidos com n entre 3 a 4. 

 
 

 

 52



Dissertação de Mestrado – Tulio Queto 

Em seguida, avaliamos se os inibidores da COX reproduziriam os efeitos do 

LTD4. A Figura 4.6.A mostra que tanto a indometacina (P<0,001) como a aspirina 

(P=0,001) foram capazes de reverter a ação da PGE2. Esse bloqueio pela 

indometacina e aspirina não se limitou a conduzir a resposta aos níveis basais 

observado com IL-5, mantendo-os num patamar semelhante ao observado 

indometacina ou aspirina, que foi significativamente diferente dos controles IL-5 

(P=0,002 para ambos os inibidores).  

A Figura 4.6.B apresenta fotomicrografias para avaliação da morfologia das 

das culturas cujos resultados são apresentados na Figura 4.6.A. Pode-se observar 

que a indometacina e a aspirina elevam a relação de células EPO+ contra número 

de células totais, tanto na ausência quanto na presença de PGE2, e diminuem a 

freqüência de achados sugestivos de apoptose nas culturas com PGE2.  
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Figura 4.6 – Bloqueio da ação da PGE2 pela Indometacina e pela Aspirina. Painel A, 
resultados apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de 
camundongos da cepa BALB/c obtidos como descritos na Figura 4.1. * indicam diferenças 
significativas (P<0.05) em relação ao controle indicado em cada caso. Painel B, aspectos 
representativos de culturas correspondentes aos grupos apresentados no Painel A 
(aumento de 1000X, em imersão). Os dados foram obtidos com n entre 3 a 4. 
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Em seguida, procuramos avaliar se a proteção contra a apoptose induzida 

pela PGE2 observada na presença  de LTD4, indometacina e aspirina a cultura, era 

dependente de FLAP e de  CysLT1R, ou seja, resultante da produção endógena de 

CisLT associada ao bloqueio da COX.   

Na Figura 4.7.A observamos que a adição de montelukast a uma cultura com 

IL-5 associada à PGE2 não afeta a ação  da prostaglandina (em relação a: IL-5,  

P=0,001; IL-5+PGE2, 10-7M, P=0,991; IL-5+Montelukast 10-7M P=0,012). Da mesma 

forma, o bloqueio da FLAP pela adição de MK886 também não interferiu na resposta 

à PGE2 em cultura (em relação a: IL-5 P=0,001; PGE2 10-7M =0,999; MK886 10-8M 

P=0,001). Isto significa que estes inibidores não têm efeito por si sós, na ausência 

de moduladores, nem sobre os efeitos da PGE2. 

Por outro lado, o número de células EPO+ foi significativamente aumentado 

na presença de IL-5 associada ao LTD4 10-8M (Figura 4.7.B), indometacina 10-7M 

(Figura 4.7.C), e aspirina 10-8M (Figura 4.7.D), em relação ao controle contendo 

apenas IL-5 (P<0.001 para todos os casos). Por outro lado, proteção contra os 

efeitos da  PGE2 foi observada na presença de LTD4, indometacina e aspirina 

(Figura 4.7B, 4.7C e 4.7D, respectivamente) em relação aos controles contendo  IL-5 

associado à  PGE2 10-7M (P<0,001 para todos os casos). A eficiência do bloqueio 

das ações destes moduladores pelo montelukast foi confirmada, pois  o montelukast 

10-7M adicionado a cultura inibiu a resposta ao LTD4, à aspirina e à indometacina, 

associados à IL-5 (mas na ausência de PGE2), reconduzindo as respostas ao nível 

basal  (em relação aos controles: IL-5, P>0,500 para todos os casos; IL-5+LTD4, 

P=0,041; IL-5+indometacina, P<0,001; IL-5+aspirina, P=0,001). Finalmente, quando 

as culturas são expostas à IL-5 associada tanto à PGE2 quanto ao LTD4, 

indometacina ou aspirina, o bloqueio dos efeitos da prostaglandina por cada um 

destes moduladores pode ser revertido pela adição ao sistema de montelukast (em 

relação aos controles: IL-5 apenas, P<0,018 para todos os casos; IL-5+PGE2, 

P>0,900 para todos os casos; IL-5+PGE2+modulador, P<0,001 para todos os casos). 

