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RESUMO 

Os receptores ativados por proteases (do inglês, proteinase-activated receptor, PAR) 

fazem parte de uma família de receptores acoplados a proteína G, que são ativados 
principalmente pela clivagem proteolítica de uma sequência específica de aminoácidos 
localizados em seu domínio N-terminal. Sua ativação vem sendo associada à 
regulação de diferentes fenômenos inflamatórios. PAR-2 é um receptor com potencial 
para regular a inflamação alérgica uma vez que está presente em uma grande 
variedade das células das vias aéreas como, por exemplo, células epiteliais e 
macrófagos alveolares. O objetivo do presente estudo foi avaliar a importância da 
ativação do PAR-2 na produção de mediadores inflamatórios e no recrutamento de 
leucócitos em modelos experimentais de asma induzidos por ovalbumina (OVA). Os 
protocolos experimentais foram aprovados pela comissão de ética no uso de animais 
(CEUA/UFMG, nº348/2014). A inflamação pulmonar alérgica foi induzida por OVA 
(10µg, via intranasal) em camundongos Balb/c fêmeas (8-10 semanas) previamente 
iminizados para o antígeno, em dois modelos experimentais diferindo entre si o 
número de desafios intranasais, três ou seis. Dentre o período de 30min à 72h após 
último desafio com o alérgeno, os camundongos foram sacrificados, sendo em seguida 
coletados os lavados broncoalveolares (LBA) e feita a remoção dos pulmões. Para 
avaliar a participação do PAR-2 na asma experimental, os camundongos imunizados 
foram pré-tratados com o antagonista seletivo de PAR-2, ENMD1068 (0,1–1,0 mg/ kg, 
via intraperitoneal) 1 hora antes da administração intranasal de OVA. O bloqueio de 
PAR-2 promoveu efeito considerável no controle da inflamação pulmonar alérgica em 
ambos os modelos de asma, reduzindo a presença de neutrófilos, eosinófilos e células 
mononucleares no LBA dos camundongos quando comparado aqueles desafiados 
com OVA e pré-tratados apenas com PBS. Especificamente no modelo de três 
exposições à OVA, o antagonismo do receptor reduziu a expressão protéica de PAR-2 
em leucócitos alveolares, a produção de CXCL1, IL-6 e CCL5 no LBA e de IL-1β no 
pulmão, a permeabilidade vascular no tecido pulmonar e a população de macrófagos 
pulmonares com fenótipo M2, além de aumentar os níveis de IL-10 no LBA quando 
comparado ao grupo OVA. No modelo de seis exposições à OVA, o bloqueio de PAR-
2 conduziu à redução nas atividades de peroxidase eosinofílica (EPO) e 
mieloperoxidase (MPO) no parênquima pulmonar, no extravasamento de proteínas 
para o LBA, evitou a perda da complacência pulmonar induzida pela OVA, diminuiu a 
resistência ao fluxo de ar basal e em reposta à provocação com metacolina, além de 
diminuir a produção de muco e deposição de colágeno em tecido pulmonar, quando 
comparados aos animais desafiados com OVA. Nossos resultados demonstram que 
há modulação da resposta imunológica via ativação de PAR-2 na asma experimental 
em camundongos BALB/c nos diferentes modelos avaliados. Além disso, o bloqueio 
da ação de proteases endógenas ativando PAR-2 em camundongos tratados com o 
antagonista seletivo desempenhou um papel importante no controle da inflamação 
pulmonar alérgica, sugerindo que o bloqueio de PAR-2 pode ser útil como uma nova 
abordagem farmacológica em relação ao tratamento de doenças respiratórias das vias 
aéreas. 

 

Palavras-chave: PAR-2, proteases, asma experimental, ovalbumina, eosinófilos, 

neutrófilos, permeabilidade vascular, ENMD1068, inflamação pulmonar alérgica. 

