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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Resumo  

TESE DE DOUTORADO 

A provocação por via respiratória com ovalbumina (OVA) em camundongos 

sensibilizados promove, na medula óssea (MO), eosinopoiese, resposta exacerbada 

à Interleucina(IL)-5, e mudanças no padrão de resposta em cultura à eotaxina, à IL-

13 e aos antiinflamatórios não esteroidais (NSAIDs). Em cultura de MO, a 

Prostaglandina (PG) E2 induz apoptose de eosinófilos, por via dependente de NO 

sintase indutível (iNOS) e ligante de CD95 (CD95L), enquanto a dexametasona 

(DEXA) promove eosinopoiese, gerando eosinófilos agregados e morfológicamente 

imaturos e protege contra da apoptose induzida por PGE2, provavelmente por 

mecanismos que regulem a expressão ou ativação de integrinas. No presente 

trabalho avaliamos se: a) in vitro, os efeitos dos NSAIDs, da IL-13 e da eotaxina 

dependem da produção de cisteinil-leucotrienos (CisLT) e da sinalização via receptor 

1 de CisLT (CysLT1R); b) in vitro, a DEXA regula expressão de VLA-4, que 

promoveria a agregação e imaturidade dos eosinófilos, e se PGE2 contrapõe a ação 

da DEXA; c) in vivo, G-CSF e dietilcarbamazina (DEC) promoveriam eosinopenia 

medular e sistemica e se inibiriam a inflamação pulmonar alérgica. Resultados: a) 

NSAIDs, eotaxina e IL-13 potencializam a eosinopoiese via produção de CisLT e 

sinalização via CysLT1R. Os NSAIDs ainda protegem os eosinófilos da apoptose 

induzida por PGE2 exógena. b) A interação farmacológica entre PGE2 e DEXA 

modificam a ação de ambas, de forma estreitamente relacionada sobre a expressão 

de VLA-4 e, em condições específicas, esses agentes sinergizam gerando 

quantidades aumentadas de eosinófilos maduros. c) A DEC, inibidor da síntese de 

LTs, que na filariose experimental possivelmente atua via iNOS, inibe a eosinopoiese 

e os efeitos da provocação sobre o pulmão e a MO, através da via iNOS-CD95L. O 

Fator Estimulante de Colônias de Granulócitos (G-CSF), estimulante da 

neutropoiese, igualmente inibiu a inflamação pulmonar alérgica através da inibição 

da eosinopoiese. Este trabalho é parte do projeto intitulado "Eosino filia na 

Asma Experimental", licenciado pela Comissão de Éti ca no Uso de Animais 

(CEUA) da Fiocruz, sob n os L010/04 e L002/09. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
ABSTRACT  

TESE DE DOUTORADO 

Our laboratory has previously shown that airway allergen challenge in 

ovalbumin-sensitized mice rapidly induces an increase in bone-marrow (BM) 

eosinophil production (eosinopoiesis), along with an increased response to 

Interleukin(IL)-5 in BM culture,  changes in the ex vivo responses to cytokines and 

immunomodulators, including nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and 

cysteinyl-leukotrienes (CysLT), and colonization of the lungs by eosinophil 

progenitors. Early in the course of  IL-5-induced eosinophil differentiation in BM 

culture, Prostaglandin E2 (PGE2) induces apoptosis, through a pathway dependent 

on the inducible isoform of NO synthase (iNOS) and the ligand for CD95 (CD95L). 

NSAIDs enhance eosinopoiesis and protect eosinophils in this critical period from 

exogenous PGE2, through a novel mechanism of action at the celular level. In this 

study, we show that indomethacin and aspirin act through endogenously synthesized 

CysLT, by establishing the essential roles of 5-lipoxygenase, LTC4 synthase and 

CysLT1R receptors, as well as the cytoprotective effect of CysLT against exogenous 

PGE2. The similarity between the effects of NSAIDs and  those of eotaxin and IL-13 

prompted us to reevaluate the contribution of endogenous CysLT to the effects of 

these cytokines. We confirmed that eotaxin and IL-13 act through this mechanism, 

and expand therefore the list of agents that, through CysLT, enhance eosinopoiesis, 

protecting immature eosinophils from apoptosis induced through the iNOS-CD95L 

pathway. Dexamethasone promotes BM eosinopoiesis, generating aggregated, 

cytologically immature eosinophils, which are nevertheless protected from PGE2-

induced apoptosis. We examined therefore the possibility that dexamethasone 

upregulates integrin expression/activation, thereby maintaining an immature celular 

phenotype in cultured eosinophils, while PGE2 would have opposite effects on both 

integrin function and cytological maturation. We show that the proapoptotic effects of 

PGE2 are profoundly modified by its pharmacological interaction with 

dexamethasone, paralleling  the effects of both drugs on integrins, and leading to a 

synergic generation of increased numbers of mature eosinophils, in very specific 
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experimental conditions.  Diethylcarbamazine (DEC) is an antihelminthic drug that 

blocks leukotriene synthesis, and possibly acts in experimental filarial infection 

through iNOS. We have examined, for the first time, the effects of DEC in a model of 

allergic pulmonary inflammation, showing that DEC is very effective in preventing the 

impact of airway allergen challenge on BM and lungs, through the in vivo operation of 

the iNOS-CD95L pathway.  Granulocyte Colony-stimulating Factor (G-CSF), which 

stimulates neutropoiesis, mobilizes CD34+ hemopoietic progenitors from BM, and 

exerts complex immunoregulatory effects, was shown in our study to have a strong 

impact in a murine model of allergic pulmonary inflammation. Like DEC, G-CSF 

suppressed BM eosinopoiesis, although through a different mechanism, since DEC 

suppressed neutrophilia in the lungs with no effect on BM neutrophilia/neutropoiesis, 

while G-CSF promoted neutropoiesis and induced blood neutrophilia, even though it 

suppressed eosinopoiesis.  

This work was part of the Research Project “Eosinop hilia in 

Experimental Asthma”, licensed by the Committee on the Ethical Use of 

Laboratory Animals (CEUA) at FIOCRUZ, under numbers  L010/04 and L002/09. 
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1. Introdução1. Introdução1. Introdução1. Introdução    
 

1.1 - Apresentação do problema: mecanismos celulare s de 

regulação da eosinopoiese e sua relação com mediado res e 

moduladores da imunidade 

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 atualmente 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 (1). A denominada asma alérgica caracteríza-se 

pelo aumento dos níveis séricos de Imunoglobulina (Ig)E, inflamação crônica com 

predominância de eosinófilos, e remodelamento das vias aéreas. (2; 3). 

Os estudos sobre a asma alérgica buscam encontrar novos alvos para 

tratamento da mesma, seja por inibir a atuação de diferentes mediadores pró-

inflamatórios, seja por modificar a atuação desses mediadores. Neste campo, a 

grande variedade de metabolitos biologicamente ativos do ácido araquidônico (AA) 

representa um campo da imunofarmacologia de grande interesse para o 

desenvolvimento de novas estratégias de controle da asma alérgica. Estudos 

incluiriam mediadores com ações pró- e anti-inflamatórias, tanto entre os produtos 

da via da cicloxigenase (os prostanóides, incluindo prostaglandinas e tromboxanas)  

como os da 5-lipoxigenase (essencialmente os leucotrienos, incluindo os Cisteinil-

leucotrienos (CisLT) e o Leucotrieno B4). Os CisLT, produzidos pela via da 5-

lipoxigenase (5-LO) a partir do AA, por diferentes populações leucocitárias (em 

especial por mastócitos, basófilos, eosinófilos, neutrófilos e macrófagos), participam 

de diferentes maneiras das reações alérgicas agudas. Muitas das manifestações 

fisiopatológicas essenciais da crise asmática, incluindo a broncoconstrição, a 

hipersecreção de muco e a infiltração por eosinófilos, podem ser reproduzidas 

experimentalmente, em maior ou menor grau, pela administração direta de CisLT, 

atuando sozinhos ou em associação com outros mediadores (4; 5). A relação dos 

CisLT com os eosinófilos, leucócito mais característico do infiltrado no foco alérgico, 

é complexa, pois estas células tanto produzem estes mediadores como respondem a 
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eles (6). 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 

medula óssea no estabelecimento e na perpetuação da inflamação eosinofílica 

pulmonar (4; 5). 

A  Prostaglandina E2 (PGE2), um dos principais produtos da via das 

cicloxigenases, é descrita em alguns estudos apresentando ação anti-alérgica, 

embora tenhamos conhecimento de suas ações pró-inflamatórias, assim como de 

sua contribuição para uma polarização rumo a um perfil Th2 (7; 8). A PGE2 influencia 

diretamente a eosinopoiese na medula óssea, induzindo a  apoptose de eosinófilos, 

em uma fase precoce do seu desenvolvimento, através da produção de óxido nítrico 

(9). Por outro lado, a dexametasona, que possui efeitos anti-inflamatórios de forma 

sistêmica promovendo a apoptose de eosinófilos maduros, assim como a de 

precursores eosinofílicos presentes no tecido pulmonar (10), apresenta em cultura  

medula óssea efeitos paradoxais. A Dexametasona promove uma produção 

aumentada de  eosinófilos que permanecem com um perfil imaturo, do ponto de vista 

morfológico (11). Estudos anteriores do nosso grupo evidenciaram que a 

dexametasona interage a PGE2, inibindo a apoptose de eosinófilos em cultura 

líquida de medula óssea e promovendo  a maturação destes mesmos eosinófilos (9). 

Esta interação, não prevista nos modelos correntes de ação dos glucocorticóides, 

sugere o envolvimento de novos mecanismos de regulação celular, atuantes no 

curso da eosinopoiese. 

No presente trabalho, procuramos explorar os mecanismos celulares 

envolvidos na atuação de PGE2 e dexametasona, com vistas a explicar os efeitos da 

sua associação sobre a eosinopoiese.  Como a dexametasona não apenas forma 

eosinófilos em cultura de células de medula óssea, mas como também promove o 

crescimento destas células agregadas (12), apresentou-se a hipótese de que a 

interação PGE2 – dexametasona envolveria regulação da expressão de integrinas, 

um aspecto que foi avaliado em detalhe no presente estudo. 

Outro ponto de interesse no nosso laboratório é a interação entre as vias da 

cicloxigenase (COX) e da 5-LO, exemplificada pela interação complexa entre CisLT 

e PGE2 no contexto da eosinopoiese, interação esta que apresenta numerosas 
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semelhanças com a mencionada anteriormente, entre dexametasona e PGE2. No 

presente estudo, nos concentramos em alguns aspectos importantes desta 

regulação celular, como se segue:  

1. Avaliação do potencial dos CisLT na regulação da eosinopoiese em 

cultura de medula óssea de camundongo. Dentro desta linha de investigação, 

examinamos a contribuição dos CisLT para os efeitos eosinopoiéticos anteriormente 

descritos, para dois agentes antiinflamatórios não esteroidais (NSAIDs), a 

indometacina e a aspirina. Ainda na mesma linha de pesquisa, avaliamos os efeitos 

da  eotaxina e da IL-13, uma quimiocina e uma citocina respectivamente, sobre a 

eosinopoiese e sua relação com a produção de CisLT. Ao fazê-lo, utilizamos 

estratégias farmacológicas e genéticas que permitem vincular as ações dos agentes 

antiinflamatórios não esteroidais e das citocinas à produção endógena de CisLT na 

cultura. Estes estudos foram essencialmente conduzidos em cultura de medula 

óssea, inclusive pela facilidade de estudar interações farmacológicas em condições 

simplificadas e bem controladas, de forma consistente com a ênfase em 

mecanismos celulares, eminentemente locais, e diretamente relacionados à célula-

alvo da regulação, o precursor eosinofílico. 

2. Avaliação do papel de moléculas de adesão celular na manutenção de 

um fenótipo imaturo de eosinófilos e a sua relação com os efeitos de 

glucocorticóides e prostanóides. Nesta linha de investigação, tiramos proveito do 

fenótipo incomum apresentado por eosinófilos que se desenvolvem em cultura de 

medula óssea na presença de IL-5 associada à dexametasona – células grandes, 

com segmentação nuclear incompleta, relativa escassez de grânulos EPO+ e alto 

grau de agregação homotípica – para avaliar novos alvos moleculares da regulação 

por glucocorticóides, e dissecar as relações entre apoptose e maturação terminal. 

Como no caso anterior, trata-se de estudos de regulação local, conduzidos em 

cultura de células, permitindo a adição de reagentes específicos – drogas e 

anticorpos – em fases precisas do desenvolvimento do eosinófilo, o que seria 

impraticável in vivo. 

3. Avaliação das relações entre os mecanismos celulares analisados acima 

e os mecanismos de regulação sistêmica da eosinopoiese. Dentro desta linha de 

investigação, aprofundamos observações anteriores do nosso grupo, que mostram o 

impacto multidimensional da sensibilização alérgica e da provocação por via 
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respiratória sobre a eosinopoiese in vivo, resultando inclusive na migração de 

progenitores eosinofílicos para o tecido pulmonar, que mostramos ser dependente 

de IL-5 (13). Neste estudos, fizemos a caracterização dos efeitos e a análise dos 

mecanismos de ação da dietilcarbamazina (DEC) em modelo experimental de asma 

alérgica. A DEC é uma droga usada com sucesso no controle clínico e 

epidemiológico de várias formas de filariose linfática, cujo mecanismo de ação ainda 

é objeto de controvérsias (14; 15). DEC foi utilizada por muito tempo como inibidor 

da via da 5-LO, e foi uma ferramenta importante na caracterização inicial do papel 

fisiopatológico dos CisLT (14; 16). Mais recentemente, foi sugerido que os efeitos da 

DEC na filariose experimental fossem dependentes de óxido nítrico, além de 

envolverem a modulação da via da COX (15). Vários estudos sugerem que DEC é 

eficaz no controle da asma em um subgrupo específico de pacientes (17). De forma 

diretamente relevante para a nossa linha de pesquisa, DEC está bem estabelecida 

como droga de escolha no controle da eosinofilia pulmonar tropical, uma séria 

complicação da filariose linfática (18). A dupla relação farmacológica de DEC com 

CisLT, de um lado, e com NO, pelo outro, é do maior interesse, visto que tanto CisLT 

como NO desempenham papéis críticos, em sentidos opostos, na regulação da 

eosinopoiese em medula óssea murina (19; 9). Embora não tenhamos, no presente 

trabalho, investigado os efeitos de DEC em modelo de infecção parasitária, a 

questão do papel de NO e de produtos da 5-LO nas ações antifilariais de DEC 

continua em aberto  (20; 21). Consideramos importante, portanto, avaliar o impacto 

da utilização in vivo da DEC sobre a eosinopoiese medular e periférica, e a 

contribuição da produção de NO através da via CD95-CD95L ativada pela PGE2. 

Para atingir este objetivo, lançamos mão de diferentes técnicas in vivo e ex vivo para 

avaliar o efeito da DEC em um modelo murino de asma alérgica, bem como 

utilizamos  estratégias farmacológicas e genéticas complementares para dissecar 

seus mecanismos de ação in vivo e in vitro. 

4. Avaliação da contribuição de mecanismos de regulação da eosinopoiese 

para a busca de novas estratégias de imunomodulação na asma. Nesta parte do 

trabalho, avaliamos os efeitos do Fator Estimulante de Colônia de Granulócitos (G-

CSF), a mais importante citocina neutropoiética, sobre a produção de eosinófilos na 

medula óssea murina, no contexto de um modelo experimental de asma alérgica. 

Citocinas hematopoiéticas, principalmente as comprometidas com determinadas 

linhagens celulares, não apresentam somente ações que induzam a proliferação e 
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sobrevida de seus tipos celulares alvos, apresentam também efeitos regulatórios 

fora da medula óssea.  G-CSF não apenas induz neutrofilia medular e periférica, 

mas também mobiliza progenitores hematopoiéticos para a circulação, além de 

exercer complexos  efeitos  imunoregulatórios (22; 23; 24; 25). G-CSF também tem 

uma conhecida ação anti-inflamatória através da regulação da produção de citocinas 

pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-1β, tanto in vivo quanto in vitro 

(26). G-CSF é muito utilizado na pratica clínica, para o tratamento de neutropenia 

conseqüente à quimioterapia, para mobilizar  progenitores hematopoiéticos e 

células-tronco no contexto de transplantes, para mobilizar neutrófilos maduros na 

terapia de transfusão de granulócitos no contexto de neutropenia crônica, e para o 

tratamento de pacientes imunologicamente comprometidos, com o objetivo de 

melhorar sua capacidade de resposta a infecção (revisto por 27). Embora estejam 

correlacionados com o tratamento crônico por  G-CSF vários efeitos adversos, como 

desenvolvimento de anemia e de trombocitopenia, ou ainda reações locais à injeção, 

raros são os casos de alergia observados (revisto 27). Nosso estudo avaliou a 

possibilidade de que G-CSF tenha um efeito modulador de processos alérgicos, 

utilizando um modelo experimental bem caracterizado de inflamação pulmonar 

alérgica.  

1.2 - Revisão da literatura 

1.2.1 – Asma: definição, manifestações clínicas, cl assificação, e 

mecanismos imunopatológicos 

Asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, associada a um 

aumento das respostas do músculo liso dos brônquios a uma variedade de estímulos 

(físicos, químicos, farmacológicos), e, a longo prazo, pelo remodelamento da 

estrutura pulmonar, resultando em perda progressiva das suas propriedades 

mecânicas normais (2; 3). Esta inflamação crônica é entrecortada por exacerbações 

em resposta a estímulos ambientais, causando episódios recorrentes de 

broncoespasmo, dispnéia, opressão torácica, tosse e sibilos (crises asmáticas). 

Estes episódios são normalmente auto-limitados, durando de alguns minutos a 

algumas horas, e o paciente pode se recuperar completamente, do ponto de vista 

clínico. Contudo, alguns indivíduos podem apresentar um quadro de obstrução das 

vias aéreas todos os dias, que pode ser branda ou, pelo contrário, levar a 

obstruções severas e mantidas por mais de um dia. Esta condição extrema é 
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conhecida como estado asmático, estando associada a uma significativa mortalidade 

(2; 3). 

A asma vem atingindo proporções epidêmicas tanto em países desenvolvidos 

quanto em desenvolvimento, possuindo etiologia multifatorial e influenciada por 

fatores ambientais e genéticos. Cerca de 50% dos casos de asma começam antes 

dos 10 anos de idade; 25% dos casos só ocorrem em indivíduos após os 40 anos de 

idade. Portanto, embora seja predominante na infância, não é restrita a nenhuma 

faixa etária, havendo curiosamente predominância de indivíduos do sexo masculino 

na infância, e do sexo feminino na idade adulta (1).  