A eficiência do bloqueio das ações destes moduladores pelo MK886 foi 

confirmada, pois o MK886 10-8M adicionado a cultura inibiu a resposta à aspirina e à 

indometacina, associados à IL-5 (mas na ausência de PGE2), reconduzindo as 

respostas ao nível basal, mas não inibiu a resposta ao LTD4 nas mesmas condições 

(em relação aos controles: IL-5, P>0,980 para indometacina e aspirina, P<0,001 
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para LTD4; IL-5+LTD4, P=0,123; IL-5+indometacina ou aspirina, P<0,001). 

Finalmente, quando as culturas foram expostas à IL-5 associada tanto à PGE2 

quanto à indometacina ou à aspirina, o bloqueio dos efeitos da prostaglandina por 

cada um destes moduladores pode ser revertido pela adição ao sistema de MK886, 

mas não pode ser revertida na presença de LTD4 (em relação aos controles: IL-5 

apenas, P<0,022 - IL-5+PGE2, P>1,000 - IL-5+PGE2+modulador, P<0,001 para IL-

5+PGE2+MK886+indometacina ou aspirina; IL-5 apenas, P=0,004; IL-5+PGE2, 

P<0,001; IL-5+PGE2+modulador, P=0,984 para IL-5+PGE2+MK886+LTD4). 
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Figura 4.7 – Recuperação da ação da PGE2 sobre a eosinopoiese em cultura de 
medula óssea de camundongos normais pelo bloqueio da FLAP e do CisLT1R. Os 
resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de 
camundongos da cepa BALB/c obtidos como descrito na Figura 4.1. O Painel A corresponde 
a análise de experimentos apenas com IL-5; o Painel B, LTD4, o Painel C, indometacina 
(Indo); o Painel D, aspirina (Asp); em todos os casos, associados ou não com: PGE2, 
Montelukast, MK886 nas concentrações indicadas. * indicam diferenças significativas 
(P<0.05) entre os grupos indicados. Os dados foram obtidos com n entre 4 a 7. 
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5. Discussão 
 

Os dados relatados neste trabalho apontam para duas vias através das quais 

sinais externos são traduzidos em respostas celulares opostas – por um lado a 

apoptose (descrito em Jones et al., 2004), por outro lado aumento da sobrevida e 

diferenciação – no curso do desenvolvimento de eosinófilos murinos em cultura de 

medula óssea estimulada pela IL-5.  A PGE2 induz apoptose através de  uma nova 

via, envolvendo a indução de produção de NO pela isoforma indutível da sintase de 

NO (iNOS), seguida de ativação do receptor de morte CD95 pelo seu ligante (Jones 

et al., 2004). Contudo, a maioria das drogas e citocinas estudadas até hoje neste 

sistema levam ao aumento da produção de eosinófilos. Seus mecanismos de 

transdução de sinal são ainda desconhecidos.  No caso da dexametasona, o 

aumento da produção de eosinófilos é acompanhado de aquisição de resistência às 

ações pró-apoptóticas da PGE2, o que poderia ser devido à regulação negativa da 

expressão da iNOS (Jones et al. 2004). Até o presente estudo, no entanto, não havia 

nenhum mecanismo definido para os efeitos potenciadores da indometacina e da 

aspirina. O nosso trabalho faz parte de um esforço para definir as relações entre: a) 

as vias de sinalização envolvendo o aumento na produção de eosinófilos; e b) os 

mecanismos que se opõem à atuação da PGE2.  

 

Os efeitos potenciadores dos CisLTs e das NSAIDs oferecem uma ferramenta 

experimental ímpar para  abordar estas questões. 

 

Os resultados obtidos, em conjunto, sugerem que os efeitos da indometacina 

e da aspirina poderiam ser mais facilmente explicados por um mecanismo 

dependente de CisLTs do que pela sua conhecida capacidade de interferir com a 

produção de PGE2 e de outros prostanóides. 