  



 
 

ABSTRACT 

Proteinase-activated receptors (PAR) are part of a family of G-protein-coupled 
receptors that are activated via proteolytic cleavage of a specific sequence of amino 
acids in N-terminal portion, and their activation has been implicated in the regulation of 
inflammation. PAR-2 has been implicated in mediating allergic airway inflammation 
once is expressed by many cells in the airways as well as in epithelial and alveolar 
macrophages. The aim of this study was to study the role of PAR-2 activation in the 
production of inflammatory mediators and on the recruitment of leukocytes in 
experimental ovalbumin (OVA)-induced asthma models. All experimental protocols 
were approved by local UFMG Ethics’s Committee for Animal Use - certificate number 
348/2014. Allergic lung inflammation was induced in sensitized BALB/c mice (female, 
8-10 weeks) through the intranasal instillation of ovalbumin (OVA, 10μg) in two distinct 
experimental models differing in relation to the number of intranasal challenges (3 or 6 
challenges). Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed and lungs were obtained in 
different intervals of time, from 30 min to 72 h after challenging. To evaluate the 
participation of PAR-2 in experimental asthma, sensitized mice were pretreated with 
selective PAR-2 antagonist (ENMD1068, 0.1-1.0 mg / kg, intraperitoneal) 1 hour before 
intranasal instillation of OVA. The blockade of the action of PAR-2 activating 
endogenous proteases in PAR-2 antagonist-treated mice, played an important role on 
the control of allergic respiratory inflammation in both asthma’s models. Overall, 
pretreatment with PAR-2 antagonist ENMD1068 inhibited the recruitment of 
neutrophils, eosinophils, mononuclear cells to LBA when compared to OVA-treated 
mice. After OVA instillation (3 intranasal challenge model), PAR-2 blockade reduced 
PAR-2 protein expression in leukocytes, CXCL1, IL-6 and CCL5 production in BAL and 
IL-1β releasing into the lung, vascular permeability in lung and M2 lung macrophages 
population. In addition, PAR-2 blockade increased IL-10 levels in BAL when compared 
to OVA group. Six intranasal challenge model also promotes leukocyte infiltrating into 
BAL in a PAR2-dependent manner. PAR-2 blockade impairs eosinophil peroxidase 
(EPO) and myeloperoxidase (MPO) activity at the parenchyma lung, proteins 
extravasation into BAL, reduces the loss of dynamic pulmonary compliance and the 
lung resistance in response to methacholine, as well as mucus production and collagen 
deposition when compared to OVA-challenged. In the present study we demonstrated 
a role for PAR-2 activation in the modulation of essential phenomena leading to allergic 
asthma in  BALB/c mice both models. In addition, the blockade of the action of PAR-2 
activating endogenous proteases in PAR-2 antagonist-treated mice played an 
important role on the control of allergic respiratory inflammation, suggesting that PAR-2 
blockade may be useful as a new pharmacological approach regarding the treatment of 
airways allergic diseases. 

Keywords: PAR-2, protease, experimental asthma, ovalbumin, eosinophils, 

neutrophils, vascular permeability, ENMD1068, allergic lung inflammation. 
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1. REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Receptores Ativados por Proteases, PAR 

 

Os receptores ativados por proteases (do inglês, proteinase-activated 

receptors, PAR) são membros de uma família de receptores acoplados à 

proteína G (RAPG) que apresentam um mecanismo único de ativação que os 

distingue dos demais RAPGs. Este mecanismo envolve a clivagem proteolítica 

e irreversível de um fragmento específico do grupamento amino em seu 

domínio N-terminal extracelular localizado no próprio receptor, expondo um 

novo fragmento ancorado que irá agir como um ligante para o próprio receptor 

desencadeando os eventos subsequentes de sinalização celular, cabendo 

ressaltar que a ativação destes receptores é irreversível, uma vez clivado por 

proteases endógenas, o receptor será degradado em lisossomos 

(HOLLENBERG & COMPTON, 2002; VU et al., 1991; OSSOVSKAYA & 

BUNNETT, 2004).  

O mecanismo de ativação do PAR após clivagem em sítios específicos 

está representado esquematicamente na Figura 1 (revisado por 

RAMACHANDRAN et al., 2012). Deve ser destacado que diferente do que 

ocorre com outros RAPGs ativados por ligantes convencionais, a manutenção 

de um estado ativado dos PAR, ocorre independente da permanência de 

ocupação do receptor pelo ligante endógeno, ou seja, uma única molécula de 

trombina (protease endógena), por exemplo, pode ativar múltiplos receptores 

na superfície de uma célula (ISHII et al., 1993). 