A asma é heterogênea, sendo classificada em asma alérgica (ou atópica) e 

asma idiossincrática (ou idiopática, ou intrínseca). A asma alérgica é freqüentemente 

associada a um histórico familiar de alergia; esses pacientes apresentam níveis 

elevados de IgE no soro e resposta de  broncoconstrição  à inalação de antígeno 

específico. Na  asma idiossincrática, pelo contrário, os sintomas costumam aparecer 

após uma infecção das vias aéreas superiores. O denominador comum das duas 

formas de asma é uma irritabilidade exacerbada da árvore traqueobrônquica, que 

reage com bronco-espasmo à provocação com doses mínimas de agentes bronco-

constritores. Por esta razão, esta irritabilidade é denominada hiperreatividade 

broncopulmonar, ou hiperreatividade de vias aéreas (2; 3). Devido às diferenças de 

mecanismo entre estas duas variedades da doença, a pesquisa tem, 

tradicionalmente, procurado analisá-las como dois processos diferentes, com 

algumas características fisiopatológicas em comum. No presente estudo, nos 

concentraremos exclusivamente nos aspectos teóricos e experimentais da asma 

alérgica, que é mais conhecida. 

A asma alérgica é caracterizada por uma obstrução reversível do fluxo de ar, 

inflamação eosinofílica crônica das vias aéreas, hiperreatividade broncopulmonar  e 

remodelamento pulmonar (2; 3). Todos estes processos são dependentes da 

sensibilização alérgica, que leva à produção de anticorpos anafiláticos, que são 

citotrópicos, ligando-se a receptores de superfície de mastócitos e basófilos, e são 

capazes de disparar reações de hipersensibilidade do tipo I (28; 29). A 

hipersensibilidade do tipo I, também conhecida como hipersensibilidade anafilática 

ou imediata, é o mecanismo patogenético compartilhado por doenças como a asma 

alérgica, a rinite alérgica e a dermatite atópica. Estas patologias dependem da 
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atuação de anticorpos anafiláticos dirigidos contra antígenos ambientais (alergenos) 

em indivíduos geneticamente predispostos (ditos atópicos) (30; 31).  A característica 

mais marcante na atopia é a produção aumentada de anticorpos da classe IgE. Esta 

classe, em resposta a uma variedade de antígenos que por si só são inócuos, 

possibilita o desencadeamento de respostas inflamatórias rápidas e violentas, 

iniciadas pela desgranulação de mastócitos e basófilos sensibilizados, a cada 

reexposição ao alergeno. 

A sensibilização alérgica das vias aéreas inicia-se pela inalação de alergenos. 

Estes são endocitados e processados por células apresentadoras de antígenos, as 

células dendríticas, que se localizam no trato respiratório em locais que maximizam 

a probabilidade do encontro com antígenos (32; 33). Uma vez em contato com o 

antígeno em um contexto inflamatório ou na presença de mediadores pro-

inflamatórios, as células dendríticas amadurecem e migram  até os linfonodos 

regionais. A interação das células dendríticas, com células T virgens específicas 

para epítopos do alergeno na presença de  IL-4 e IL-13, promovem a ativação de e 

evolução destas células T para um fenótipo Th2 com produção preferencial de IL-4, 

IL-5 e IL-13, citocinas importantes na produção de anticorpos anafiláticos e de 

eosinófilos pela medula óssea (32; 30; 34; 35), em detrimento as citocinas de padrão 

Th1 (INF-γ e IL-2) (36; 37), como observado em células de pacientes com asma 

atópica em comparação as células de indivíduos normais (38). Experimentos em 

modelos murinos de inflamação alérgica pulmonar demonstraram que a 

transferência de células Th2, mas não Th1, induz eosinofilia das vias aéreas, 

hipersecreção de muco e hiperreatividade das vias aéreas (28; 35; 39).  

No referente à produção de anticorpos, de forma geral, os pacientes não-

alérgicos expostos aos alergenos, produzem uma resposta imunológica em pequena 

escala, produzindo imunoglobulinas (Ig) da classe G, IgG1 e IgG4 específicos para o 

antígeno (38; 35), enquanto que em pacientes haverá à diferenciação de células B 

em plasmócitos secretores de IgE (40; 35). Esta diferenciação é induzida pela 

interação entre Linfócito B com receptor específico para o antígeno com células Th2 

na presença de IL-4 ou e/ou IL-13 (35; 40; 41; 42; 43). Mastócitos ativados também 

induziriam a síntese local de IgE por células B, de forma dependente de IL-13, 

sugerindo uma função crucial na síntese de IgE (43). Basófilos, eosinófilos, células T 

CD8+ e fibroblastos portanto, também seriam importantes, pois também produzem  

IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (39). Os anticorpos IgE liberados rapidamente se ligam a 
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receptores de alta afinidade para IgE (FcεRI) na superfície de mastócitos e basófilos 

(35; 44; 45; 38). Contudo, em camundongos, a IgG1 e seu receptor, FcγRIII, 

possuem uma grande relevância para as patologias alérgicas, independentemente 

de IgE. (44; 46). A interação de antígenos multivalentes com moléculas de IgE 

presentes na superfície de mastócitos leva a uma ligação cruzada entre estes 

anticorpos, e esta ligação cruzada promove ativação de vias de sinalização que 

levam a liberação de grânulos pré-formados, cujo conteúdo inclui: histamina, 

heparina, quimase, sulfatases e triptase (47; 44; 43; 38). A histamina induz a 

contração dos músculos lisos das vias aéreas, secreção de muco e vasodilatação, 

acompanhada de aumento de permeabilidade vascular e prurido, podendo ainda 

induzir células epiteliais a produzirem óxido nítrico (um potente vaso dilatador). As 

triptases por sua vez, potencializam a contração do músculo liso (43). 

A ativação de mastócitos resulta também na síntese de mediadores lípidicos 

(prostaglandinas e leucotrienos) derivados do ácido araquidônico. A prostaglandina 

D2 (PGD2) é produzida pela via das cicloxigenases; e os leucotrienos, que incluem 

tanto o Leucotrieno B4 como os CisLT, ou seja, os Leucotrienos(LT) C4, D4 e E4, 

pela ação coordenada de 5-lipoxigenases (47; 44; 43; 38; 48). A PGD2 causa edema, 

vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular (42; 31; 38). Camundongos 

deficientes no receptor de PGD2 (chamado DP2) quando imunizados e provocados 

com ovalbumina (alergeno comumente utilizado em modelos experimentais) 

apresentam níveis reduzidos de citocinas de padrão Th2 e pequenos números de 

eosinófilos no lavado broncoalveolar. Estes animais não apresentam 

hiperreatividade quando desafiados com metacolina, um agente broncoconstritor 

(49). Estudos em humanos ainda revelaram que o gene que codifica o receptor para 

PGD2 está associado a uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da asma 

(50). Por outro lado, o LTB4 é um fator quimiotático importante, principalmente para 

neutrófilos, e pode contribuir para a infiltração inflamatória na fase tardia (51; 52; 53). 

A liberação de proteases pelos mastócitos, em conseqüência da ligação dos 

receptores da IgE, pode também levar à ativação de outros receptores em células 

endoteliais e epiteliais, levando à produção de citocinas e de moléculas de adesão 

que, seletivamente, levam ao recrutamento de eosinófilos e neutrófilos (50).  

Aproximadamente metade dos pacientes atópicos apresenta, além da fase 

imediata, uma reação de fase tardia, que ocorre de 6 a 24 horas após a exposição 

ao alergeno, devido ao influxo de células inflamatórias, e à produção e secreção de 
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mediadores no órgão-alvo (42; 44). A fase tardia é correlacionada com a presença 

aumentada de neutrófilos e eosinófilos no tecido inflamado. Os mastócitos produzem 

e secretam uma variedade de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-8, IL-6 

e IL-1α, cuja  liberação no estágio inicial da inflamação contribui para o recrutamento 

de leucócitos na fase tardia, através da sua capacidade de aumentar a expressão de 

moléculas de adesão como P- e E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 nas células 

endoteliais. Os mastócitos secretam também IL-3, IL-4, IL-13, IL-16, IL-5 e GM-CSF 

(43). A expressão de IL-5 durante a transição para a fase tardia prolonga a 

sobrevida e promove a atividade funcional dos eosinófilos (54; 55). O GM-CSF é 

importante na sustentação da função e sobrevida de macrófagos e eosinófilos, além 

de influenciar decisivamente a função de células dendríticas, macrófagos, neutrófilos 

e outros componentes do infiltrado (38; 39). 

O remodelamento pulmonar é uma conseqüência importante da inflamação 

crônica das vias aéreas, sendo caracterizado pelo espessamento da membrana 

basal do epitélio brônquico, edema e infiltração inflamatória das paredes dos 

brônquios, com uma predominância de eosinófilos, aumento no tamanho das 

glândulas submucosas; e hipertrofia do músculo liso da parede dos brônquios (38). A 

inflamação alérgica inclui aumento no número de células T ativadas, eosinófilos, 

neutrófilos e mastócitos no tecido pulmonar. Essas células produzem mediadores 

solúveis, citocinas e fatores de crescimento que contribuem para o remodelamento e 

alteração na função mecânica pulmonar (56; 57; 38). 

Em resumo, os elementos essenciais das reações alérgicas são: a) anticorpos 

anafiláticos (IgE, e, no caso do camundongo, também IgG1); b) células que 

desgranulam (mastócitos, basófilos) por apresentarem receptores de superfície de 

alta e baixa afinidade para IgE (FcεRI e FcεRII, respectivamente); c) mediadores 

liberados por essas células, tanto pré-formados (conteúdo granular) como neo-

sintetizados (lipídios inflamatórios, citocinas); d) células atraídas para o local da 

desgranulação pelos mediadores liberados (células T, basófilos, eosinófilos); e) 

mediadores liberados secundariamente por estes últimos. Assim, a interferência com 

algum destes elementos essenciais modifica significativamente a intensidade e a 

apresentação das reações anafiláticas. Tendo em vista o papel central 

desempenhado pelo eosinófilos em múltiplas etapas da reação alérgica na asma, 

este é um alvo importante de regulação. Como os eosinófilos que morrem são 
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repostos a partir da medula óssea, um ponto de regulação crítica para a manutenção 

da inflamação dos pulmões é o processo de eosinopoiese (58; 59). 

1.2.2 – Eosinófilos  

Os eosinófilos foram descritos detalhadamente em 1879 por Paul Ehrlich, 

embora tenham sido mencionados anteriormente em vários estudos, 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 alérgica, embora ocorra a participação de outros tipos 

célulares, particularmente mastócitos e linfócitos (60). Alguns autores propõem 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. (61; 62, 63).  

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, de forma muito 

menos eficiente que o observado em neutrófilos. 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 costuma aumentar em pacientes alérgicos ou nos que apresentam 

infestações por helmintos (63; 64; 61; 62). 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 (65; 66). 

Nos eosinófilos encontramos grânulos contendo: Peroxidase do Eosinófilo 

(EPO); enzimas lisossomais; um cristalóide formado principalmente pela Proteína 

Básica Principal (MBP); a Proteína Catiônica do Eosinófilo (ECP), a Neurotoxina 

Derivada do Eosinófilo (EDN) (64; 67; 68). Encontramos também corpúsculos 

lipídicos (69; 70) e grânulos menores que apresentam arilsulfatase,  fosfatase ácida 

(71; 72) e catalase (73). As proteínas acima citadas são liberadas através de 
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degranulação após exposição do eosinófilo a estímulos imunológicos, 

farmacológicos ou a ligação de IgG ou IgE e apresentam toxicidade não apenas à 

parasitas, e podem causar danos no epitélio das vias aéreas, intensificando a 

responsividade brônquica e a desgranulação de basófilos e mastócitos, contribuindo 

para a patologia crônica observada na asma alérgica ou na urticária (74; 35). 

Os eosinófilos podem também produzir mediadores lipídicos, como os CisLT, 

particularmente o LTC4, 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 (3). 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 (75). 

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 (76). 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 (77; 78; 76).  

Muitos trabalhos correlacionam o aumento no número de eosinófilos no 

lavado broncoalveolar 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 (79; 80; 81; 82; 83). Contudo, alguns trabalhos recentes 

mostram que a ausência de eosinófilos em  animais deficientes não impede o 

desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas e da produção de muco em 

resposta à sensibilização e provocação alergênicas com ovalbumina (84). Existem 

também evidências de que o eosinófilo igualmente estaria envolvido no reparo e 

remodelamento do tecido pulmonar, por secretar fatores de crescimento TGF 

(Transformating Growth Factor)-α e -β1 entre outros (85). Estudos demonstram que 

o bloqueio da eosinofilia nas cavidades peribronquiais, reduz a inflamação crônica 

pulmonar, o progressivo remodelamento das vias aéreas, os níveis de IgE e de 

citocinas Th2 no soro e no lavado broncoalveolar. (86). Camundongos deficientes em 

eosinófilos apresentam, após sensibilização e provocação alergênicas, um aumento 

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

animais selvagens, mas é observada uma ampla redução na deposição de colágeno 



Tese de D outorado –  Tulio Queto 

 12

e na hipertrofia do músculo liso (84). Apresentam também redução na fibrose 

peribrônquica, na massa de músculo liso e na produção de TGF-β (87). Em co-

culturas de eosinófilos e fibroblastos, MBP que sinergiza com TGF-β e IL-1α, 

induzindo nos fibroblastos produção de IL-6 e matriz extracelular e a expressão de 

fibrinogênio reforçando a idéia que os eosinófilos possuem um papel central no 

remodelamento das vias aéreas e fibrose em doenças associadas a eosinófilos (88). 

1.2.3 – Eosinopoiese 

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 (ou seja, todas as listadas acima, com exceção de uma 

categoria de leucócitos, os linfócitos) ocorrem exclusivamente na medula óssea. 

Neste compartimento são encontrados fatores que ativam ou inibem o crescimento 

das células, além de fatores de diferenciação e moléculas de adesão, que ajudam 

na manutenção e sobrevivência de células hematopoiéticas.  

A 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. (89). 

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 (90; 91; 92). 

Em contraste, os precursores, formas mais avançadas de diferenciação 

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

pelas reações citoquímicas. (90, 91; 92), 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. (90, 91; 92) 
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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 (93; 94).  

A diferenciação de células-tronco hematopoiéticas em progenitores mielóides 

é influenciada por fatores como “Steel Factor” (Slf), ligante de Flt-3 (“FMS-like 

tyrosine kinase 3”), IL-3, IL-11, GM-CSF, eritropoietina e trobopoietina (95).  O 

engajamento dos progenitores hematopoiéticos para a via de diferenciação 

eosinofílica começa com a resposta destes progenitores mielóides primordiais, 

comprometidos com as linhagens de granulócitos e macrófagos, a Slf, IL3, GM-CSF 

e IL-5 (96). Mas a diferenciação final dos precursores em eosinófilos é induzida 

seletivamente pela ação da IL-5, que é também um importante fator de sobrevida 

para eosinófilos (74; 35). Uma vez atingida a maturação completa do eosinófilo, a IL-

5 sinergiza com a eotaxina, promovendo a liberação destas células da medula 

óssea. A eotaxina também estaria relacionada com a mobilização dos eosinófilos e 

de seus progenitores para a corrente sanguínea e para os sítios de inflamação 

alérgica (97). A IL-5 é uma glicoproteína homodimérica de 124 aminoácidos, 

contendo duas pontes disulfeto, codificada por um  gene que contém 4 exons (98), 

pertencente à 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 (61).  

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 (99; 100; 101). 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 (102). A IL-5Rα possui duas isoformas, uma associada à 

membrana e outra solúvel (103, 104); e ambas apresentam a mesma afinidade pela 

a IL-5, que é aumentada pela ligação com a sub-unidade β, tendo o potencial de 
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competir pela IL-5 (104, 105, 106). 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 (107, 108). 

A origem dos progenitores eosinofílicos ainda é controvers. Alguns estudos 

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 (109). Outros demonstraram a presença de um progenitor 

mielóide comum, capaz de originar granulócitos, monócitos e eosinófilos (110; 66). 

Estudos recentes reforçam a segunda possibilidade, ao caracterizar um progenitor 

mielóide comum, que posteriormente dá origem a um progenitor comprometido 

exclusivamente com a linhagem eosinofílica (111; 96).  

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

sensibilização e provocação das vias aéreas (110). A modulação da eosinopoiese é 

mediada, portanto, por fatores como IL-3, IL-5, eotaxina e GM-CSF (112; 113; 114) 

fatores que se encontram aumentados em pacientes asmáticos (115).  



Tese de D outorado –  Tulio Queto 

 15

 

 

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 (Baseada em 66; 109; 110; 111; 96). 
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A importância da IL-5 na regulação da maturação eosinofílica e na liberação 

da medula é demonstrada em camundongos transgênicos para IL-5, que 

apresentam naturalmente eosinofilia na corrente sanguínea (116) e no tecido 

pulmonar (13) enquanto camundongos deficientes em IL-5 apresentam um baixo 

número de eosinófilos no sangue e nos pulmões mesmo após a provocação 

alergênica (117). A injeção 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 (97;118).  

No desenvolvimento de eosinófilos, IL-3 e GM-CSF induzem, em células 

CD34+, a expressão de mRNA para IL-5 e IL-5Rα , enquanto o bloqueio da IL-5 

endógena inibe este desenvolvimento (119). Sobre eosinófilos maduros circulantes, 

as mesmas citocinas regulam negativa da expressão de IL-5Rα (120). Ao mesmo 

tempo, a provocação alergênica induz o aumento de células CD34+ que expressam 

mRNA para IL-5 (121) e o número de progenitores CD34+/CD45+/IL-5Rα+ na 

medula e no sangue de pacientes atópicos (79) e em modelos murinos de asma 

(122). Evidências sugerem ainda que estas células migrariam da medula óssea para 

o sítio da inflamação e sofreriam diferenciação “in situ” (123). A provocação 

alergênica também promove acúmulo de: progenitores no lavado broncoalveolar 

(124); de progenitores capazes de gerar colônias eosinofílicas em cultura (125) no 

tecido pulmonar, com propriedades distintas dos da medula óssea (10) e o pulmão 

alérgico participa ativamente neste acúmulo de progenitores por um mecanismo 

dependente de IL-5 (13). 