Discustiremos estes mecanismos avaliando o papel do CisLT e CysLT1R na 

produção de eosinófilos, a relação entre as vias da COX e da 5-LO na resposta à 

indometacina e aspirina, o que os resultados implicam para a regulação recíproca 

destas duas vias e as implicações dos resultados para outros sistemas. 

a) Modulação positiva da eosinopoiese pelos CisLT. Nós observamos que os 

CisLT, independentemente de sua natureza ou afinidade pelo receptor de CisLT, 
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modulam positivamente a eosinopoiese na medula óssea de camundongo, de forma 

consistente com a sua capacidade de potencializar a formação de colônias 

eosinofílicas a partir da medula óssea humana.  

O efeito dos CisLT na medula óssea é estritamente dependente da presença 

de IL-5, mostrando que eles modulam a resposta a esta citocina, mas não 

substituem o estímulo que ela provê. É importante lembrar que outros estudos 

afirmam que a expressão de CysLT1R em eosinófilos é regulada pela IL-5 (Thivierge 

et al., 2000). 

Nossos resultados permitem igualmente definir quais, dentre os tipos 

conhecidos de receptor para CisLT, são necessários para estes efeitos modulatórios. 

O bloqueio dos efeitos dos CisLT por  MK-571 e Montelukast confirma que as ações 

dos CisLT ocorrem diretamente através de CysLT1R, visto que estes dois 

antagonistas são seletivos para CysLT1R. Nesse caso, nossos dados são 

igualmente coerentes com os já apresentados na literatura, onde células 

progenitoras CD34+ da medula óssea apresentam exclusivamente CysLT1R na 

membrana. O efeito foi observado numa faixa de concentrações compatível com a 

afinidade conhecida dos receptores de CisLT (Bäck, 2002), o que reforça a idéia do 

envolvimento destes.  

A hipótese do envolvimento dos CysLT1R nas respostas observadas é 

reforçada pelos resultados obtidos com animais deficientes em CysLT1R, que se 

mostraram incapazes de responder ao LTD4 em cultura de medula óssea. Assim, os 

dados de inibição farmacológica, a relação dose-resposta, o padrão de expressão do 

receptor CysLT1R e os resultados com animais geneticamente modificados apontam, 

de forma coerente, para o envolvimento deste subtipo de receptor. 

Um aspecto importante do nosso estudo diz respeito à capacidade dos CisLT 

antagonizarem as ações da PGE2 exógena no sistema (Jones et al., 2004).  A PGE2 

promove uma drástica queda no número de células EPO+ recuperadas da cultura 

(Gaspar Elsas et al., 2000a), ao induzir apoptose. Por outro lado, os CisLT são 

capazes de proteger eosinófilos em desenvolvimento da apoptose induzida por 

PGE2. Isto significa que os CisLTs dão um sinal de sobrevida que se sobrepõe à 

sinalização pró-apoptótica iniciada pela PGE2, ou, alternativamente, que eles 

impedem a sinalização iniciada pela PGE2 de dar início ao processo de apoptose. 

No presente estudo, não foi possível distinguir entre estas hipóteses, o que poderia 
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ser feito, por exemplo, analisando os efeitos dos CisLT sobre a expressão de iNOS 

nas células em cultura, ou sobre a expressão de CD95 e CD95L.  Mesmo assim, o 

experimento foi  muito importante, visto que forneceu os controles indispensáveis 

para interpretar experimentos semelhantes utilizando os inibidores da COX para 

bloquear os efeitos da PGE2 exógena. 

Cabe lembrar que o uso dos antagonistas do receptor CysLT1R no contexto 

destes experimentos de interação entre LTD4 e PGE2 forneceu evidência de que, 

também neste contexto, os receptores CysLT1R eram essenciais. Isto confirma uma 

suposição importante, ou seja, que a presença de PGE2 na cultura não modifica o 

padrão celular de resposta aos CisLT.  

b) Modulação positiva da eosinopoiese pelas drogas inibidoras de COX. O 

bloqueio dos efeitos da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese pelo MK-

886 sugere que a modulação positiva da eosinopoiese pelas NSAIDs deve-se 

provavelmente a inibição da COX e conseqüente desvio do substrato da via da COX 

para a da 5-LO.   