No presente estudo, estudamos ainda a possibilidade de que outros fatores 

de crescimento hematopoiético, além do GM-CSF e da IL-5, influenciem a 

eosinopoiese, com ênfase no papel do Fator de estimulante de colônias de 

granulócitos (G-CSF), um dos mais importantes fatores neutropoiéticos.  

O G-CSF é membro de uma família de fatores de crescimento glicoproteicos 

que controlam a sobrevivência e diferenciação de células progenitoras 

hematopoiéticas e funcionalidade de células hematopoiéticas maduras (Revisto por 

26). G-CSF possui peso molecular de aproximadamente 24 a 25kDa e é codificado 
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por um  gene que se apresenta em cópia única no cromossomo 17q21-22 humano 

(26; 27; 126; 127; 128). 

O receptor de G-CSF (G-CSFR) configura uma proteina transmembrana de 

cadeia única, com uma grande região extracelular que possui em sua extremidade 

um domínio semelhante às imunoglobulinas. A sua porção intracelular possui uma 

região com atividade tirosina-cinase intrínseca e duas regiões conservadas com 

atividade Jak-quinase específica (129).  Este receptor é detectado principalmente na 

linhagem granulocítica, tanto em neutrófilos maduros quanto no progenitor 

neutrofílico, mas é expresso também em progenitores mielóides, células tronco 

hematopoiéticas, monócitos, linfócitos e em células de tecidos não hematopoiéticos 

como cardiomiócitos, precursores neuronais, células endoteliais e células do tecido 

placentário (130).  A sua ligação à citocina G-CSF ativa varias cascatas distintas de 

ativação intracelulares como Jac/Stat/Socs, Ras/Raf/Erc e PI3-quinase/Akt (que 

possuem impacto direto nas funções de migração, sobrevivência, proliferação e 

diferenciação) e esta sinalização é finalizada pela combinação de diferentes 

reguladores negativos incluindo Shp-1 e Socs3, bem como ubiquitinação e 

internalização do receptor (129). 

O alvo principal de atuação do G-CSF configura as células da linhagem 

neutrófílica, incluindo progenitores e precursores neutrofílicos bem como neutrófilos 

maduros (26; 27). Embora não seja capaz de sozinho estimular o neutrófilo maduro, 

o G-CSF modula as funções do neutrófilo maduro ativo, induzindo o aumento da 

fagocitose, da citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo e priming 

de neutrófilos para o burst oxidativo (26; 131; 132).  A ausência do G-CSF ou de seu 

receptor promove neutropenia crônica (130,  27). Diferentemente, a administração 

de G-CSF “in vivo” promove neutrofilia periférica em diferentes sistemas 

experimentais e em pacientes (26; 27). G-CSF regula também expressão de CD35 

(receptor 1 de complemento – Cr1), CD64 (receptor de IgG Fc) e CD11b ( Mac-1α; 

integrin αM chain), aumentando seu espectro de ação na resposta imune inata (26). 

Interessantemente, estudos realizados no período de recuperação de quimioterapia 

mieloablativa revelaram que a G-CSF promove aumento de número de células 

tronco CD34+ na corrente sanguínea, mas interessantemente, não promove 

aumento na circulação de promielócitos, mielócitos e metamielócitos. 
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Entre as células que produzem G-CSF, encontram-se principalmente os 

monócitos/macrófagos, mas também neutrófilos, células endoteliais, fibroblastos, e 

células mesoteliais (26). Em pacientes sadios, o G-CSF apresenta níveis 

indetectáveis pelo método de ELISA, ou bioensaios in vitro, mas em situações de 

estresse (como inflamação) pode levar os níveis de G-CSF para valores acima de 

250ng/mL no soro (27). Em geral, sua produção é estimulada por TNF-α, LPS, IL-1β, 

IFN-γ e PMA (26). 

Embora os efeitos do G-CSF sobre regulação neutrofílica e sua utilização em 

diferentes tratamentos clínicos, sua atuação como regulador de outras populações 

celulares como a eosinofílica, principalmente em modelos de doenças Th2, estão 

inexplorados. Esta é uma questão importante,  visto que alguns trabalhos sugerem 

que G-CSF favorece um padrão de resposta Th2 em modelos de Doença Enxerto 

Contra Hospedeiro (133) enquanto outros mostram que o G-CSF suprime ambas 

respostas, Th1 e Th2 (134). 

1.2.4 – Migração dos Eosinófilos 

O recrutamento de eosinófilos após sua produção na medula e liberação 

através da ação conjunta entre IL-5 e eotaxina, se torna fator primordial para o 

acúmulo de eosinófilos e progenitores eosinofílicos nos tecidos inflamados. O 

recrutamento de eosinófilos durante um episódio alérgico, incluindo o de asma, é 

dependente da interação entre moléculas de adesão expressas em eosinófilos 

circulantes e células endoteliais (135).  

O eosinófilo apresenta naturalmente em sua superfície diferentes moléculas 

de adesão, cujo a melhor descrita se encontra a α4 integrina, que juntamente com a 

integrina β1, caracteriza a VLA-4 (antígeno muito tardio-4,  do inglês very late 

antigen-4; 136), importante tanto para migração do esinófilo para o sítio da 

inflamação bem como para a manutenção e desenvolvimento de progenitores e 

células hematopoiéticas na medula (137; 138; 139). Em contrapartida, as células do 

endotélio que não estejam em sítios inflamados não expressam níveis expressivos 

de moléculas de adesão, o que acarreta na não aderência dos eosinófilos neste 

endotélio não ativado (135). 

Em contrapartida, estudos in vitro demonstraram que citocinas observadas 

em processo inflamatórios, como IL-1β e TNF-α são capazes de induzir a expressão 
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de moleculas de adesão, como a VCAM-1, ligante da molécula VLA-4, e da molécula 

de adesão intercelular 1 (ICAM-1) no endotélio ligado ao tecido brônquico pulmonar 

após estímulo alergênico. TNF-α também induz a expressão de selectinas E e P, o 

que sugere que ambas citocinas são de extrema importância para a migração de 

eosinófilos para o sítio pulmonar inflamado (135). 

A passagem dos eosinófilos do sangue periférico para o tecido se inicia 

mediado pelo rolamento do eosinófilo pela superfície do endotélio mediado pelas E-

selectina e P-selectina (presentes nas superfícies das células endoteliais ativadas); e 

L-selectina (constitutivamente expressa em eosinófilos). Esta fraca interação entre 

as selectinas não é suficiente para que a mesma se ligue ao endotélio para sua 

passagem ao tecido, mas este rolamento promove a ativação do eosinófilo circulante 

bem como permite a ligação de VLA-4 a uma molécula de adesão vascular do tipo 1, 

a VCAM-1, presente no tecido vascular após a ativação do tecido pelas citocinas 

inflamatórias.  

Além de IL-1β e TNF-α, o aporte de quimiocinas como eotaxina se apresenta 

como de igual importância para migração de eosinófilos, por transduzir sinais 

necessários para ativação destas integrinas, promovendo mudanças 

conformacionais nestas que permitem a forte ligação entre elas (35).  

Pacientes asmáticos, em perídos pós-crise, apresentam no lavado 

broncoalveolar, concentrações elevadas de eotaxina, IL-8, RANTES e IL-5, citocinas 

e quimiocinas correlacionados com a migração e número de eosinófilos presentes 

nesta mesma cavidade (140- Venge et al., 1996; 141- Conroy et al., 1997; 142- 

Scheerens et al., 1999; 78). Interessantemente, a adesão não apresenta importância 

apenas na migração destes eosinófilos, mas também na indução de sobrevida 

destes no tecido inflamado, como alguns estudos sugerem (143- Higashimoto et al., 

1996). 

1.2.5 – Reguladores imunofarmacológicos da eosinofi lia e da 

eosinopoiese 

Eicosanóides 

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

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



Tese de D outorado –  Tulio Queto 

 20

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 catalisa um diferente ponto da cadeia de 

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

estereoespecífica na posição 2, liberando AA em uma única etapa, enquanto as PLC 

e PLD  liberam respectivamente diacilglicerol e ácido fosfatídico, que possuem AA 

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 AA livre pode ser metabolizado por uma variedade de vias: a via das 

cicloxigenases (COX), as diferentes vias das lipoxigenases (5-, 8-, 12-, 15-LO), a via 

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

hidroxilação (144). Pode igualmente ocorrer que 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 (CisLT), 

produtos da via da 5-LO, e a PGE2, produto da COX. Portanto, iremos recapitular os 

aspectos mais importantes destas duas vias do ácido araquidônico, que são 

apresentados na Figura 1.2. 

Via da Cicloxigenase e Prostanóides 

Esta é a principal via de metabolização fisiológica do ácido araquidônico e é 

inicialmente mediada através da ação das COX (ou Prostaglandina G/H sintases), 

que promovem uma primeira conversão do ácido araquidônico em PGG2, seguida de 

uma conversão da PGG2 em PGH2. A PGH2 é o subtrato necessário para a geração 

dos produtos terminais pela ação de enzimas específicas: tromboxanas (pela ação 

da tromboxana-sintase) e outras prostaglandinas (pela ação das prostaglandina-

isomerases, com exceção da PGI2 ou prostaciclina, que é gerada pela prostaciclina-

sintase) (145; 146). 
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Existem duas isoformas principais, COX-1 e COX-2 (147). 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 (146; 148). Recentemente, uma 

terceira isoforma 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 (149). 

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 (150; 146). 



Tese de D outorado –  Tulio Queto 

 22

 
Figura 1.2 – Principais vias de metabolização do Ácido Araquidôn ico. 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. 

 



Tese de D outorado –  Tulio Queto 

 23

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 (150). 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 

(49), o que sugere uma contribuição da PGD2 em reforçar os mecanismos pró-

alérgicos.  

Em linfócitos T auxiliares 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 (151).  

A PGE2 é o principal produto da cicloxigenase associda a 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 

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

inibindo a mielopoiese (152; 153). 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 ao EP2 ou EP4 resulta na estimulação da adenilato 

ciclase, levando a um aumento da concentração de cAMP intracelular (146). Mita e 

colaboradores (2002) demonstraram que eosinófilos periféricos humanos expressam 

EP2 e EP4, contrastando com os níveis indetectáveis de EP3 (154). 

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

diminuir a producão de IL-12 pelas células dendríticas (7; 8) e diminuir a produção 

de IL-2 e de INF-γ por células T mas não a de IL-4 e IL-5 (155). Long e 

colaboradores (2004) demonstraram que células dendríticas de pacientes alérgicos 
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são maiores produtoras de PGE2, se comparadas àquelas provenientes de 

indivíduos controles (156). 

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 (157; 158). De fato, 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 

CisLT no lavado broncoalveolar (159). 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 (160). 

Peacock e colaboradores (1999) mostraram que a PGE2 é capaz de inibir a 

apoptose espontânea de eosinófilos humanos, prolongando a sobrevida destas 

células, possivelmente através dos receptores EP2 (161). 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 (162). 

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 negativamente os níveis de RNA mensageiro para PLA2 e COX-2, assim 

como a produção de PGE2 após estímulo com IL-1β (163). 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 bloqueada em 

alguns sistemas pela ação direta dos glucocorticóides (164). 
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Via da 5-Lipoxigenase e CisLT  

Os LT incluem o LTB4 e os CisLT (LTC4, LTD4 e LTE4), e são gerados através 

da atuação da enzima 5-LO, que gera o precursor desta classe de lipídios a partir do 

AA, o chamado LTA4 (165).  

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 (166). 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 - 167).  

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 ligado a 

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

inibidores diretos incluem os inibidores competitivos como o zileuton (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 167). O NO também é um potente inibidor da 5-LO, alterando o estado 

oxidativo do íon ferro (168; 169). Os inibidores indiretos incluem bloqueadores da 

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

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

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

(170). A FLAP é requerida para a atuação da 5-LO sobre o substrato endógeno, mas 

não para o processamento de AA exógeno pela 5-LO (revisto em 167). Por esta 

razão, o MK-886 é um potente inibidor da síntese de LT no meio intracelular, pois 

compete com o AA para se ligar ao sítio da FLAP (171), 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 (165). LTB4 
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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 (172; 173). A LTC4S é uma enzima exclusivamente 

encontrada em células de origem hematopoiética, especificamente em eosinófilos, 

basófilos, mastócitos, macrófagos/monócitos e plaquetas (174; 175; 176), cuja ação 

é dependente de Mg2+ e inibida por Co2+ (revisto em 177). A LTC4S também pode 

ser regulada pela expressão de IL-4, e esta regulação positiva é dependente da via 

de sinalização por STAT6 (177). A LTC4S é estruturalmente homologa à FLAP (178;  

178) e a mesma pode ser inibida, em doses muito altas, pelo inibidor de FLAP, MK-

886 com IC50 em torno de 3µM (178). 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 corpúsculos lipídicos 

citoplasmáticos elétron-densos induzíveis (180). 

Os CisLT, são assim conhecidos por apresentarem em suas fórmulas o 

aminoácido cisteína e o primeiro dos CisLT 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”) (181 e 

182).  

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]-hidroxi-6[R]-cisteinil-glicil-7,9 trans-11,14-cis-

eicosatetraenóico) (183; 184). 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) (185). O LTC4 e seus 

derivados LTD4 e LTE4 constituem o que antes era conhecido como SRS-A (“slow-

reacting substance of anaphylaxis”) (186). 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 – 187) 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  (5). As afinidades dos CisLT pelos seus receptores são diferentes dentro 
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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 

(177).  

Os CysLT1R são normalmente expressos no músculo liso das vias aéreas, 

macrófagos alveolares, monócitos do sangue periférico, eosinófilos (188; 189) e 

células endoteliais (190). Já os CysLT2R são expressos por macrófagos alveolares, 

músculo liso das vias aéreas, pelas células de Purkinje cardíacas, células da medula 

adrenal, leucócitos do sangue periférico e células cerebrais (191). 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 (5). Estão disponíveis 

vários antagonistas seletivos do CysLT1R, incluindo: zafirlukast, montelukast, 

tomelukast, pobilukast e pranlukast (192).  

Interessantemente, a expressão de CysLT1R é regulada positivamente pela 

IL-5 na linhagem celular HL-60 diferenciada em eosinófilos (193). Também é 

regulada positivamente por IL-13 e IL-4, mas não por IFN-γ, em monócitos e 

macrófagos humanos (194). 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 5). LTE4 é 100 a 1000 vezes mais potente que a 

histamina, em induzir a diminuição do fluxo de ar em pacientes alérgicos (195). A 

instilação de LTE4 resulta em influxo de eosinófilos para o lavado broncoalveolar 

(196), e CysLT1R, mas não CysLT2R, são expressos em células progenitoras 

hematopoiéticas humanas CD34+ (197). 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 (5).  
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Na inflamação crônica, como a asma, os CisLTs têm uma potente ação 

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

CysLT1R (198). 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 (198).  

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

extravasamento de macromoléculas que resulta em edema. Atuando em  receptores 

CysLT2R, estes mediadores 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 (5). 

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 5). 

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 (5). 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 (199). 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 (4).  

Inibidores da COX 

As Drogas Antiinflamatórias não esteroidais (NSAIDs – do inglês Nonsteroidal 

Antiinflamatory Drugs) constituem um extenso e heterogêneo grupo de drogas que 

suprimem a inflamação (normalmente utilizados para tratar inflamação, febre e dor) 

mas sem apresentarem relação estrutural ou funcional com os glucocorticóides, não 

compartilhando portanto dos seus efeitos endócrinos, metabólicos, cardiovasculares, 

neurológicos ou imunológicos. As 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 
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funcionalmente aparentados a outros membros do grupo que suprimem a inflamação 

por este mecanismo.  

Entretanto, a inibição de COX-1 pode ser perigosa em vários sentidos: baixos 

níveis de prostanóides no estômago podem resultar em ulceração, sangramento 

interno e perfuração. 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 (200). As NSAIDs são classificadas baseadas 

pelas estruturas químicas como apresentadas na Tabela 1.1. 

A aspirina (nome comercial do ácido acetilsalicílico – Figura 1.3) é  um acetil 

derivado do ácido salicílico de peso molecular de 180,2 e a mais estudada e uma 

das mais utilizadas (201) das NSAIDs. A aspirina, juntamente com outras NSAIDS, 

iníbe a produção das prostaglandinas em homogeinatos de pulmão de cobaios  

através de inibição das COXs (202; 203). A indometacina (Figura 1.4), é uma 

NSAIDs do grupo dos ácidos carboxílicos de peso molecular de 357,79. Assim como 

aspirina, atua inibindo as duas isoformas da COX.  Embora ambas as drogas inibam 

COX, a aspirina é a única das NSAIDs que modifica as proteinas de COX 

covalentemente. Aspirina reage promovendo transferência do grupo acetil de sua 

estrutura para resíduo de serina 530 (Ser-530) na COX-1 (204; 205) que se 

sobrepõe com a arginina 120 (Arg-120) da COX-2, diferença que resulta numa ação 

da aspirina mais potente sobre COX-1 do que sobre COX-2 (205). Indometacina 

inibie COX-1 e -2, de forma fraca e tempo dependente, pela formação de pontes 

salinas entre a droga e a Arg-120 assim como as outras NSAIDs (205), com exceção 

das drogas de ação seletiva para COX-2 (207). 

Existe uma relação direta entre a sensibilidade a aspirina, a indução de asma 

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

nasais, configurando a “Tríade de Samters”, no qual a pólipose nasal apresenta-se 

como o primeiro indicador clínico da AIA (208). O diagnóstico da AIA é realizado 

através de provocação com aspirina por via oral, nasal, inalado e intravenoso, por 

falta de um teste padrão universal, e pelos pacientes apresentarem teste cutâneo 

negativo, e ausencia anticorpos contra as NSAIDs (209; 210; 211). Pacientes com 

AIA apresentam número aumentado de eosinófilos (209), maior expressão de IL-5 

(212), número de eosinófilos que expressam ECP 3 vezes maior do que pacientes 

com asma tolerante a aspirina (ATA) e 10 vezes maior que pessoas saudáveis (213).  
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Tabela 1.1 – Lista de Drogas Não Esteroidais. 

Grupo Subgrupos Drogas 

Ácidos Carboxílicos 

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 

Análogos Indol 
Indometacina, Nabumetona, Ketorolac, 

Etodolac 

Ácidos Enólicos  

(Não possuem grupo 

carboxílico mas o ácido 

vem do enólico hidróxi 

substituinte) 

Pirazolonas 
Fenilbutazona, Oxyfenbutazona, 

Dipirona, Ramifenazona 

Oxicams Meloxicam, Piroxicam, Tenoxicam 

Coxibs  
Celecoxib, Rofecoxib, Valdecoxib, 

Parecoxib, Etoricoxib 

Sais de Ouro  
Auronofina, Tiomalato Sódico de Ouro, 

Aurotioglicose 
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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. O dermografismo, hipersensibilidade antibacteriana e elevação dos 

níveis de IgE estão intimamente relacionado com a AIA. (214). 