É importante notar que o MK886, na ausência de inibidores da COX, não teve 

efeito no sistema. Isto significa que uma produção detectável de produtos da 5-LO 

com atividade no sistema não ocorre na ausência de bloqueio da COX. Com o 

bloqueio da COX, no entanto, ocorre produção de CisLT, como demonstrado pelos 

experimentos de bloqueio farmacológico e genético.   

Como esperado, o MK-886 não foi eficiente em bloquear os efeitos do LTD4 

exógeno, visto que o CisLT é no caso um produto final da via que foi bloqueada, 

legitimando a hipótese de que o efeito celular observado ocorra pelos passos 

descritos acima.  

Por outro lado, os resultados indicam que o mecanismo de ação da 

indometacina e da aspirina no sistema não envolve os receptores de PGD2, do 

subtipo  CRTh2: na medula óssea, a 15R-PGD2, agonista com seletividade para este 

subtipo de receptores, não apresenta nenhum efeito sobre o número final de 

eosinófilos, sugerindo que a estimulação destes receptores não tem efeito direto no 

sistema. 

O bloqueio completo dos efeitos da  indometacina e da aspirina pelo bloqueio 

da FLAP e do CysLT1R é igualmente consistente com a suposição de que a 
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produção de derivados da 5-LO é o principal mecanismo de ação dos inibidores da 

COX neste sistema.  

A ausência de um efeito significativo do MK-886 e dos antagonistas do  

CysLT1R, na ausência de inibidores da COX, é igualmente compatível com  dados 

da literatura, demonstrando que o tratamento com montelukast de animais 

imunizados e provocados não modifica o número de células CD34+ e células CD34+ 

que expressam IL-5R RNAm (Mao et al., 2004) na medula óssea.  

Em conjunto, os dados sustentam duas conclusões: a) a de que a ação dos 

inibidores da COX ocorra via CysLT1R e não pelo CysLT2R, visto que ambos os 

bloqueadores são específicos; b) a participação exclusiva dos CysLT1R na regulação 

hematopoiética, visto que em animais CysLT1R (-/-) existem CysLT2R em vários 

tipos celulares, embora não nas células hematopoiéticas (Bautz et al., 2001).  

Semelhantemente aos CisLT exógenos, os dois inibidores da COX são 

igualmente capazes de promover a sobrevida de células da linhagem eosinofílica 

quando estas são cultivadas na presença de PGE2 exógena.  

Esta observação é potencialmente importante, pois nossa suposição, 

sustentada pelos resultados experimentais, é que as duas drogas atuam na 

dependência da síntese de CisLT, e que relatos da literatura sustentam a idéia de 

que a PGE2 regularia negativamente a produção de CisLT; outros experimentos da 

literatura sugerem que o NO (que medeia os efeitos da PGE2) inibiria também a 

produção de CisLT.   

Nossos resultados vão contra esta idéia: a presença de PGE2 não impediu 

nem a indometacina nem a aspirina de atuarem de forma dependente de FLAP e de 

CysLT1R. Mais uma vez, os controles indicam que, na presença de PGE2, tanto os 

moduladores (LTD4, indometacina e aspirina) como os bloqueadores (MK886, 

montelukast) continuaram funcionando da mesma forma que na ausência de PGE2.  

Assim, a explicação mais provável é que a indometacina e a aspirina 

bloqueiem as ações da PGE2 pelo mesmo mecanismo que utilizam para 

potencializar a produção de eosinófilos na ausência de PGE2, ou seja, induzindo a 

produção de CisLT. Neste caso, evidentemente, a PGE2 presente no sistema não foi 

capaz de bloquear esta síntese, como sugerido por dados da literatura.  
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Esta observação é muito importante para definirmos a relação entre as duas 

vias – COX e 5-LO – na regulação da eosinopoiese em cultura de medula óssea. A 

atuação da PGE2 é direta, bastando a presença do agonista, e leva a uma resposta 

celular irreversível (apoptose). A atuação dos inibidores da COX é indireta, 

dependendo da produção endógena de CisLT; por outro lado, os CisLT, quando 

presentes, se opõem à indução de apoptose pela PGE2, e portanto suprimem ou 

superam um sinal pró-apoptótico antes que a resposta celular se torne irreversível.  