NSAIDs que não inibem a atividade de COX não provocam ataques agudos 

de asma achado 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 (215). 

Portanto, a administração das NSAIDs, inibe a produção de prostaglandinas e 

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

inflamatória, PGE2) e induzir a produção exacerbada 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. Mostra finalmente, que 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 (216).  

A  indometacina também foi descrita como um agonista do CRTH2, receptor 

de PGD2 envolvido com a migração de células 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 (217). 
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Figura 1.3 –   Aspirina  – Estrutura Química Molecular da cadeia da molécula de Aspirina. 

 
 

Figura 1.4 –  Indometacina –  Estrutura Química Molecular da cadeia da molécula de 

Indometacina. 
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Os pacientes com AIA apresentam concentração mais baixa de PGE2 em 

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

embora as concentrações deste produto não parecem estar correlacionados com a 

presença da doença (209). Já a administração de PGE2 exógena não apenas é 

eficiente em proteger contra ataques agudos de asma induzida por indometacina 

(218) e aspirina (219), como também previne o aumento na excreção de LTE4 na 

urina em pacientes com AIA (220). 

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

CisLT na urina (221; 222, 223), muco (214, 224) e lavado broncoalveolar (213; 225) 

comparado com pacientes com ATA. Apresentam também um número de células 

com expressão de LTC4S 5 vezes maior que pacientes ATA (213), os níveis de LTC4 

estão diretamente correlacionados com o número de eosinófilos LTC4S positivos 

presentes no pulmão (225). Os pacientes AIA também apresentam expressão de 

receptor CisLT em células inflamatórias de forma anormal (226; 227) e apresentam 

uma hiperresponsividade a LTE4 inalado (226; 228) sugerindo que, por sua baixa 

afinidade por LTE4, em pacientes com AIA está afinidade esteja elevada (229). 

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 (230; 231). 

Normalmente as lipoxinas e 15-epi-lipoxinas possuem um carater antiinflamatório, 

por inibirem a migração trans-endotelial e trans-epitelial de polimorfosnucleares in 

vitro e in vivo (232; 233). 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 (209).  

Baseado na modificação da produção de CisLT, prostanóides e lipoxinas, 

muitos postulam como tratamento para AIA (e também na 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 – 234), ou antagonistas dos receptores como o  montelukast (inibidor do CisLT1R 

– 235; 236). 
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Outro meio de tratamento proposto é 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, a 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 

(209). 

Glicocorticóides 

Os glicocorticóides sintéticos são atualmente os farmacos mais utilizados no 

tratamento de desordens alérgicas principalmente na forma inalada, onde seu uso 

tópico, é a que apresenta menores efeitos colaterais sistêmicos, como disturbios do 

crescimento em crianças e adolescentes. Sua utilização é relacionada à redução de 

eosinófilos ativados, mastócitos, e células T nas vias aéreas e a um aumento da 

fagocitose dos restos apoptóticos, embora alguns pacientes apresentem resistência 

aos efeitos anti-alérgicos dos glicocorticóides, reforçando a necessidade de melhor 

entendimento da patologia (237). 

Os glicocorticóides são esteróides, moléculas lipofílicas capazes de 

atravessar a membrana plasmática de qualquer célula do corpo (238; 239) e que 

compartilham uma série de ações fisiológicas com os hormônios esteróides 

secretados pelas glândulas adrenais em resposta à estimulação fisiológica pelo 

ACTH (cortisol, também conhecido como hidrocortisona, na espécie humana e 

corticosterona, no camundongo - 240).  

Estes hormônios são produzidos sob controle do eixo hipotálamo-pituítária-

adrenal-HPA, obedecendo a rítimos circadianos (240). Contudo seus níveis elevam-

se em situações de estresse das mais diversas causas e nestes casos igualmente 

apresentam importantes funções imuno-regulatórias (241; 242; 243). Os esteróides 

(glicorticóides) sintéticos promovem ações imuno-regulatórias semelhantes ao 

glicorticóide secretado pela adrenal, atuando como agente anti-inflamatório e 

imunossupressor (244; 241; 245). 

O receptor de glicorticóide (GR) é um receptor intracelular, que possui 

basicamente 4 domínios, um que se liga ao esteróide, um domínio de ligação ao 

DNA e 2 domínios envolvidos na transativação gênica. Na sua forma não ligada a 

glicorticóides, ele se mantém estável no citoplasma retidos em complexos 
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comproteínas de choque termíco (HSP – “Heat Shock Protein”) cujo ligação previne 

que este vá do citoplasma para o núcleo (244; 245).  

O hormônio presente na corrente sanguínea migra para o interior da células e, 

no citoplasma, liga-se ao GR; com a ligação de ambos, ocorrem mudanças 

conformacionais que promovem a dissociação do HSP ligado ao receptor em 

condições basais, e o complexo glicocorticóide-GR, transloca para o núcleo, 

passando a interagir  com complexos co-ativadores nucleares e com regiões 

promotoras de diversos genes.  O receptor ativado se liga a seqüências regulatórias 

de DNA,  denominadas elementos de resposta de glicocorticóides (GRE) (246; 247; 

240). 

O GR, dentro do núcleo, também interage com fatores de transcrição como, o 

fator nuclear κB (NF- κB) e o AP-1 (do inglês adapter-related protein complex 1), que 

regulam a expressão de vários genes mediadores da inflamação, promovendo, por 

exemplo, a inibição da expressão das citocinas IL-1β, TNF-α, GM-CSF, IL-4, IL-5 e 

IL-8 e da quimiocina eotaxina (248; 246), um dos fatores responsáveis pela ação 

anti-inflamatória dos glicocorticóides. É igualmente capaz de inibir produção de LTC4 

após a administração in vivo de prednisona (glicocorticóide sintético; 249; 250). Além 

disso, os glicocorticóides modulam a expressão de VLA-4, VCAM-1 e ICAM-1, bem 

como inibem a expressão de CCR3 e de outros receptores de quimiocinas, 

interferindo diretamente com a migração de células da linhagem eosinofílica (251; 

252; 253). Também regulam negativamente a expressão de GM-CSF e da 

subunidade alfa do receptor de IL-4, duas proteínas que são fatores importantes 

para desenvolvimento, sobrevida e migração de células hematopoiéticas ligadas a 

respostas Th2 (254; 255). 

Segundo o modelo teórico predominante, casos que promovem o aumento 

dos níveis de glicocorticóides endógenos, ou a administração de glicocorticóides 

exógenos, estes glicocorticóides reduziriam a inflamação alérgica através da indução 

de apoptose em eosinófilos, associado a diminuição de ativação celular nos sítios 

inflamados e diminuição do recrutamento celular para estes sítios (246). Mas os 

glicocorticóides podem apresentar efeitos paradoxais que estariam correlacionados 

ao agravamento do quadro alérgico de forma tardia ou crônica, envolvendo a 

diminuição na expressão de IFN-γ, indução de diferenciação de células Th2 e 

aumento da expressão de IgE, potencialização de ação das citocinas IL-3, IL-5 e 



Tese de D outorado –  Tulio Queto 

 36

GM-CSF na promoção da diferenciação eosinofílica na medula óssea (256; 257; 

258; 259). Seus efeitos paradoxais demonstram também que progenitores 

eosinofílicos na medula respondem positivamente à dexametasona, resultando na 

produção exacerbada de eosinófilos, em contraste com progenitores provenientes 

do tecido pulmonar, que sofrem apoptose quando cultivados com a mesma droga. 

Estes dados sugerem que a ação da dexametasona pode variar de acordo com cada 

célula e tecido alvo (Maximiniano et al, 2003). 

Dietilcarbamazina 

A dietilcarbamazina (DEC) é um composto orgânico sintético, que não possui 

em sua composição nenhum elemento tóxico de origem metálica, e possui atividade 

anti-helmíntica seletiva para algumas espécies de filárias. A DEC é uma das 

principais drogas utilizadas no controle da  filariose linfática, mas seu mecanismo de 

ação durante o tratamento continua até hoje um mistério (14). A DEC somente não 

possui nenhuma ação direta sobre o parasita demonstrável in vitro, mesmo em 

doses superiores à terapeutica, sugerindo que a atividade anti-microfilarial do DEC 

ocorra através de estímulo ao próprio sistema imune do hospedeiro (260; 14). 

Embora alguns estudos tenham sugerido que  DEC leva plaquetas a matar as 

microfilárias (261). Esta proposta não tem sido sustentada, no entanto, o co-cultivo 

de microfilárias com macrófagos na presença de DEC permite observar a paralisia e, 

subseqüentemente, a morte do parasita (262). Nesta linha, alguns grupos 

apresentaram que óxido nítrico (NO) é um importante agente filaricida derivada do 

hospedeiro, sendo um dos possíveis mediadores da ação da DEC, embora a 

correlação entre DEC e NO em modelos de filariose seja difícil de estabelecer.  

Trabalhos mostraram que a inibição da NO sintase induzivel (iNOS) reduz a 

resistência inata de camundongos BALB/c injetados com microfilárias  (19). Por 

outro lado, a administração de agentes que liberam NO sob condições fisiológicas 

pode abortar a infecção filarial em camundongos scid,  que são suscetíveis ao 

parasita (262). O bloqueio da liberação de NO com inibidores de iNOS em co-cultura 

de filaria com macrófagos, abole o efeito paralizador observado nesta cultura na 

presença de DEC (262). Embora esta dependência do efeito da DEC ao NO esteja 

inicialmente traçada, outros estudos não foram capazes de detectar aumento de NO 

em macrófagos e em células endoteliais ou excreção de nitrito na urina após a 

injeção de DEC in vivo (263). DEC é também capaz de inibir a eosinofilia pulmonar 
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tropical, uma conhecida e grave complicação da filariose (18), o que sugere que o 

DEC, mesmo indiretamente, possua capacidade de regulação da eosinopoiese e 

migração celular. 

Estudos também demonstraram que um tratamento contínuo com DEC, 

embora incapaz de bloquear crises agudas de asma,  diminuía a necessidade e 

dose da rotina de tratamento com glicocorticóides (17), sugerindo que DEC poderia 

ser útil como profilático. 

DEC foi descrita como um bloqueador da via de produção de CisLT em 

mastocitos murinos e plaquetas equinas (264; 265). DEC também é capaz de inibir o 

tráfego de vesículas em células hematopoiéticas, o que poderia ter efeitos 

importantes sobre a sinalização celular, a expressão de proteinas e receptores, bem 

como a desgranulação (266).  

Todos estes dados sugerem que a DEC possa ter efeitos sobre a 

eosinopoiese medular e tecidual, visto que teoricamente seria um bloqueador da via 

de produção de mediadores lipídicos importantes para eosinopoiese (os CisLT), bem 

como pela possível produção de NO, mediador anteriormente descrito como 

responsável pela apoptose de eosinófilos em cultura (9). Seus efeitos sobre a 

inflamação pulmonar também se mantém inexplorados, bem como seus 

mecanismos de atuação, gerando uma área de estudo interessante. 

Regulação imunofarmacológica 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 (110). 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 (12). 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 
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exposição ao alergeno (12). Além disso, mediadores circulantes induzidos pela 

exposição aos alergenos podem reproduzir a resposta exacerbada de precursores 

eosinofílicos da medula óssea a IL-5 (12).   

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 (79; 267).  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 (268; 12; 269; 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 (125; 10). 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 (13). 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 

glicocorticóide, por inibidores da produção de glicocorticóides e pela remoção 

cirúrgica prévia das adrenais (270). Em apenas 24 horas, o estresse cirúrgico 

aumenta os níveis circulantes de corticosteróides, sendo este efeito abolido pelo pré-

tratamento com metirapone (270). Os resultados, portanto, mostram um papel crítico 

dos hormônios glicocosticoides induzidos por estresse na eosinopoiese medular de 

animais submetidos à cirurgia (270). 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 (11). A dexametasona também aumentou a resposta in vitro dos precursores 

eosinofílicos a IL-5, em cultura líquida de medula óssea.  
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Em contraste com estas observações na medula óssea, a dexametasona 

inibiu fortemente a diferenciação eosinofílica em culturas semi-sólidas de células 

hematopoiéticas pulmonares estimuladas por IL-5 (10). Contudo, os mecanismos 

celulares pelos quais a dexametasona exerce seus efeitos ainda permanecem 

obscuros. 

Medula óssea de animais tratados com dexametasona in vivo, quando 

cultivadas in vitro, promoveu 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 (256). Estes resultados evidenciaram um 

efeito potencializador importante da dexametasona sobre as formas imaturas da 

linhagem eosinofílica de medula óssea. A hidrocortisona possui ações semelhantes 

onde cultura de células de medula óssea humana cultivadas na presença desta, 

apresentam uma maior capacidade de formação de colônias eosinofílicas (271). 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 sistemicamente (12), 

após a provocação alérgica, em vez de substituir o estímulo alérgico (257). 

Ao mesmo tempo, outros trabalhos mostram que os glicocorticóides são 

capazes de bloquear a produção endógena de prostanóides (163; 164). 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.  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 relação aos controles cultivados somente com IL-5 (11).  

A presença da PGE2 nas culturas promoveu 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 
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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 (11). Nosso laboratório mostrou ainda 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 (9).   

As observações acima resumidas têm um grande potencial de aplicação 

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

dos maiores problemas no controle da asma de diversos 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 

(11). 

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

produção de prostanóides, por inibidores da COX, sobre a resposta à IL-5 em cultura 

de medula óssea de camundongos normais de várias linhagens isogênicas (272). 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 

(209). 

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 (273), seja atuando diretamente sobre estas células, 

seja como mediadores dos efeitos dos inibidores de cicloxigenase. Avaliamos 

também se os CisLT mediariam a atuação de uma quimiocina e uma citocina 

envolvidas com produção, migração de eosinófilos e desenvolvimento do quadro 

alérgico da asma, eotaxina e IL-13 respectivamente.  
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1.3 - Hipóteses e Delineamento do Estudo 

Hipótese 1 – Os CisLTs, exógenos ou endógenos, modulariam positivamente 

a eosinopoiese medular, o desenvolvimento e a sobrevida de eosinófilos, via 

CysLT1R. 

Desenho Experimental 

 I) 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.  

II) Para avaliar os efeitos de indometacina, aspirina, eotaxina e IL-13, e sua 

dependência ao CisLT, 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) 

utilização do antagonista da FLAP e de MK-886 e uso de animais deficientes da 5-

lipoxigenase para bloquear os efeitos farmacológicos induzidos pela indometacina, 

aspirina, eotaxina e IL-13. 

III) 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 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. 

Hipótese 2 – A atuação de dexametasona promove aumento da expressão de 

VLA-4 responsável pela formação de agregados de eosinófilos imaturos, enquanto 

que a PGE2 apresentaria efeito inverso, diminuindo a expressão de VLA-4, o que 

levaria a apoptose de células da linhagem eosinofílicas ou, a maturação dos 

eosinófilos gerados.  
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Neste estudo, procuramos analisar se a atuação eosinopoiética da 

dexametasona e pró-apoptótica da PGE2 estão correlacionadas com a capacidade 

de ambas em regular a expressão da integrina VLA-4 (α4β1 integrina). 

Desenho Experimental 

I) Para analisar os efeitos diretos da dexametasona e da PGE2 sobre a 

produção, desenvolvimento e maturação dos eosinófilos, utilizamos a estratégia de 

adição e PGE2 isoladas ou combinadas nas culturas de medula óssea, seguida de 

análise morfológica por microscopia ótica. Para análise de expressão de integrinas 

VLA-4 e seu ligante VCAM-1, lançamos mão de estratégias de imunocitoquímica e 

microscopia confocal, em diferentes momentos de cultura para demonstrar: a) a 

expressão de VLA-4 colocalizada em eosinófilos; b) a expressão de integrinas em 

agregados celulares; c) avaliação da porcentagem de células que expressam VLA-4 

na medula óssea. Finalmente, para avaliar qual o efeito das integrinas na agregação 

celular, lançamos mão de adição no terceiro dia de cultura de anticorpos 

neutralizantes de VLA-4 e VCAM-1 nas culturas contendo dexametasona e PGE2 

sozinhas ou associadas, avaliando seu efeito sobre a agregação celular. 

Hipótese 3 – O  tratamento prévio com DEC ou G-CSF é capaz de inibir os 

efeitos promovidos pela sensibilização e pela provocação alergênica no tecido 

pulmonar e de atuar sistemicamente regulando a eosinopoiese in vivo. 

Procuramos analisar o efeito de tratamento prévio de DEC e G-CSF sobre a 

inflamação pulmonar, avaliando seu impacto regulatório sobre a população 

eosinofílica especificamente, visto que: a) G-CSF apresenta uma indicação de ação 

anti-inflamatória bem como de balanço positivo para formação de neutrófilos em 

detrimento a eosinófilos; b) DEC apresenta ação eficais sobre a eosinofilia pulmonar 

tropical, bloqueia produção de CisLT e suspeita-se de envolvimento de iNOS/NO na 

sua ação. 

Desenho Experimental  

I) Para analisar os efeitos de DEC ou G-CSF sobre a inflamação pulmonar, 

foram realizados diferentes tratamentos com DEC por via oral ou com G-CSF por via 

subcutânea antes e durante a provocação alergênica, seguido de análise da 

reatividade respiratória e resistência pulmonar dos animais, seguido de várias 
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análises ex vivo para avaliação do efeito sistemico de cada um dos agentes como: 1) 

contagem total e diferencial de células do lavado broncoalveolar; 2) análise sobre a 

produção de citocinas no tecido pulmonar e particularmente no trabalho com G-CSF, 

produção de citocinas no sangue periférico; 3) análise das células do tecido 

pumonar no tratamento com DEC; 4) realização de histologia do tecido pulmonar; 5) 

contagem total e tipagem de células hematopoiéticas de sangue periférico; 7) 

contagem total e tipagem de células da medula óssea. 

II) Igualmente, foram avaliados os efeitos do tratamento com ambos agentes 

na capacidade de respostas das células de responderem a citocinas 

hematopoiéticas, realizadas através da cultura líquida e semi-sólida ex vivo, de 

células da medula óssea na presença de citocinas como IL-5 e GM-CSF, avaliando o 

seu impacto sobre progenitores hematopoiéticos e precursores da linhagem 

eosinofílicas. 