Isto estabeleceria uma relação hierárquica entre os dois fenômenos, sendo a 

indução de apoptose pela PGE2 o fenômeno mais básico, e a sua supressão pela 

atuação dos CisLT, que só ocorre em condições específicas (bloqueio da COX), o 

fenômeno secundário, que se sobrepõe ao primeiro. Ou seja, em cultura de medula 

óssea, a via dependente de 5-LO controla a via dependente de COX, e não o 

contrário.   

Nossos achados são consistentes com os mecanismos de desvio (shunting), 

embora deva-se ter em mente que, segundo a literatura, COX e 5-LO utilizam fontes 

distintas de AA (Peters-Golden & Brock, 2000). No momento, ainda não é possível 

construir um modelo de como se passa este shunting, nem se envolve mais de um 

tipo celular presente na cultura, o que é uma possibilidade importante, tendo em 

vista que a síntese transcelular é um fator decisivo na produção dos CisLT nos 

tecidos (Folco & Murphy, 2006). 

c) Implicações dos achados – As observações descritas neste estudo podem 

ter implicações para outras áreas do estudo das alergias. 

Interessantemente, a sensibilização prévia do animal inibe o aumento de 

células moduladas pelas drogas inibidoras de COX (Lintomen et al., 2002). Uma 

possibilidade que explicaria  a perda da resposta aos inibidores da COX  em animais 

sensibilizados seria um efeito de estimulação da produção de CisLT pela 

sensibilização alergênica, levando a um nível basal de produção de CisLT diante do 

qual o acréscimo eventualmente provocado pelo bloqueio da COX não teria mais um 

efeito significativo.  

Alternativamente, os mesmos achados poderiam ser explicados por uma 

perda da capacidade de resposta aos CisLT em células da medula óssea, 

igualmente provocada pela sensibilização.  
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Os resultados descritos aqui não permitem decidir entre estas duas hipóteses, 

mas permitem definir que tipos de experimentos futuros deverão ser realizados para 

resolver estas questões.  

A primeira questão deveria, necessariamente, ser abordada através da 

comparação entre animais normais e sensibilizados, do ponto de vista da expressão, 

na medula óssea, das enzimas principais das duas vias, assim como do ponto de 

vista das quantidades de CisLT geradas em diferentes condições.  

A segunda questão deveria ser abordada comparando-se animais normais e 

sensibilizados do ponto de vista da quantidade de eosinófilos produzida em resposta 

ao LTD4, na presença de IL-5.  

Por outro lado, os mecanismos celulares descritos aqui assemelham-se em 

diversos aspectos àqueles que foram propostos para explicar a patogênese da AIA. 

Esta condição é associada com a broncoconstrição, a rinorréia, a irritação 

conjuntival e a diminuição do fluxo de ar, que podem ocorrer em até 3h após a 

ingestão da aspirina ou de outro NSAID capaz de inibir COX-1 (Obase et al., 2005; 

Stevenson & Szczeklik, 2006; Kim & Park, 2006), em indivíduos predispostos. A 

patogênese desta condição tem sido freqüentemente explicada através de um 

mecanismo de shunting, ocorrendo ao nível dos pulmões, em que o bloqueio do 

consumo de AA pela via da COX permitiria o desvio deste precursor metabólico para 

a geração de CisLT dependente de FLAP.  

Evidentemente, embora os estudos descritos aqui não digam respeito aos 

pulmões, nem envolvam indivíduos asmáticos, algumas das características 

essenciais são semelhantes, pois os efeitos dos inibidores da COX são mediados 

por CisLT endógenos, e a produção destes adquire importância apenas na presença 

de inibidores da COX.   