III) Para a DEC, ainda foram realizados análises para avaliar se a mesma 

atuava, in vivo e in vitro, de forma dependente de iNOS e pela via CD95/CD95L. 

Para análise esta análise lançamos mão de: a) bloqueio da produção de NO 

utilizando bloqueador farmacológico de iNOS, aminoguanidina, tanto em tratamento 

in vivo quanto bloqueio in vitro em cultura líquida; b) utilização de animais deficientes 

da enzima iNOS, tanto para o tratamento in vivo, seguido de cultura líquida para 

análise ex vivo, quanto para análise in vitro em cultura líquida. Para avaliação da 

dependência da via CD95/CD95L, lançamos mão da utilização de animais gld 

(animais que apresentam uma mutação expontânea que promoveram uma 

deficiencia na produção de CD95), tanto para o tratamento in vivo, seguido de 

histologia pulmonar e cultura líquida ex vivo, quanto para análise in vitro em cultura 

líquida. 

Análise global – O presente trabalho, portanto, visa correlacionar os diferentes 

meios de controle da eosinopoiese avaliando os efeitos de diferentes fármacos e 

citocinas em dois possíveis sítios e situações, diretamente na medula óssea (através 

do contato direto da linhagem eosinofílica e da medula a estes agentes) e sistêmico 

(através da análise do desenvolvimento da eosinofilia tanto na medula quanto em 

outros tecidos em um quadro específico de asma alérgica). O desenho das ações de 

citocinas e fármacos em ambos os sistemas nos permitiria avaliar pro quais 
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mecanismos o eosinófilo é produzido, atua e qual o seu verdadeiro papel em um 

sistema de asma alérgica. 
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2222. Objetivos. Objetivos. Objetivos. Objetivos    
2.1 – Objetivo Geral 

Avaliar os meios de regulação da eosinopoiese na medula óssea e no modelo 

de asma murina, evidenciando o papel dos CisLTs e dos glicocorticóides no 

desenvolvimento, na sobrevida, na proteção contra apoptose induzida de eosinófilos 

na medula óssea. Avaliar também o efeito de drogas e citocinas sobre a inflamação 

pulmonar, na produção e na mobilização de eosinófilos da medula óssea. 

 

2.2 – Objetivos Específicos 

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

sobrevida dos eosinófilos em cultura de medula óssea.  

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

inibidores da COX sobre a produção de eosinófilos em cultura de medula óssea. 

2.2.3 – Analisar a contribuição dos CisLTs endógenos para os efeitos da 

citocina IL-13 e da quimiocina eotaxina sobre a produção de eosinófilos em cultura 

de medula óssea.  

2.2.4 – Avaliar a importância da expressão de VLA-4 e VCAM-1 para os efeitos 

observados pela ação da dexametasona e da PGE2 sobre a linhagem eosinofílica 

em cultura de medula óssea.  

2.2.5 – Avaliar os efeitos sistêmicos da DEC in vivo, in vitro e ex vivo, no 

modelo murino de asma, incluindo efeitos imunomodulatórios sobre linfócitos T, bem 

como sobre a eosinopoiese medular e periférica. 

2.2.6 – Avaliar os efeitos sistêmicos do G-CSF in vivo, in vitro e ex vivo, no 

modelo murino de asma, incluindo efeitos imunomodulatórios sobre a eosinopoiese 

medular e periférica. 
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3333. . . . PublicaçõesPublicaçõesPublicaçõesPublicações    
3.1 – Artigo - Elsas PX, Queto T, Mendonça-Sales SC, Elsas MI, 

Kanaoka Y, Lam BK. Cysteinyl leukotrienes mediate the enhancing effect s of 

indomethacin and aspirin on eosinophil production i n murine bone marrow 

cultures. Br J Pharmacol. 153, 3, 528-535. 2008 

Os antiinflamatórios não esteroidais atuam através do bloqueio das 

cicloxigenases (COX), enzimas chave para a via de produção de prostaglandinas e 

tramboxanos, cujo principal produto no nosso sistema é a PGE2.  Ao mesmo tempo, 

estas drogas potencializam a eosinopoiese em cultura líquida de células de medula 

óssea (272). A capacidade destas drogas em proteger eosinófilos em 

desenvolvimento dos efeitos pró-apoptóticos da PGE2, descrita anteriormente como 

ativadora de uma via pró-apoptótica dependente tanto de i NOS como de CD95L (9), 

sugere o envolvimento de um mecanismo celular distinto dos modelos correntes de 

ação para os inibidores da COX. Tal hipótese foi explorada no presente estudo, 

fornecendo evidencias de que indometacina e aspirina têm seus efeitos sobre a 

eosinopoiese mediados pela produção e atuação dos CisLT. O estudo permitiu 

evidenciar um papel crítico para a 5-LO, a LTC4 sintase e para os receptores 

CysLT1R nas ações dessas drogas, assim como mostrar uma forte ação 

citoprotetora dos CisLT sobre eosinófilos expostos à PGE2.  
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3.2 – Artigo - Queto T, Gaspar-Elsas MI, Masid-de-Brito D, Vasconcelos 

ZF, Ferraris FK, Penido C, Cunha FQ, Kanaoka Y, Lam BK, Xavier-Elsas P. 

Cysteinyl-leukotriene type 1 receptors transduce a critical signal for the up-

regulation of eosinophilopoiesis by interleukin-13 and eotaxin in murine bone 

marrow. J Leukoc Biol. 87, 5, 885-893. 2010 

A IL-13, citocina de extrema importância para o desenvolvimento de reações 

alérgicas e asmática, e a eotaxina, potente quimioatrator para eosinófilos, são 

mediadores capazes de promover a eosinopoiese em cultura de medula óssea na 

presença de IL-5, mas os mecanismos pelos quais este promovem a eosinopoiese 

ainda é inexplorado. O efeitos da eotaxina e da IL-13 em cultura de medula óssea 

apresentarem larga semelhança aos observados com NSAIDs neste mesmo 

trabalho, sugerindo que os efeitos de ambas, eotaxina e IL-13, sejam mediado pela 

via CisLT/CysLT1R, mostrando-se importante avaliar a contribuição dos CisLT 

endógenos para os efeitos da eotaxina e da IL-13 em cultura de medula óssea. Nste 

presente estudo, demosntramos que a eotaxina e a IL-13 vêm, conseqüentemente, 

ampliar a lista de substâncias que, ao atuarem por intermédio dos CisLT, 

potencializam a eosinopoiese e protegem eosinófilos imaturos dos efeitos pró-

apoptóticos asociados à ativação da via iNOS-CD95L. 
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3.3 – Artigo - Gaspar-Elsas MI, Queto T, Vasconcelos Z, Jones CP, 

Lannes-Vieira J, Xavier-Elsas P. Evidence for a regulatory role of alpha 4-

integrins in the maturation of eosinophils generate d from the bone marrow in 

the presence of dexamethasone. Clin Exp Allergy. 39, 8, 1187-1198. 2009. 

Estudos anteriores do nosso laboratório mostram que os glicocorticóides 

têm efeitos opostos aos da PGE2 sobre a eosinopoiese, e protegem eosinófilos em 

desenvolvimento de apoptose dependente de iNOS e CD95L (9). A dexametasona 

apresenta também um efeito estimulante sobre a eosinopoiese, que na cepa BALB/c 

a eosinopoiese é acompanhada de um fenotipo celular único, com numerosos 

eosinófilos agregados e morfológicamente imaturos. A hipótese que a 

dexametasona induz um aumento na expressão e/o na atividade de proteínas de 

adesão, especialmente integrinas, e de que esta modulação está relacionada com a 

manutenção de um fenótipo imaturo nas células em cultura é, evidentemente de 

interesse. Este interesse aumenta na medida em que os efeitos opostos da 

dexametasona e da PGE2 foram acompanhados de repercussões opostas sobre a 

expressão das mesmas proteínas de adesão. O presente estudo fornece evidências 

de que os efeitos pró-apoptóticos da PGE2 são profundamente modificados pela sua 

interação farmacológica com a dexametasona, de forma estreitamente relacionada 

com os efeitos dessa droga de regular positivamente a expressão de integrinas.  
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3.4 – Artigo -  Queto T, Xavier-Elsas P, Gardel MA, de Luca B, Barradas 

M, Masid D, E Silva PM, Peixoto CA, Vasconcelos ZM, Dias EP, Gaspar-Elsas MI. 

Inducible nitric oxide synthase/CD95L-dependent sup pression of pulmonary 

and bone marrow eosinophilia by diethylcarbamazine.  Am J Respir Crit Care 

Med. 181, 5, 429-437. 2010. 

DEC é uma droga antiparasitária utilizada com sucesso para o controle da 

filariose linfática, mas seu mecanismo de ação permanece indefinido (14, 274). Sua 

ação como bloqueador da síntese de leucotrienos é bem estabelecida (15; 275), 

mas a relação desse efeito com a sua eficácia antiparasitária permanece 

desconhecida. Recentemente, foi sugerido que DEC atua na filariose experimental 

de maneira dependente de NO sintase induzida (276), embora um efeito direto de 

DEC como indutor de iNOS não tenha sido observado em estudos anteriores (263). 

DEC tem um forte impacto sobre a inflamação eosinofílica no contexto da eosinofilia 

pulmonar tropical (18). Em nossos estudos, está claro que a linhagem eosinofílica é 

regulada em cultura de medula óssea por mecanismos pró-apoptóticos dependentes 

de iNOS e de CD95L (9). A eficácia da DEC contra a eosinofilia pulmonar tropical 

nos sugeriu que os alvos desta droga poderiam ser analisados experimentalmente 

em um modelo murino de eosinofilia pulmonar. O presente estudo avaliou, pela 

primeira vez, os efeitos de DEC sobre um modelo de inflamação pulmonar alérgica, 

evidenciando que a droga é extremamente eficaz para prevenção dos efeitos da 

provocação alergênica das vías aéreas sobre o pulmão e a medula óssea. Uma das 

conclusões centrais do estudo é que DEC diminui a infiltração eosinofílica dos 

pulmões por um mecanismo regulatório dependente da via iNOS-CD95L descrita 

anteriormente por Jones et al. (2004), mostrando-se assim como a primeira droga 

utilizada em terapia humana a atuar por esta via in vivo (9). 
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3.5 - Artigo  - Queto T, Vasconcelos ZF, Luz RA, Anselmo C, Guiné AA, e 

Silva PM, Farache J, Cunha JM, Bonomo AC, Gaspar-Elsas MI, Xavier-Elsas P. G-

CSF suppresses allergic pulmonary inflammation, dow nmodulating cytokine, 

chemokine and eosinophil production. Life Sci. 2011, 9, 88 (19-20): 830-838. 

2011. 

G-CSF é uma citocina que possui ação direta sobre a neutropoiese, sendo um 

fator importante tanto para a produção de neutrófilos na medula óssea, quanto para 

a indução de migração, sobrevida e aumento de capacidade funcional dos  

neutrófilos maduros. Ao mesmo tempo, G-CSF é capaz de promover a mobilização 

de progenitores CD34+ a partir da medula óssea. A literatura sugere que G-CSF tem 

ações imunomodulatórias, e que poderia promover uma polarização de perfil Th2 em 

animais sensibilizados. A asma alérgica tem um padrão de resposta tipicamente Th2, 

associado ao desenvolvimento de eosinofilia. No presente estudo, a capacidade de 

G-CSF induzir uma polarização Th2,  exacerbando a inflamação pulmonar alérgica, 

foi avaliada. Os resultados obtidos não sustentam esta hipótese, mas permitem 

evidenciar um importante efeito modulatório do G-CSF sobre a inflamação alérgica 

dos pulmões, com diminuição da eosinopoiese por um mecanismo distinto do 

evidenciado com outros agentes, como PGE2 e DEC. 
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4444. Discussão. Discussão. Discussão. Discussão    
 

Os resultados do presente estudo permitem aprofundar o entendimento dos 

mecanismos celulares e imunofarmacológicos de regulação da linhagem eosinofílica 

em vários aspectos. Por termos adotado, neste estudo, diferentes abordagens 

experimentais e estudado diferentes níveis de organização biológica  (local versus 

sistêmica), consideramos útil, na discussão que se segue, separar os resultados 

obtidos em diferentes modelos (cultura de células versus inflamação pulmonar 

alérgica), antes de procurar uma síntese dos avanços obtidos globalmente. 

4.1- Papel dos CisLT sobre a produção de eosinófilos na medula óssea 

Até iniciarmos o presente estudo, tinhamos apenas conhecimento da ação 

potencializadora da indometacina e da aspirina sobre a  eosinopoiese em cultura de 

medula óssea (272). Em experimentos preliminares, efeitos semelhantes  da IL-13 e 

da Eotaxina tinham sido também descritos, mas não tinhamos conhecimento básico 

dos mecanismos de ação destes mediadores. Avanços importantes foram, portanto, 

trazidos pelo nosso trabalho, que  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.  

O papel essencial dos dos CisLTs nos efeitos potencializadores das NSAIDs, 

da eotaxina e da IL-13 representam um elemento novo e importante no 

entendimento dos mecanismos envolvidos nas ações de uma ampla variedade de 

drogas e citocinas em nosso sistema experimental. Por outro lado, a capacidade de 

interferir com este amplo leque de agonistas ao bloquear a geração e/ou a ação dos 

CisLT nos oferece uma ferramenta experimental ímpar para aprofundar estas 

questões. 

Os resultados obtidos, em conjunto, sugerem que os efeitos da indometacina 

e da aspirina, poderiam ocorrer via um mecanismo dependente de CisLTs do que 

pela sua conhecida capacidade de interferir com a produção de PGE2 e de outros 

prostanóides. 
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Discutiremos estes mecanismos avaliando:  o papel dos 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 todos os CisLT 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 

(273). Mas seu efeito na medula óssea, em nosso estudo, é dependente da 

presença de IL-5, mostrando o CisLT como um modulador da resposta a esta 

citocina, mas incapaz de substituir o estímulo proveniente desta. É importante 

lembrar que estudos de outros grupos  afirmam que a expressão de CysLT1R em 

eosinófilos é regulada pela IL-5 (193). 

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 consistentes com os já existentes na literatura, na qual células 

progenitoras CD34+ da medula óssea apresentam CysLT1R na membrana, mas não 

CysLT2R (5). O efeito foi observado numa faixa de concentrações compatível com a 

afinidade conhecida dos receptores de CisLT (192), 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 nas ações 

eosinopoiéticas dos CisLT. 

Um aspecto importante deste estudo diz respeito à capacidade dos CisLT 

antagonizarem as ações da PGE2 exógena no sistema.  A PGE2 promove uma 
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drástica queda no número de células EPO+ recuperadas da cultura (11), ao induzir 

apoptose. Por outro lado, os CisLT são capazes de proteger eosinófilos em 

desenvolvimento da apoptose induzida por PGE2. Isto sugere 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 definir a 

hipotese correta, o que poderia 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, os resultados já obtidos constituem um progresso, 

visto que fornecem os controles indispensáveis que permitiram a interpretação dos 

experimentos nos quais os inibidores da COX (NSAIDs) são utilizados 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 os 

receptores CysLT1R eram essenciais para atuação dos CisLTs e de seus indutores. 

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 

pela administração de MK-886 e Zileuton sugere que a modulação positiva da 

eosinopoiese pelas NSAIDs. Estas NSAIDs promoveriam à inibição da COX e 

conseqüente desvio do substrato da via da COX para a da 5-LO, ou 

desaparecimento de uma inibição ativamente mantida por produtos da COX sobre a 

atividade da 5-LO. 

É importante notar que nem MK886 nem Zileuton, na ausência de inibidores 

da COX, tiveram efeito sobre o sistema sugerindo que uma relevante geração de 

produtos da 5-LO com atividade detectável em nossas condições experimentais 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, nem MK-886 nem Zileuton conseguiram bloquear os efeitos 

do LTD4 exógeno, visto que o CisLT é no caso um produto final da via que foi 
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bloqueada, legitimando a hipótese de que o efeito celular observado ocorra pelos 

passos descritos acima.  

O bloqueio completo dos efeitos da  indometacina e da aspirina pelo bloqueio 

da FLAP, da 5-LO e do CysLT1R é igualmente consistente com a suposição de que 

a 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, que demonstram 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 na medula óssea (277). 

Em conjunto, os dados sustentam duas conclusões: a) a ação dos inibidores 

da COX ocorre via CysLT1R e não pelo CysLT2R, visto que ambos antagonistas são 

específicos para CysLT1R; 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 (197).  

Semelhantemente aos CisLT exógenos, os dois inibidores da COX foram 

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 (159). Outros experimentos da literatura sugerem que o NO (que 

medeia os efeitos da PGE2) inibem também a produção de CisLT (168; 169). Nossos 

resultados não dão apoio a este mecanismo alternativo: a presença de PGE2 não 

impediu nem a indometacina nem a aspirina de atuarem de forma dependente de 

FLAP e de CysLT1R. Ou seja, se um produto da COX inibe ativamente a produção 

de CisLT, este produto não deve ser PGE2. Fica em aberto, no entanto,  a 

possibilidade de que outro produto da COX, ainda não testado, seja capaz de 

manter em suspenso o funcionamento da via da 5-LO.  

Quanto ao possível papel do NO (induzido por PGE2 exógena) nestas 

condições, não podemos ainda considerar a questão esclarecida, visto que em 
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nosso estudo não avaliamos se a produção de CisLT tem efeito sobre a expressão 

de iNOS e/ou a produção de NO, o que é um ponto essencial a esclarecer 

futuramente. 

 Mais uma vez, os experimentos controle 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 induzindo a produção de CisLT. Neste caso, 

evidentemente, a PGE2 presente no sistema não foi capaz de bloquear esta síntese.  

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 sobre a célula alvo, bastando a presença do agonista, 

para induzir uma resposta celular irreversível (apoptose). Por outro lado, a atuação 

dos inibidores da COX é indireta, dependendo da produção endógena de CisLT. Os 

CisLT, quando presentes na cultura, impedem 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, a indução de apoptose pela PGE2, e a sua supressão pela atuação dos 

CisLT (que só ocorre através 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 (144; 167). No momento, ainda não é possível construir um modelo 

dque reproduza este shunting, nem se este 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 (278). 

c) Modulação positiva da eosinopoiese por eotaxina e IL-13.  

Os primeiros resultados deste trabalho mostraram que, tanto IL-13 como 

eotaxina são eficientes moduladores positivos da eosinopoiese. Atingem desde 

populações primordiais, como os progenitores estimulados por GM-CSF em cultura 

semi-sólida (gerando não apenas um maior número de colônias totais como um 
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aumento no número de colônias que apresentam eosinófilos), até células-alvo já 

engajadas exclusivamente com a linhagem eosinofílica, como evidenciado em 

cultura líquida na presença de IL-5. Portanto, ambas as citocinas passam a ter, além 

de ação na migração e mobilização de eosinófilos para sítios inflamados, efeitos que 

também seriam importantes para a produção destes eosinófilos na medula óssea. 

Por um lado, estas observações simples ampliam o espectro de atividades 

biológicas já documentado para estas citocinas na fisiopatologia das reações 

alérgicas (23; 29). Por outro lado, reforçam a idéia de que ações regulatórias sobre a 

produção e a sobrevida dos leucócitos são integradas com ações atratoras e 

ativadoras sobre as células maduras das linhagens correspondentes. Juntos, os 

resultados sugerem que o alvo celular primário das ações das citocinas neste 

sistema precisa  apresentar expressão constitutiva de CCR3 e ser capaz de 

responder à eotaxina induzindo as respostas secundárias.  

Estes dados apontam, portanto, para células da linhagem eosinofílica em 

estágios primordiais, capazes de formar colônias (progenitores) e em estágios mais 

tardios de maturação (progenitores). Contudo, o resultado aponta também para um 

aumento do número de colônias não eosinofílicas como resultado do estímulo a 

eotaxina. Como o CCR3 não é necessariamente expresso por progenitores de 

outras linhagens hematopoiéticas, os dados sugerem que CCR-3, em contato com a 

eotaxina seja capaz de liberar mediadores secundários que potenciam os efeitos do 

GM-CSF. 

Tais observações simples são cheias de aspectos dignos de atenção em 

pesquisas futuras. Por um lado, eles mostram a importância dos estágios mais 

precoces de diferenciação da linhagem eosinofílica em efeitos modulatórios. Estudos 

subseqüentes in vitro (279) e in vivo (280) também mostraram que as fases mais 

iniciais da linhagem, encontradas nas primeiras vinte e quatro horas após o contato 

com a IL-5, têm propriedades especiais, relevantes para a atuação da PGE2 e da 

DEC, respectivamente. Seria interessante avaliar, por exemplo, se são estas células 

ainda bastante imaturas as responsáveis pela secreção de mediadores secundários, 

como o GM-CSF e a IL-13 endógena.  

Os efeitos da eotaxina em cultura líquida e semi-sólida foram abolidos com o 

tratamento da cultura com anti-CCR3, ou seja, anti-receptor de eotaxina, 

descartando a possibilidade de os efeitos estarem ocorrendo pela presença de 
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contaminantes na cultura. Ao mesmo tempo, as ações de ambos mostraram-se 

dependentes de fatores hematopiéticos, não apresentando efeitos na ausência de 

IL-5 ou GM-CSF. 

Portanto, a ação eosinopoiética de ambas citocinas poderiam ser resultantes 

de mecanismos distintos, ou seja, dos que são associados respectivamente aos 

efeitos da dexametasona ou aos efeitos da produção de CisLT. A  análise 

morfológica das células em  cultura líquida mostra que: a) os eosinófilos se 

apresentam em sua maioria isolados entre si; b)  os eosinófilos apresentam 

morfologia de células maduras. Estas características assemelham-se aos 

observados em culturas expostas aos  CisLT e aos bloqueadores de COX (aspirina e 

indometacina) em contraste com as expostas à dexametasona, que promove 

eosinofilia associada à imaturidade citológica e agregação celular (11). 

Assim como observado com indometacina e aspirina, os efeitos 

potencializadores da eotaxina e IL-13 sobre a eosinopoiese foram bloqueados pelo 

MK-886, e foram igualmente bloqueados pelo inibidor específico da 5-LO, zileuton, 

em cultura, apontando para a geração dos CisLT, como mediadores das ações de 

ambas citocinas.  

Como discutido antes no caso das NSAIDs, MK-886 e zileuton não 

apresentam efeito no sistema na ausência de eotaxina e IL-13. Contudo, há uma 

diferença importante em relação as NSAIDs:  nem  eotaxina nem IL-13 bloqueiam 

COX. Isto é consistente com a idéia de que os efeitos observados com NSAIDs, 

eotaxina ou IL-13 não estão ligados a uma carência de produtos específicos da 

COX, mas a um aumento na  produção de CisLT.  

Esta evidência também é sustentada pelos resultados obtidos através da 

utilização de animais deficientes para enzima 5-LO, e ainda mais pela utilização de 

animais deficientes de LTC4 sintase, enzima específica que converte o LTA4 a LTC4. 

Como nestes animais a via de produção de LTB4 está preservada, e a medula óssea 

não responde à eotaxina ou à IL-13, os resultados indicam que a ação destas 

citocinas  ocorre exclusivamente  pela ação de  CisLT. 

Os resultados obtidos através de bloqueios farmacológicos e genéticos 

indicam que os efeitos observados ocorrem exclusivamente via sinalização por 

CisLT1R, assim como observado para as NSAIDs. No entanto, alguns fatores ainda 
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precisariam ser mais explorados como: a) ambas citocinas atuam sobre a expressão 

aumentada de CisLT?; b) estes regulariam a expressão do receptor tipo 1 em células 

da medula óssea?; c) com sua ação dependente de CisLT, ambas citocinas tornam-

se potenciais bloqueadores da ação de PGE2, assim como os NSAIDs. 

Existem evidências de que a eotaxina é sistemicamente produzida em 

concentrações muito baixas em diversos sítios (281). Eotaxina administrada 

sistemicamente é ativa em células da medula óssea in vivo (Palframan et al, 1998). 

Neste trabalho, mostramos que a eotaxina promove a geração ou ativação da 

produção de CisLT por células da medula óssea, e  que este efeito é sinergicamente 

potencializado pela IL-13, quando ambas as citocinas estão em baixas 

concentrações. O entendimento da regulação da eosinopoiese por CisLT pode ser 

facilitado se considerarmos que a eotaxina liberada pelos sítios alérgicos inflamados 

atue sistemicamente na medula óssea (especialmente se ajudado pela IL-13) 

promovendo a geração local de CisLT. Ao mesmo tempo, a medula óssea pode não 

ser o único sítio onde a eosinopoiese é suscetível à modulação pela eotaxina. Uma 

possibilidade alternativa é que os CisLT medeiem os efeitos regulatórios da eotaxina 

e IL-13 em progenitores e precursores hematopoiéticos recrutados para o tecido 

pulmonar após a sensibilização e provocação alergênicas. Após provocação 

antigênica dos pulmões observamos que estes tornam-se fontes importantes de 

CisLTs (282; 283; 284), produzem IL-5, IL-13 e eotaxina (285) e apresentam 

acúmulo de progenitores e precursores eosinofílicos (286; 13). Estes pontos não 

foram avaliados neste estudo, pois o mesmo se concentram  em ensaios in vitro 

sobre a medula óssea. 

Um ponto crítico no que concerne este estudo são os mecanismos que 

correlacionam a dependência da ação da IL-13 frente à eotaxina e ao CCR3. Isto é 

evidenciado pelo bloqueio da ação da IL-13 com a utilização de anticorpos 

bloqueadores tanto para quimiocina eotaxina, quanto para seu receptor CCR3. Duas 

possibilidades se apresentam: a) um mecanismo de indução, onde a ação da IL-13 

seria mediada por eotaxina e IL-13, portanto induziria a produção de eotaxina como 

mediador secundário, sendo este responsável por potencializar a eosinopoiese 

atuando via CCR3; b) um mecanismo de sinergismo, no qual a IL-13 exógena 

adicionada à cultura atuaria sinergicamente com a eotaxina endógena.  
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Estas duas possibilidades podem ser distinguidas através da avaliação da 

produção endógena de eotaxina por células da medula óssea e da avaliação do 

efeito de IL-13 exógeno sobre esta produção.  

Nossos resultados não sustentaram um mecanismo de indução de eotaxina 

induzida por IL-13, pois, embora detectássemos eotaxina produzida por células da 

medula óssea cultivada e avaliássemos as quantidades de eotaxina presentes em 

sobrenadantes de cultura, em nenhuma situação houve um aumento significativo de 

eotaxina após exposição à  IL-13. Ao contrário, nossos resultados mostraram que 

um mecanismo sinérgico é possível, pois é possível evidenciar um aumento na 

eosinopoiese em culturas expostas a uma associação de IL-13 e eotaxina em 

concentrações que ambas não apresentam ação quando cultivadas separadamente 

na cultura. Nossas observações foram igualmente consistentes com a possibilidade 

de uma interação sinérgica entre a IL-13 exógena, adicionada em concentrações 

relativamente elevadas (1 ng/mL) e eotaxina endógena na concentração produzida 

nas culturas (0.01 ng/mL). 

d) Implicações dos achados 

 As observações descritas neste estudo podem ter implicações para outras 

áreas do estudo das alergias. 

Interessantemente, a sensibilização prévia do camundongo inibe o aumento 

de eosinófilos modulado pelas drogas inibidoras de COX (272). Uma possibilidade 

que explicaria a perda da resposta aos inibidores da COX em animais sensibilizados 

seria o fato de a sensibilização  induzira a produção de CisLT pela sensibilização 

alergênica. Isto levaria a produção de um nível de CisLT maior que o encontrado em 

animais “naive” cujo um acréscimo eventualmente provocado pelo bloqueio da COX 

não teria mais um efeito significativo. O mesmo deveria ser observado com a adição 

das citocinas IL-13 e eotaxina. 

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.  

Os resultados descritos aqui não permitem definir qual das hipóteses é 

correta, ou na possibilidade da ocorrência de ambas simultaneamente, mas 

permitem definir que tipos de experimentos futuros deverão ser realizados para 
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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, em cultura 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 em indivíduos predispostos (209; 

210; 287). 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 AIA, a administração de PGE2 exógena tem um importante efeito 

protetor contra ataques agudos de asma induzidos por indometacina (218) e aspirina 

(219). Diferentemente, nossos dados mostram que a modulação da resposta pelos 

CisLT e prostanóides na medula óssea murina é diferente do observado no pulmão 

destes pacientes: no pulmão, a ação da PGE2 predomina em relação à dos CisLT 

(visto que a administração de 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 
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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 mesmos efeitos foram observados com aspirina (que acetila a COX-2 

permitindo a geração de 15-epi-lipoxina) e 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, quanto indiretos 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 (209), permitem supor que a cultura de medula óssea forneça um sistema 

experimental no qual algumas das questões fundamentais relativas a AIA possam 

ser testadas. 

 
4.2- Papel das integrinas na regulação da eosinopoiese mediada por 

dexametasona e PGE2. 

 

Trabalhos recentes do laboratório apontam para dois processos celulares 

através dos quais sinais externos são traduzidos em respostas imunofarmacológicas 

opostas – por um lado a apoptose (9), por outro lado aumento da sobrevida e 

diferenciação (11) – no curso do desenvolvimento de eosinófilos murinos em cultura 

de medula óssea estimulada pela IL-5.  

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 ainda estão por estabelecer.  

No caso da dexametasona, o aumento da produção de eosinófilos é 

acompanhado de aquisição de resistência às ações pró-apoptóticas da PGE2, o que 
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poderia ser devido à regulação negativa da expressão da iNOS (9). No entanto, este 

aumento no número de eosinófilos revela uma particularidade interessante, os 

eosinófilos apresentam-se fortemente agregados e citológicamente imaturos, 

enquanto que a utilização simultânea da PGE2 com dexametasona leva à 

desagregação, acompanhada de  amadurecimento dos eosinófilos isolados (11; 9). 

Este fato sugeria que ambas, dexametasona e PGE2 seriam capazes de regular a 

expressão de proteínas de adesão.  

Com base em observações preliminares de Carla Jones na sua Tese de 

Doutorado (2006), as   integrinas, em particular a integrina α4, que juntamente com 

integrina β1, formam a integrina VLA-4, ligante de VCAM-1, deveriam ser avaliadas 

em prioridade sob este ponto de vista.  

Os resultados, apresentados nesta tese, em conjunto, sugerem que o VLA-4 é 

realmente um dos principais fatores envolvidos no desenvolvimento de eosinófilos, 

envolvendo a modulação da agregação e consequente imaturidade dos eosinófilos 

na presença de dexametasona, o que permite, portanto, a discussão dos efeitos da 

expressão de VLA-4 como mecanismo regulador da maturação eosinofílica. 

a) Expressão de VLA-4 na linhagem eosinofílica na medula óssea.  

O primeiro objetivo do trabalho consistiu na avaliação da expressão de α4 

integrinas em eosinófilos e células da linhagem eosinofílicas na medula óssea. A 

utilização de cultura líquida se mostrou muito útil neste ponto, visto que a análise das 

células em desenvolvimento in vivo seria inviável. A microscopia confocal confirmou 

que as integrinas α4 e VCAM-1 estavam presentes nas células que expressavam 

CCR3, provenientes de culturas de medula óssea, identificando que as células 

granulocíticas α4 e VCAM-1 positivas eram especificamente eosinófilos e não 

neutrófilos.  Além disso, os resultados mostram que os neutrófilos representaram 

menos do que 1% das células obtidas após 7 dias de cultura, e não puderiam 

possivelmente explicar as nossas observações. Pelo contrário, os eosinófilos 

aumentaram em número durante o período da cultura. Finalmente, a presença dos 

grânulos EPO+ em eosinófilos murinos foi demonstrada, desde o precursor menos 

diferenciado na linhagem eosinofílica aos eosinofilos terminalmente diferenciados.  

Como houve uma concordância excelente entre estes três métodos de 

marcação (CCR3, EPO e Wright-Giemsa), por razões práticas nossas experiências 
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foram conduzidas com amostras marcadas para EPO, a menos que especificado de 

outra maneira. 

Os ensaios deste projeto mostraram que integrinas α4 e VCAM-1 estão 

presentes nas células da medula e nos polimorfonucleares, desde o dia de obtenção 

da medula até o último dia de cultura, por diferentes estratégias de detecção: a) 

imunocitoquímica; b) citometria de fluxo; c) microscopia confocal. A 

imunocitoquímica e a microscopia confocal permitiram realizar uma relação 

percentual e ou quantitativo da expressão das integrinas, tornando as avaliações 

mais pertinentes que uma análise puramente qualitativa. 

b) Efeitos da dexametasona e da PGE2 sobre a expressão de VLA-4 na 

medula óssea. 

Os resultados observados neste trabalho mostram que a dexametasona 

promove um aumento importante na porcentagem de células que expressam 

integrinas α4. Em contrapartida, a PGE2 promove uma diminuição na porcentagem 

de células positivas. A afinidade e ligação das integrinas se apresenta, portanto, 

como um alvo para avaliação. Entretanto, para a utilização de bloqueadores 

seletivos da função de integrinas na cultura medula óssea é indispensável definir o 

momento apropriado para a intervenção.  

A utilização de anticorpos anti-integrina no dia de início da cultura impedia 

completamente a agregação inicial das células, levando a inibição total da 

eosinopoiese em cultura. Isto impossibilitava a avaliação final do resultado pela 

ausência de células comparáveis. Era necessário, portanto, introduzir  um intervalo 

entre a ação da dexametasona (promovendo agregação) e a adição do bloqueador, 

que promoveria a dissociação dos agregados, permitindo assim uma avaliação das 

diferenças obtidas entre os tratamentos.  

O tempo definido por nós para este experimento foi de 72h após o início da 

cultura. Os resultados deste ensaio mostram em conjunto, que a utilização dos 

bloqueadores das integrinas α4, β1 e VCAM-1 inibem a formação dos agregados de 

células imaturas induzidos por dexametasona. Por caracter citológico, a 

porcentagem de eosinófilos não muda, mas a desagregação promoveu a sua 

maturação destes eosinófilos, sugerindo que a principal atuação das integrinas neste 
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sistema consiste na manutenção dos eosinófilos em um estado de imaturidade 

celular. 

c) Correlação entre os efeitos de PGE2 e dexametasona em cultura de medula 

óssea.  

PGE2, quando administrada em conjunto com dexametasona no dia 0 de 

cultura, como descrito anteriormente, não suprime completamente a eosinopoiese 

em culturas expostas a dexametasona, mantendo-se a um nivel basal de eosinófilos, 

semelhante ao observado com IL-5 sozinha  (9).  

NO nosso trabalho, PGE2 teve dois efeitos distintos sobre as culturas 

inicialmente expostas a dexametasona, sobre o número e a agregação de 

eosinófilos. Se adicionada a cultura até 24 horas após o início da mesma, PGE2 não 

apenas promove a desagregação (isolamento) de eosinófilos na cultura como leva 

os números de eosinofilos na cultura de volta aos níveis observados nos controles 

que não receberam dexametasona.  

As experiências adição temporal mostraram, entretanto, que uma defasagem 

de algumas horas para realizar a adição de PGE2 à cultura promove uma perda 

progressiva de efeito sobre o número de eosinófilos, chegando ao ponto de que, se 

a adição da mesma ocorrer no terceiro dia após o início da cultura, o número de 

eosinófilos em cultura apresenta-se como em culturas controle positivas sem adição 

de PGE2. O efeito sobre o rendimento de eosinófilos depende conseqüentemente do 

momento da introdução de PGE2. Em contraste, PGE2 foi igualmente eficaz em 

promover a desagregação induzida por dexametasona nos pontos temporais 

indicados. Estas observações sugerem uma contribuição das integrinas α4 sobre a 

agregação e a maturação celular tardia, mas não sobre a proliferação celular 

induzida por dexametasona. 

d) Implicações dos achados. 

Este trabalho lança uma luz inteiramente nova sobre essa área de 

investigação. Até o presente momento, a via iNOS-CD95L descrita por nós 

anteriormente tinha sido encarada como um mecanismo de regulação numérica da 

população de eosinófilos, sem conexão obrigatória com o estado funcional das 
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células-alvo. Assim, essa via poderia estar logicamente envolvida na supressão da 

inflamação eosinofílica.  

Contudo, se os efeitos da PGE2 em culturas expostas à dexametasona forem 

mediados pela via iNOS-CD95L, a perspectiva se amplia grandemente, porque o 

que antes era apenas um mecanismo de regulação de excedentes passa a 

representar um mecanismo de controle da mobilização e da função efetora. 

Deve-se notar que os dados apresentam a primeira evidência na literatura de 

que a maturação terminal de granulócitos de qualquer tipo seja suprimida por 

integrinas, e a primeira evidência de que a PGE2 pode atuar, alternativamente, como 

agente pró-apoptótico ou como fator de maturação.  