Apesar destas similaridades, no entanto, algumas diferenças devem ser 

lembradas. Na AERD, a administração de PGE2 exógena tem um importante efeito 

protetor contra ataques agudos de asma induzidos por indometacina (Raud et al., 

1988) e aspirina (Szczeklik et al., 1996). Diferentemente, nossos dados mostram que 

a modulação da resposta pelos CisLT e prostanóides na medula óssea murina é 

necessariamente diferente do observado no pulmão destes pacientes: no pulmão, a 

ação da PGE2 predomina em relação à  dos CisLT (visto que a administração de 
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PGE2 exógena é eficiente em proteger contra ataques agudos de asma);  em cultura 

de medula óssea, o efeito dos CisLT predomina, sugerindo que os fatores ou as 

células envolvidas na regulação e no balanço entre ação de prostanóides e do CisLT 

são diferentes nos referidos ambientes.  

Recentemente, a aspirina foi correlacionada com uma via de biossintese 

alternativa de lipoxina, na qual a COX-2 acetilada gera 15-epi-lipoxina, a qual pode 

ser convertida em lipoxina. Estas são conhecidas pela capacidade de inibir a 

migração de polimorfonucleares, o que lhes confere uma ação anti-inflamatória. 

Contudo, a participação deste mecanismo no nosso sistema é altamente improvável, 

pois: a) os efeitos foram observados tanto com aspirina (que acetila a COX-2 

permitindo a geração de 15-epi-lipoxina) como com indometacina (que não tem esta 

propriedade); b) os nossos estudos foram conduzidos com células em cultura de 

animais normais, que não apresentam níveis significativos de COX-2.  

Em resumo, os experimentos aqui descritos permitem confirmar que os CisLT 

exercem efeitos importantes, tanto diretos, como mediando a ação dos inibidores da 

COX, sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea murina. As características 

destes fenômenos permitem formular hipóteses sobre os mecanismos responsáveis 

pelo desaparecimento da resposta aos inibidores da COX em animais sensibilizados, 

e desenhar os experimentos necessários para testar estas hipóteses. Por outro lado, 

as semelhanças entre os processos básicos aqui descritos e aqueles propostos para 

explicar a fisiopatologia da AIA, cujo um sistema experimental que permitisse avaliar 

seus mecanismos era necessário e fazia grande falta (Obase et al., 2005), permitem 

supor que a cultura de medula óssea forneça um sistema experimental no qual 

algumas das questões fundamentais relativas a AIA possam ser testadas. 
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6. Conclusões 
6.1 – Os Cisteinil-Leucotrienos são capazes de promover a eosinopoiese em 

cultura de medula óssea murina, de forma dependente de IL-5,  e a sua ação ocorre 

exclusivamente através de CysLT1R. 

6.2 – A aspirina e a indometacina promovem a eosinopoiese através da 

produção aumentada de CisLT, e estes CisLTs atuam através de CysLT1R. 

6.3 – Os efeitos da indometacina no sistema não são reproduzidos por um 

agonista do receptor de PGD2 do subtipo CRTH2. 

6.4 – Os CisLTs, exógenos ou endógenos (produzidos em presença de 

aspirina ou de indometacina em cultura de medula óssea) são capazes de proteger 

as eosinófilos em desenvolvimento das ações pró-apoptóticas da  PGE2. 

6.5 – A inibição da produção de CisLT (através do bloqueio por MK-886) ou o 

bloqueio da ação dos CisLTs (através do bloqueio do CysLT1R pelo Montelukast) 

restabelece a ação pró-apoptótica da PGE2 sobre a cultura de células de medula 

óssea. 

6.6 – Estes dados, em conjunto, mostram que os CisLTs exercem importantes 

efeitos regulatórios sobre a eosinofilopoiese em cultura de medula óssea murina, 

tanto diretamente como intermediando as ações de agentes anti-inflamatórios não-

esteroidais. 