A questão que se apresenta com maior urgência, é se estes resultados 

refletem uma função promotora de maturação dependente da via iNOS-CD95L, 

análise esta que, envolvem novas abordagens: a) avaliar o potencial de diferentes 

doadores de NO (SNAP, SNP; (9)) e de outras drogas que atuem via indução de 

produção de NO como promotores de amadurecimento terminal em culturas de 

medula óssea estabelecidas em presença de IL-5+dexametasona; b) avaliar o 

potencial da PGE2, indutores e doadores de NO como promotores de 

amadurecimento em culturas de medula óssea de animais deficientes em iNOS ou 

em CD95L; c) monitorar os efeitos de PGE2 e NO em cultura sobre a expressão de 

integrinas α4, VCAM-1 e CD95L nos eosinófilos expostos à IL-5 ou à IL-

5+dexametasona.  

Tais estudos, que se encontram em curso na nossa equipe (Xavier-Elsas e 

Almeida Guiné, dados não publicados), já permitem dissociar os efeitos promotores 

de maturação da PGE2 da presença de iNOS funcional. 

A análise dos trabalhos discutidos nos ítems 4.1 e 4.2 ressaltam a ideia de 

que ambas as  vias, a de iNOS/CD95L poderiam contribuir para ação de outros 

moduladores eosinopênicos, bem como poderiam ser igualmente co-regulados por 

CisLT. Neste caminho, projetamos experimentos que mostraram que IL-17 e alfa-

galactosilceramidas promovem eosinopenia e são capazes de contraregular a ação 

positiva de CisLT, sugerinso uma relação vasta desta via com a atuação de diversos 

componentes (Ver apêndice 7.1 e 7.2).  
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4.3– Efeito do tratamento in vivo  com DEC e G-CSF sobre a inflamação 

pulmonar alérgica e eosinopoiese medular.  

Estes dois trabalhos desta tese fornecem as primeiras evidências de  

mecanismos terapêutico e de regulação tanto para a DEC quanto para o G-CSF, em 

um modelo da inflamação pulmonar eosinofílica.  

A DEC, usada para tratar pacientes com filariose linfática (288) e, por 

períodos mais longos, para a cura clínica da eosinofilia pulmonar tropical (18), 

mostrou-se também eficaz num modelo experimental de inflamação pulmonar 

alérgica. O aumento induzido pela provocação alergênica sobre a resistência de vias 

aéreas, a produção de citocinas, e os números de eosinófilos no tecido pulmonar, 

foram prevenidos pelo pré-tratamento com DEC.  

G-CSF, um importante fator neutropoiético e ativador da imunidade inata, 

além de mobilizador de células hematopoiéticas,  foi igualmente eficaz em inibir os 

aumentos na resistência pulmonar e no número de eosinófilos no tecido pulmonar, 

assim como as   mudanças no padrão de citocinas produzidas, induzidos pela 

provocação alérgica por via respiratória.  

As ações tanto da DEC quanto do G-CSF foram claramente benéficas neste 

modelo experimental.  Tal ação é preventiva, mas não curativa, no caso da DEC, em 

que esta questão foi diretamente examinada. Apesar das muitas semelhanças de 

efeito nos pulmões, estes dois imunomoduladores aparentam atuar por mecanismos 

distintos, como diferentes entre si, evidenciado pelos efeitos que cada um promoveu 

fora dos pulmões.  

A DEC apresentou efeito seletivo para a linhagem eosinofílica, reduzindo a 

contagem de eosinófilos no BAL e no sangue, o infiltrado de eosinófilos no 

interstício, a geração de citocinas envolvidas com a produção, migração e ativação 

de eosinófilos, e o aumento da eosinopoiese na medula óssea, conseqüentes ao 

desafio alergênico, sem efeito marcado sobre outras populações de leucócitos. G-

CSF também apresentou efeito marcado sobre a população eosinofílica, com 

diminuição no número de eosinófilos presentes no BAL e no sangue, e bloqueio da 

eosinopoiese induzida por desafio alergênico, mas as mudanças no padrão de 

produção de citocinas foram diferentes, se compararmos o tecido pulmonar e o 

sangue. Mais importante, o G-CSF teve, como esperado, um importante efeito 
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estimulatório sobre a linhagem neutrofílica, cujos números aumentaram tanto no  no 

sangue quanto na medula óssea, que pode ser atribuído a uma estimulação da  

neutropoiese, detectável por seus efeitos sobre progenitores em cultura semi-sólida, 

e em  precursores em cultura líquida. Portanto, embora DEC e G-CSF sejam 

eficientes para inibição da inflamação pulmonar alérgica, as evidencias mostram que 

o impacto de ambas sobre a eosinopoiese ocorram por mecanismos diferentes. 

Como detalhado a seguir, a DEC possivelmente atua através da regulação da via 

iNOS/CD95, enquanto o  G-CSF atua através de um desvio para produção de 

neutrófilos, influenciando indiretamente a eosinopoiese, visto que o progenitor de 

ambas as linhagens é compartilhado. 

a) atuação de DEC sobre a inflamação pulmonar e eosinofilia medular.  

O tratamento prévio com DEC impede o aumento da resistência pulmonar e o 

surgimento de  hiperreatividade pulmonar induzidos por sensibilização seguida de 

provocação alergênica. Embora estas mudanças ocorram em paralelo com uma 

importante redução na eosinofilia, há estudos detalhados de vários grupos que se 

opõem à interpretação de que a redução na eosinofilia explica o bloqueio das 

mudanças na função pulmonar (236; 84). 

Igualmente, DEC apresenta efeitos adicionais, especialmente sobre a 

expressão de citocinas, que não têm nenhuma relação com eosinófilos. Embora 

DEC não tenha induzido diferença significativa sobre o número de células CD4+ (Th) 

no pulmão e no baço, promoveu aumento significativo de linfócitos produtores de 

IFN-γ nos pulmões. Estes linfócitos IFN-γ+ pulmonares e esplênicos não 

correspondiam aos linfócitos Th1 CD4+, havendo ao contrário evidências sugestivas 

de uma contribuição  de células T CD8+ ou das células “Natural Killer” (NK), ambas 

bem estabelecidas como fontes de IFN-γ (289).  

DEC suprimiu significativamente a expressão de IL-4, IL-5 e eotaxina no 

tecido pulmonar nos camundongos submetidos à sensibilização e provocação 

alergênicas, um conjunto de efeitos que possivelmente tornaria o pulmão um sítio 

desfavorável na promoção da infiltração de eosinófilos.  

Contudo, a caracterização dos linfócitos IFN-γ, e especialmente a avaliação 

da contribuição destes sobre a indução de iNOS e seus efeitos para o quadro 

observado abrem novas possibilidades para estudos  futuros. 
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O mecanismo de atuação de DEC sobre linhagem eosinofílica é dependente 

da via iNOS/CD95L, como evidenciado pelo seguinte conjunto de dados: a) a 

supressão dos efeitos da provocação sobre a  eosinopoiese in vivo e in vitro, 

observada após o tratamento com DEC é bloqueada pela inativação da iNOS por 

estratégias farmacológicas ou genéticas; b) sua ação nos pulmões e na medula 

óssea é dependente de CD95L, como evidenciado por experimentos com animais 

gld; c) seus mecanismos de ação in vivo e in vitro são interligados, como mostrado 

pelo fato de que a realização de apenas uma provocação sem tratamento prévio 

com DEC foi suficiente para abolir todos os efeitos da DEC na medula óssea (in vivo, 

ex vivo e in vitro).  

Os efeitos de uma provocação sem tratamento prévio com DEC demonstra 

que a DEC atua antes da provocação alergênica, mas se torna ineficaz após uma 

única provocação alergênica. Ainda assim, DEC atua de forma rápida no nosso 

modelo, como mostrado por: (a) sua eficácia em um tratamento de 3 dias, 

começando apenas algumas horas antes da primeira provocação; e (b) pelo 

bloqueio da iNOS com aminoguanidina, eficaz somente se administrado antes da 

administração do DEC. 

Este resultado, observado num protocolo em que uma única  provocação 

alergênica, a descoberto pelo  tratamento com DEC, é compatível com observações 

clínicas  datadas da década de 1970, em que a DEC seria ineficaz para o tratamento 

da crise aguda da asma (17).  

Por outro lado, em nosso modelo experimental, o tratamento sequencial com  

DEC após o período de provocação alergênica a descoberto é capaz de proteger 

contra os efeitos de um futura provocação na eosinopoiese medular. Mais uma vez, 

tal observação é compatível com observações clínicas de que a DEC reduzia a 

necessidade de tratamento com dexametasona em quadros alérgicos futuros (17), 

ou seja, também em seres humanos DEC é melhor como droga profilática do que 

curativa.  

Enquanto as ações da DEC in vivo são dependentes da sensibilização e 

provocação alergênica, a provocação não é necessária para os seus efeitos in vitro: 

em cultura de células de camundongos naïve estimuladas com IL-5, DEC suprime 

efetivamente a eosinofila medular através de mecanismos dependentes da via 

iNOS/CD95L, que não requerem  sensibilização nem provocação alergênica. (9) 
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Importantemente, este efeito in vitro, cujo mecanismo pode ser melhor definido,  

requer a presença de DEC diretamente na cultura, pois em camundongos naive 

tratados com DEC, não se observa um efeito do pré-tratamento in vivo durante  a 

cultura subseqüente da medula óssea com IL-5. Estas exigências in vitro e in vivo,  

aparentemente distintas, podem talvez ser reconciliadas pela observação que a 

eficácia de IL-5, a principal citocina promotora da eosinopoiése, é aumentada pela 

provocação alergênica, conduzindo à expansão aumentada de precursores de 

eosinófilos em resposta a IL-5, apesar das concentrações IL-5 permanecerem 

inalteradas (12).  

Os precursores de eosinófilos estimulados por IL-5 são encontrados in vitro e 

in vivo (290), nas condições experimentais em que DEC é eficaz. Portanto, a 

provocação alergênica fornece simplesmente a oportunidade para que  DEC atue in 

vivo sobre estes alvos, suprimindo sua expansão, desde que sua atuação ocorra 

durante as 24 horas iniciais. Tal efeito sobre um alvo celular induzido pela 

provocação se traduz, para o observador, como um bloqueio dos efeitos 

estimulatórios da provocação sobre a eosinopoiese.  

 Alternativamente, se estimulado pela IL-5 in vivo após uma provocação 

alergênica a descoberto, os mesmos alvos sofreriam expansão, e amadureceriam 

em eosinofilos DEC-resistentes num prazo de 24h. A perda de sensibilidade a PGE2, 

o ativador original da via iNOS-CD95L, durante a maturação eosinofílica, é 

observada nas culturas estimuladas IL-5 (9; 279). No entanto, precisa ainda ser 

estabelecido se a DEC, como PGE2, promove o aumento na expressão de CD95L 

(9). 

b) atuação de G-CSF sobre a eosinofilia pulmonar, medular e periférica.  

O tratamento com G-CSF in vivo previne as mudanças funcionais pulmonares, 

e várias mudanças na linhagem eosinofílica, tanto no sangue como nos pulmões e 

na medula óssea, que são induzidos pela provocação. Em contraste, o mesmo 

tratamento não é capaz de modificar o padrão de expressão de imunoglobulinas IgG 

e IgE contra ovalbumina. Estes resultados sugerem que a função inicial de 

apresentação de antígenos e formação de um padrão de resposta adaptativa não 

são afetados, e que a atuação do G-CSF se encontra ligado a uma inibição da 

resposta efetora. Entretanto, estes efeitos sobre eosinófilos somente são observados 

nos animais que receberam provocação alergênica com ovalbumina. Um dos fatores 
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que podem explicar estes efeitos sobre a linhagem eosinofílica seria a interferência 

direta sobre a produção de citocinas, especialmente aquelas envolvidas com o 

desenvolvimento de eosinófilos, como IL-5 e eotaxina.  

O tratamento com G-CSF diminui drasticamente a concentração de IL-5 no 

soro de camundongos sensibilizados independente de provocação. Hipoteticamente, 

tal diminuição no soro teria dois efeitos, diminuir a produção e maturação de 

eosinófilos na medula, e dificultar a mobilização dos mesmos a partir da reserva 

medular. O tratamento com G-CSF também diminui significativamente a produção de 

eotaxina no tecido pulmonar, mas mantém inalterada a concentração de eotaxina na 

corrente sanguínea. Tal situação poderia explicar a inibição da migração de 

eosinófilos para o pulmão.  

Na ausência de pré-tratamento com G-CSF, a sensibilização e a provocação 

alergênicas aumentaria a concentração de eotaxina tanto no soro quanto no pulmão, 

e a eotaxina no soro, atuaria juntamente a IL-5 na medula promovendo a 

mobilização dos eosinófilos, com o gradiente de eotaxina proveniente do tecido 

pulmonar levando à migração destes eosinófilos maduros para os pulmões. Em 

contrapartida, sob tratamento com G-CSF, com a IL-5 diminuida, a capacidade da 

eotaxina em promover a saída de eosinófilos estaria comprometida, e com a 

diminuição da concentração de eotaxina, teríamos dois fatores novos se opondo à 

migração dos eosinófilos circulantes para o pulmão:  a) faltaria um gradiente 

suficiente para assegurar a migração de eosinófilos para o tecido pulmonar; b) a 

concentração aumentada de eotaxina no soro, em comparação com o tecido 

pulmonar, induziria, ao contrário,  a manutenção dos eosinófilos na corrente 

saguínea.  

O tratamento com G-CSF e sua ligação ao seu receptor em células da medula 

óssea atenua a função de moléculas de adesão muito importantes, principalmente 

integrinas (revisto em 130), o que facilita a mobilização de neutrófilos, mas também 

de progenitores hematopoiéticos de várias linhagens. Se o mesmo tratamento 

promovesse atenuação na expressão de integrinas na periferia, somado às 

mudanças na expressão de IL-5 e eotaxina, tal efeito seria desfavorável a migração 

de eosinófilos para o tecido pulmonar. Embora esta hipótese necessite de avaliação 

experimental, a histologia pulmonar já demonstra uma possível ligação sobre a 

inibição da migragão estes eosinófilos, visto que torna-se comum encontrar a maior 
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parte dos eosinófilos no interior dos vasos sanguíneos em relação ao tecido 

pulmonar nos camundongos tratados com G-CSF. 

Os impactos de G-CSF sobre as contagens de eosinófilos da medula in vivo e 

as respostas à IL-5 ex vivo foram avaliados paralelamente, visto que ambos os 

parâmetros são regulados in vivo pela provocação alergênica. Ambos os ensaios 

mostraram um impacto supressivo forte do G-CSF sobre a eosinopoiese.  

Em contrapartida, nenhum efeito supressivo sobre outras populações 

mielóides foi evidenciado pela  quantificação de CFUs de granulócitos (CFU-G), de 

granulócitos e macrófagos (CFU-GM), ou de macrófagos (CFU-M) em cultura 

semisólida, em camundongos submetidos a tratamento com G-CSF. Assim, é 

provável que um mecanismo linhagem-seletivo de modulação da eosinopoiese, em 

vez de uma atividade mielosupressiva generalizada, associada ao bloqueio da 

migração celular, esclarecesse a escassez dos eosinofilos da medula óssea e dos 

pulmões nos animais tratados com G-CSF.  

Importantemente, este mecanismo exige a interação entre a provocação e o 

pré-tratamento de G-CSF, porque os efeitos supressivos foram observados sempre 

em camundongos provocados alergenicamente mas não observados em controles 

não provocados. 

Em contrapartida, o simples tratamento com G-CSF promove neutrofilia e/ou 

neutropoiese em medula óssea, sangue, e tecido pulmonar, como esperado, já que 

a linhagem neutrofílica apresenta constitutivamente o seu receptor (291). Contudo, 

como eosinófilos não apresentam o receptor de G-CSF (291) e G-CSF não estimula 

formação de colônias de eosinófilos (292) por si só, um mecanismo indireto de 

atuação é necessário para promoção destes efeitos. O G-CSF poderia afetar 

indiretamente a linhagem eosinofílica, ao favorecer a linhagem neutrofílica na 

competição por recursos críticos e restritos no microambiente da medula óssea 

mediado pela relação próxima entre estas linhagens (96), mas a mesma 

consideração se aplica aos fagócitos mononucleares, que não foram afetados por G-

CSF neste estudo. 

Alternativamente, G-CSF poderia igualmente suprimir a resposta 

eosinopoietica à provocação alergênica, impedindo a geração de um sinal de 

atuação sistêmica, induzido pela provocação alérgica das vias aéreas de 
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camundongos sensibilizados (12). Esta hipótese seria consistente com a observação 

que G-CSF afetou somente os eosinofilos nos animais provocados, capazes de que 

gerar este sinal, ao contrário dos controles não provocados (12), o que 

possivelmente estaria diretamente vinculado à produção de IL-5, fator primordial 

para acumulação de progenitores eosinofílicos no tecido pulmonar (13).  

Contudo, após a demonstração original, em experimentos de transferência de 

plasma, de que fatores estimuladores para a eosinopoiese se encontravam na 

circulação de doadores sensibilizados e provocados (12), alguns estímulos definidos 

têm mostrado regular positivamente a produção de eosinofilos in vivo e in vitro, 

incluindo glicocorticoides administrados exógenamente (279) ou liberados endógena 

das glândulas adrenais de camundongos submetidos a estresse cirúrgico (270).  

Resta, portanto, a avaliar, se os efeitos do G-CSF não incluem um bloqueio à 

geração destes mediadores circulantes, especialmente glicocorticóides endógenos, 

em doadores sensibilizados e provocados. Como o G-CSF é a primeira citocina 

imunomodulatória capaz de impedir os efeitos da provocação alergênica sobre a 

eosinopoiese na medula óssea, seria extremamente interessante que seus efeitos 

fossem mediados por bloqueio dos glicocorticóides endógenos, os quais apresentam 

múltiplas interações com os mecanismos celulares identificados no curso do 

presente estudo. 

 
4.4 – Integração das análises dos dados.  