6.7 – Em conjunto, os dados mostram igualmente que, neste modelo 

experimental, a PGE2 exógena não é capaz de interferir com a geração de CisLT em 

resposta a agentes anti-inflamatórios não-esteroidais, enquanto os CisLTs 

conseguem anular os sinais pró-apoptóticos dados pela PGE2, estabelecendo desta 

forma uma hierarquia, na qual sinais dados produzidos através da via da 5-

lipoxigenase regulam sinais transmitidos através da via das ciclooxigenases.  
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	Figura 1.1 – Eosinopoiese. Esquema simplificado da via de formação de eosinófilos a partir de células tronco hematopoiéticas. As setas azuis indicam as etapas de formação de eosinófilos; as setas cinzas, a formação de outras células hematopoiéticas. As citocinas envolvidas com cada etapa da maturação eosinofílica estão indicadas em vermelho. Em destaque no quadro, um eosinófilo murino revelado por reação histoquímica da peroxidase do eosinófilo resistente ao cianeto (Produção da figura por Tulio Queto. Baseada em Mcnagny et al., 2002; Iwasaki et al., 2005; Denburg et al., 1985; Elsas et al., 2003; Rothenberg et al., 2005).
	Prostaglandinas – Via das ciclooxigenases 
	Figura 1.2 – Principais vias de metabolização do Ácido Araquidônico. A figura apresenta as duas principas vias correlacionadas com este trabalho. As vias em azul escuro representam as vias de formação de prostanóides e leukotrienos com seus produtos intermediários e finais. Em verde, as enzimas envolvidas com cada etapa da via. Em ciano, os receptores em que cada componente atua. Em vermelho, antagonistas e bloqueadores usados no trabalho e locais da via onde atuam.
	 
	 Os prostanóides são importantes mediadores da inflamação. As PGE2 e PGI2 sinergizam, nos sítios inflamatórios, com outros mediadores solúveis da inflamação, como histamina e bradicinina, contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular e hiperalgesia (Ushikubi et al., 2000).  
	No tocante à inflamação alérgica, a PGD2 parece ter um papel importante, uma vez que os mastócitos, liberam quantidades importantes deste mediador durante a desgranulação; por outro lado, animais deficientes para o receptor DP produzem menos IgE após sensibilização e desafio com ovalbumina (Matsuoka et al., 2000), o que sugere uma contribuição da PGD2 em reforçar os mecanismos pró-alérgicos. Em linfócitos T helper 2 (Th2), linfócitos T citotóxicos, basófilos e eosinófilos, encontram-se dois diferentes tipos de receptores para PGD2: DP2 (receptor 2 da PGD2) e CRTh2 (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 cells). O CRTH2, quando ativado pela PGD2 ou por outros agonistas, induzem migração celular, com recrutamento de eosinófilos para sítios inflamatórios em modelos animais de dermatite atópica e de asma alérgica (Spik et al. 2005).  

	Cisteinil-leucotrienos – Via da 5-lipoxigenase 





	 Figura 4.4 – Comparação dos efeitos do LTD4, da indometacina e da aspirina sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea de camundongos normais e deficientes ao CysLT1R. Os resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) obtidos como descritos na Figura 4.1. Efeito do LTD4, indometacina e aspirina em animais CysLT1R(-/-) e wild tipe BALB/c (Painel A) e C57BL/6 (Painel B). * indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação aos respectivos controles com IL-5. # indica diferença significativa (P<0.05) em relação ao Wild Tipe. Os dados foram obtidos com n 3.
	Figura 4.5 – Efeito protetor do LTD4 contra a PGE2 sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea. Os resultados são apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de camundongos da cepa BALB/c em cultura líquida de medula óssea, de 5 dias (Painel A) e 7 dias (Painel B) de duração, avaliado como descrito na Figura 4.1. * indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle com IL-5. # indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle com PGE2 e IL-5 apenas. Os dados foram obtidos com n entre 3 a 4.
	  
	Figura 4.6 – Bloqueio da ação da PGE2 pela Indometacina e pela Aspirina. Painel A, resultados apresentados em número absoluto (média+EPM) de eosinófilos de camundongos da cepa BALB/c obtidos como descritos na Figura 4.1. * indicam diferenças significativas (P<0.05) em relação ao controle indicado em cada caso. Painel B, aspectos representativos de culturas correspondentes aos grupos apresentados no Painel A (aumento de 1000X, em imersão). Os dados foram obtidos com n entre 3 a 4.