Os resultados em conjunto lançam mão de uma nova visão de controle da 

eosinopoiese tanto medular quanto sistêmico. Primeiro observa-se que a eosinofilia 

é promovida por diferentes sinalizadores, fatores e fármacos, tanto na medula óssea 

quanto sistêmico, indicando que em modelos que se observa eosinofilia, o controle 

da mesma é complexo. Resalta também a dupla função das integrinas no processo 

da eosinofilia, importante na medula para a formação de eosinófilo e com papel 

crucial na maturação desta linhagem, e importante para migração do mesmo para o 

sítio de inflamação, o que sugerindo duas atuações diferentes para a mesma classe 

de moléculas para a mesma linhagem celular. Em contrapartida, a eosinopenia 

apresenta pelo menos dois meios de regulação: a) a eosinopenia induzida 

diretamente por apoptose, através de agentes (PGE2, DEC etc) que atuam de forma 

dependente de produção de iNOS, seguido por sinalização via CD95/CD95L; b) 

através do desvio de da produção de eosinófilos para linhagens celulares de 
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neutrófilo e monócitos (que compartilham do mesmo progenitor) como a atuação do 

G-CSF, na medula óssea. A eosinopenia aparentemente é afetada pela ausência da 

expressão de integrinas na medula óssea, podendo ser um dos mediadores centrais 

para o desenvolvimento do eosinófilos. Algumas evidências próprias indicam 

também que a ausência de migração de células e eosinófilos do sangue para os 

tecidos na presença de G-CSF ocorram também pelo controle de expressão de 

integrinas no endotélio, fator que ainda precisa ser avaliado. Os dados, portanto, 

mostram um quadro complexo de regulação da eosinopoiese em um quadro clínico 

da asma alérgica cujo sistema ainda precisa ser explorado avaliando a medula 

óssea, órgãos hematopoiéticos extramedulares, e sítios de inflamação para um real 

entendimento de como o mesmo ocorre sistemicamente, desde a produção até sua 

migração para o sítio alvo. 
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5555. . . . ConclusõesConclusõesConclusõesConclusões    
O conjunto deste trabalho nos permite concluir que: 

5.1 – Os CisLTs exógenos atuam em cultura de medula óssea promovendo 

sobre o desenvolvimento e sobrevida dos eosinófilos e sua atuação ocorre 

exclusivamente via CysLT1R. 

5.2 – Os CisLTs endógenos são os mediadores dos efeitos eosinopoiéticos 

promovidos pelas NSAIDs aspirina e indometacina, bem como pela citocina IL-13 e 

pela quimiocina eotaxina, também via CysLT1R. 

5.3 – Os CisLTs são capazes de proteger os eosinófilos da apoptose induzida 

por PGE2 em cultura de medula óssea murina. 

5.4 – Dexametasona promove aumento na expressão de VLA-4, promovendo 

os agregados com número elevado de eosinófilos em forma imatura em cultura de 

medula óssea. Em contrapartida, PGE2 promove diminuição da expressão de VLA-4 

inibindo a agregação induzida por dexametasona e levando a maturação celular em 

cultura de medula óssea.  

5.5 – DEC regula negativamente vários sintomas da inflamação pulmonar 

alérgica bem como a eosinopoiese medular e periférica in vivo, in vitro e ex vivo, em 

modelo murino de asma, através de mecanismos dependentes da via iNOS/CD95L. 

5.6 – G-CSF regula negativamente vários sintomas da inflamação pulmonar 

alérgica bem como a eosinopoiese medular e periférica in vivo, in vitro e ex vivo, em 

modelo murino de asma, provavelmente através de mecanismos que promovam a 

produção e maturação de neutrófilos, em detrimento de eosinófilos, e regulação de 

citocinas que inibem a migração de eosinófilos. 
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Figura 5.5 – Ação dos moduladores da eosinopoiese.  Esquema simplificado das 
interações dos moduladores estudados nesta tese sobre o mecanismo de eosinopoiese 
estudado no nosso laboratório, tanto na medula óssea quanto sistêmica. 
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1. Efeito da IL-17 sobre a atuação dos leucotrienos na eosinopoiese in vitro. 

 

Racional dos experimentos realizados. A Interleucina 17 (IL-17) é uma citocina descrita como 

uma citocina regulatória da resposta imune, com relação direta com o balanço entre IL-4 e IFN-γ, e 

capaz de induzir a produção de citocinas e quimiocinas que promovem migração de neutrófilos e 

macrófagos para sitios inflamados. Diversos trabalhos mostraram que a IL-17 possui papel importante 

na patogênese da asma alérgica e de outras doenças ligadas ao fenótipo atópico. Mas os efeitos da IL-

17 diretamente sobre progenitores e precursores da medula óssea são inexplorados, bem como a sua 

relação com os efeitos de prostaglandinas e leucotrienos, também produzidas neste sítio. Portanto, 

fomos avaliar qual o efeito da IL-17 sobre a eosinopoiese em cultura de medula óssea, assim como o 

seu mecanismo celular de ação e sua relação com a vias mobilizadas por  leucotrienos e 

prostaglandinas.   

 

Desenho experimental. Culturas líquidas de medula óssea foram estabelecidas na presença de 

IL-5,  a partir de camundongos BALB/c.  IL-17 foi acrescentada às culturas,  isoladamente ou em 

associação com CisLT (LTD4, LTC4), indutores de sua produção (indometacina), bloqueadores de 

produção de NO (aminoguanidina), ou doadores de NO.  

 

Resultados e Discussão 

 

Para avaliar os efeitos da IL-17 sobre a eosinopoiese na medula óssea, realizamos 

experimentos de cultura líquida com diferentes concentrações  de IL-17 (10 a 0,1ng/mL), 

associada ou não à  IL-5. A  IL-17 adicionada no dia 0 de cultura apresentou  efeito supressor 

da eosinopoiese nas concentrações  de 10 e 1ng/mL, mas não na concentração  de 0,1ng/mL 

(Figura 7.1A), agindo de forma semelhante à  Prostaglandina E2.  A IL-17 sozinha não 

apresentou efeito, seja supressor ou protetor, visível na ausência de IL-5 na cultura (Figura 7.1 

A, insert). Em experimentos cinéticos, definimos momento a partir do qual o efeito supressor 

da eosinopoiese a IL-17 mostra-se significativo, adicionando IL-17 1ng/mL no dia 0 e 

interrompendo as culturas  nos dias indicados até o sétimo dia. A IL-17 apresentou diferença 

significativa, em relação ao controle IL-5, a partir do quinto dia de cultura (Figura 7.1B). 

Similarmente ao que foi determinado anteriormente para a PGE2, realizamos também um 

experimento para definir até que dia da adição à cultura, a IL-17 seria capaz de suprimir a 

eosinopoiese.  A IL-17 apresentou efeitos supressores se adicionada até 24h após o início da 

cultura (Figura 7.1C). Finalmente, a ação da IL-17 mostrou-se dependente de caspases (Figura 

7.1D).  
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Os resultados indicam que a IL-17 é uma potente citocina supressora da eosinopoiese, 

tendo um efeito comparável ao da PGE2. Apresentou-se, portanto, a questão de se os  

mecanismos  de ação da IL-17  no sistema são semelhantes ao da PGE2, ou seja, dependentes  

da  produção de Óxido Nítrico (NO), via iNOS,  e, se for o caso, se os efeitos da IL-17 seriam 

bloqueados, como os da PGE2, pelos  CisLT. 

 
 

  

 
Figura 7.1 – Efeito da IL -17 sobre a eosinopoiese em cultura líquida. Os dados 
representam os números (média+EPM) de eosinófilos em cultura líquida de medula óssea, 
mantida na presença ou ausência de IL-5 1ng/mL por até 7 dias. (A) curva dose-resposta 
para  IL-17. No insert, ausência de efeito da IL-17 na ausência de IL-5. (B) Efeito  da cultura 
na presença ou ausência de IL-17 nos dias de cultura indicados. (C) Efeito da adição de IL-
17 nos dias indicados após o início da cultura. (D) Importância das caspases para a ação da 
IL-17. Diferenças significativas em relação ao controle indicado; * (P<0,05) e *** 
(P<0,001). 
 

Para avaliar a interação da IL-17 com os indutores da eosinopoiese na medula óssea, 

como os CisLT, e definir a sua relação com os efeitos da  PGE2, realizamos experimentos 

com a IL-17 na presença do LTD4, ou de indutores de CisLT, como eotaxina, e IL-13. Como 

podemos observar, a adição do leucotrieno D4 exógeno (Figura 7.2A) aboliu o efeito 

supressivo da IL-17, mas, ao contrário do observado com a PGE2, a interação entre IL-17 e 
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LTD4 voltou ao nível observado no controle apenas com IL-5. O mesmo resultado obtido 

com  LTD4 foi observado com LTC4 (dados não mostrados). Assim, os CisLT mostraram-se 

mais eficazes no bloqueio da PGE2 do que no de IL-17. Da mesma forma, os vários indutores 

de produção de CisLT (Eotaxina – Figura 7.2B, IL-13 – Figura 7.2A), foram capazes de 

bloquear a ação da IL-17 de forma semelhante ao observado com os CisLT. Este resultado 

sugere que, embora possuam ações semelhantes na eosinopoiese, a IL-17 e a PGE2 atuam por 

vias diferentes, ou, alternativamente, a IL-17 atua não somente pela via utilizada pela PGE2 

mas por outras vias que a PGE2 não utiliza.   

 

Figura 7.2 – Interação da IL-17 com CisLT e seus indutores. Dados representam número 
absoluto (média+EPM) de eosinófilos em cultura líquida de medula óssea na presença de IL-
5 1ng/mL por 7 dias. Ação da IL-17 na cepa Balb/c contra a ação de LTD4 e IL-13 (A) e 
eotaxina – Eot (B) nas doses indicadas acima. Diferenças significativas em relação ao 
controle indicado onde * (P<0,05). 
 

Contribuição para o progresso do projeto. Esses resultados mostram, pela primeira vez 

na literatura, que a IL-17 atua como um inibidor da eosinopoiese na  medula óssea murina, 

ampliando de forma significativa o espectro de atividades desta citocina. Eles documentam 

também uma relação distinta com CisLT e seus indutores, o que sugere uma via de atuação 

diferente de PGE2.   

Perspectivas abertas pelos resultados. Muitas questões novas e importantes são 

sugeridas por essas observações, especialmente: a) qual a possível contribuição da IL-17 na 

neutropoiese medular?;  b) qual a correlação entre IL-17 e produção de NO pela iNOS?; c) 

por qual mecanismo os CisLT protegem contra a ação da IL-17?; d) qual a interação da IL-17 

com outros moduladores da eosinopoiese, como os glicocorticóides? e) qual a relação da IL-

17 com as citocinas IL-4 e IFN-γ? 
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Efeitos da alfa-galactosil-ceramida sobre  a eosinopoiese in vitro. 

 

Racional dos experimentos realizados. A alfa galactosil-ceramida (α-GC) é um glicolipidio 

proveniente da esponja marinha Agelas mauritianus, descrito como potente agente imunomodulador, e 

com potencial para o tratamento de várias infecções, doenças autoimunes e câncer. A ligação da α-GC 

(apresentada no contexto do CD1d presente em células apresentadoras de antígenos) ao receptor de 

antígeno invariante para  Vα14, expresso nas células iNKT (células natural killer T invariantes), induz 

estas células a produzir citocinas imunoregulatórias,  que resultam na ativação de outros tipos celulares 

do sistema imune, como células Natural Killer, células dentríticas, células B  e T, e macrófagos. Por 

outro lado, α-GC inibe a resposta alérgica na asma experimental, através da ativação de iNKT, tendo 

IFN-γ como um dos mediadores.  Embora efeitos da α-GC tenham sido evidenciados anteriormente 

em modelos experimentais de asma, sua atuação sobre a hematopoiese na medula óssea, permanece 

inexplorada, tanto quanto as suas possíveis interações com prostaglandinas e leucotrienos. Tendo em 

vista as evidências da presença de células  iNKT na medula óssea, é importante  avaliar qual o efeito 

da α-GC sobre a  eosinopoiese na medula óssea. 

 

Desenho experimental. Culturas líquidas de medula óssea foram estabelecidas na presença de 

IL-5, a partir de camundongos BALB/c. A α-GC foi acrescentada à cultura isoladamente, em 

associação com CisLT ou indutores da produção de CisLT (indometacina e aspirina).  

 

Resultados e Discussão 

 

Primeiramente, avaliamos os efeitos da α-GC sobre a eosinopoiese na medula óssea, 

estabelecendo culturas líquidas com diferentes concentrações de α-GC (10-6 a 10-12M), 

associada ou não à  IL-5. Inicialmente, a α-GC adicionada no dia 0 de cultura apresentou 

efeito supressor sobre a eosinopoiese, nas concentrações de 10-6 e 10-8M, mas não de 10-10 e 

10-12M (Figura 7.3A), agindo de forma semelhante à da PGE2 e à  da IL-17.  

 

Tendo em vista a semelhança dos efeitos, realizamos experimentos para explorar os 

mecanismos envolvidos. Primeiramente, a α-GC não apresentou efeito significativo, seja 

supressor ou protetor, na ausência de IL-5 (Figura 7.3A insert). Em experimentos cinéticos,  

adicionando α-GC 10-8M no dia 0 e interrompendo nos dias indicados até o sétimo dia,  α-GC 

apresentou diferença significativa em relação ao controle IL-5 a partir do quinto dia de cultura 

(Figura 7.3C). Em experiementos para definir até que momento da cultura a adição de  α-GC 

tem efeito supressor significativo sobre a eosinopoiese, observou-se uma janela de 
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suscetibilidade de apenas 24h a partir do estabelecimento da cultura (Figura 7.3B). O período 

de latência relativamente longo, entre o final da janela de suscetibilidade e o início do efeito 

detectável, sugere que o processo de supressão envolve várias etapas, o que é compatível com 

os mecanismos já caracterizados de ação deste imunomodulador, o qual atua indiretamente, 

através da apresentação a linfócitos imuno-regulatórios especializados. Os resultados sugerem 

que a α-GC apresenta uma forte ação supressora da eosinopoiese em cultura líquida, 

semelhante à da  PGE2 e da IL-17,  justificando um esforço de avaliar se os mecanismos de 

ação da α-GC na medula óssea são semelhantes aos desses agentes, e se são dependentes da  

sua produção de Óxido Nítrico (NO) pela iNOS, e interagem  com os CisLT. É também 

importante avaliar se existem células  iNKT na medula óssea murina, e se a ação da α-GC na 

medula é dependente da ativação destas células resultante da apresentação da α-GC no 

contexto de CD1d. 

 

Para este fim, realizamos experimentos com α-GC na presença do CisLT, LTD4 ou de 

substâncias indutoras de CisLT, indometacina e aspirina, isoladamente e em associação. A 

adição do LTD4 exógeno (Figura 7.3D) reverteu a supressão observada na presença de α-GC, 

retornando ao nível encontrado nos controles IL-5. Resultado semelhante foi observado com 

Indometacina e Aspirina.  
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Figura 7.3 – Efeito  da αααα-GC sobre a eosinopoiese em cultura líquida. Os dados representam 
os números (média+EPM) de eosinófilos em cultura líquida de medula óssea, estabelecida  na 
presença ou ausência de IL-5 (1ng/mL),  por até  7 dias. (A) curva dose-resposta para  α-GC;  

no insert, efeito da α-GC na ausência de IL-5; (B) Efeitos de α-GC, acrescentada nos dias 

indicados; (C) Efeito de  α-GC em cultura pelos períodos indicados; (D) Interação entre α-GC e 
LTD4, indomentacina (Indo) ou aspirina (Asp). Diferenças significativas em relação ao controle 
indicado; * (P<0,05), **(P<0,01) e *** (P<0,001). 
 

Como a ação da α-GC é dependente de apresentação de antígeno, seguido da ativação 

da célula iNKT, avaliamos se, em camundongos BALB/c, a purificação de células 

progenitoras, na ausência de linfócitos CD3+,  modificaria a resposta à α-GC. Avaliamos 

também se esta resposta poderia ser  restabelecida pela adição de linfócitos esplênicos 

purificados em coluna de  lã de náilon. α-GC suprimiu a eosinopoiese em cultura de medula 

óssea  antes do fracionamento (Figura 7.4A). Quando cultivamos progenitores/precursores 

hematopoiéticos, enriquecidos em gradiente descontínuo de Percoll , a α-GC não teve mais 

efeito supressor significativo (Figura 7.4B). Por outro lado, sua ação foi completamente 

restabelecida quando foram adicionados à  cultura linfócitos esplênicos, enriquecidos em 

células T por passagem em coluna de lã de nylon. A partir da mesma população de 

D 
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progenitores/precursores, foi feita a depleção de  células CD3+ utilizando  beads magnéticas. 

Na população depletada, a adição de α-GC não teve efeito significativo  (Figura 7.4C). Sua 

ação foi completamente restabelecida quando a cultura recebeu linfócitos esplênicos obtidos 

por purificação com lã de náilon (Figura 7.4C). 
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Figura 7.4 – Efeitos de αααα-GC em populações depletadas e reconstituídas com linfócitos. Dados 
representam número absoluto (média+EPM) de eosinófilos em cultura líquida de medula óssea na 

presença de IL-5 1ng/mL por 7 dias. Adição de α-GC nas concentrações indicadas em medula total 
(A) após o enriquecimento de progenitores e precursores por Percoll (B) e a após depleção de 
células CD3+ em seguida a este  enriquecimento (C). Em B e C, as barras brancas mostram o efeito 
da  reconstituição com linfócitos esplênicos purificados por lã de náilon. Diferenças significativas 
em relação ao controle indicado; * (P<0,05). 
 

Contribuição para o progresso do projeto. Esses resultados mostram, pela primeira vez 

na literatura, que a α-GC atua como um inibidor da eosinopoiese em medula óssea murina, 

sugerindo novos papéis modulatórios em modelos experimentais de alergia e imunoterapia. 

Eles sugerem também que, sua ação na medula é dependente de populações linfocíticas 

CD3+, o que é compatível com  a presença e ação reguladora de iNKTs na medula óssea. Sua 

resistência relativa aos efeitos dos  CisLT sugerem também que α-GC atua por outras vias 

além de NO. Estes resultados deverão ser o tema de um manuscrito que se encontra em fase 

inicial de estruturação.  

Perspectivas abertas pelos resultados. Muitas questões novas e importantes são 

sugeridas por essas observações, especialmente: a) α-GC atua na medula através da ativação 

de células iNKT?; b) α-GC teria atuação “in vivo” sobre a eosinopoiese em modelos de 

alergia?; c) por qual mecanismo os CisLT protegem contra a ação da α-GC?; d) qual a relação 

entre a atuação da α-GC contra outros moduladores da eosinopoiese,  como os 

glicocorticóides? e) qual a correlação entre α-GC e IL-17, visto que há relatos na literatura 

mostrando que as células  iNKT secretam  IL-17 (que, como mostrado na seção anterior, 

possui atuação semelhante à de α-GC na medula óssea)? f) a via de atuação de α-GC é 

dependente de iNOS?  

 

A B C 
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