Até o momento, foram descritos quatro subtipos de PAR, denominados 

PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4, classificados desta forma de acordo com sua 

ordem de descoberta (VU et al., 1991), e que são ativados principalmente pela 

proteólise. Cada um destes receptores possui uma sequência específica de 

aminoácidos no domínio N-terminal de modo que cada subtipo de PAR contém 

seu próprio ligante, dependendo apenas da ação proteolítica para a sua 

ativação. Diferentes proteases podem clivar a mesma sequência N-terminal de 

um mesmo subtipo de receptor e, por sua vez, diferentes subtipos de 
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receptores compartilham a mesma enzima como ligante (RAMACHADRAN & 

HOLLENBERG, 2008).  

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo de ativação dos receptores ativados por proteases. 
A: ativação do PAR por clivagem proteolítica da sequência específica de 
aminoácidos e posterior exposição do ligante ancorado, promovendo ativação e 
sinalização. B: ativação do PAR pela ação exógena de peptídeos sintéticos 
(agonistas) na ausência de clivagem proteolítica. C: desarmamento da 

sinalização via PAR por ter acontecido clivagem proteolítica a jusante do sítio 
de ativação do receptor, tornando-o indisponível para ativação por proteinases, 
podendo desarmar ou ativar simultaneamente outras vias de sinalização. 
Quando desarmados, eles podem também ser retidos na superfície celular e 
ficarem disponíveis para ativação via peptídeos sintéticos (modificada de 
RAMACHANDRAN et al., 2012). 

 

Grande parte dos ligantes endógenos dos PAR são serino-proteases 

(STEINHOFF et al., 2005) que constituem uma classe de enzimas proteolíticas 

caracterizadas por um catalisador exclusivo, composto por uma tríade de 

serina (Ser), histidina (Hist) e aspartato (Asp), que são resíduos capazes de 
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hidrolisar ligações peptídicas (RINDERKNETCHT, 1986). A maioria das 

enzimas dessa família são endopeptidases, tendo a tripsina, quimiotripsina, 

elastase, catepsina G de neutrófilos, proteinase C de leucócitos e enzimas da 

homeostasia e da coagulação, como exemplos importantes (RAWLINGS et al., 

2006), sendo derivadas da circulação sanguínea (fatores de coagulação), de 

células inflamatórias (proteases de mastócitos e neutrófilos) e de várias outras 

fontes como células epiteliais, neurônios, bactérias e fungos (OSSOVSKAYA & 

BUNNETT, 2004; ZHANG, ZENG, HE, 2014).  

De modo geral, PAR-1, 3 e 4 são ativados por trombina, tripsina ou 

catepsina G (OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004). PAR-1 também pode ser 

ativado por proteína C reativa e metaloproteinase de matriz tipo 1 (MMP-1) 

(CHEN et al., 2008) enquanto que PAR-2 é resistente a trombina, porém 

responde à tripsina e a várias outras serino-proteases, incluindo triptase 

liberada de mastócitos, proteinase-3 de leucócitos (PR-3), catepsina G, como 

também proteases derivadas de bactéria e alérgenos (ARIZMENDI et al., 2011; 

BOITANO et al., 2011; OSSOVSKAYA & BUNNETT, 2004; COUGHLIN, 2000; 

CARVALHO et al., 2010), além de proteases reguladoras da coagulação, 

fatores VIIa e Xa (KAWABATA et al., 2000; HOULE et al., 2005; VERGNOLLE, 

2005; BARRY et al., 2010). 

Os membros da família PAR podem ser ativados por peptídeos 

sintéticos que imitam a sequência de aminoácidos onde o ligante ancorado se 

liga, sendo capazes de ativar o receptor mesmo na ausência de proteólise. 

Para o PAR-2, o local para a clivagem do receptor contém a seguinte 

sequência SLIGRL e SLIGKV, para murino e humano, respectivamente 

(NYSTEDT et al., 1994), que corresponde a uma uma sequência hexapeptidea 

sintética de serina, leucina, isoleucina, glicina, arginina, leucina (SLIGRL) 

(SMITH-SWINTOSKY et al., 1997). O uso de agonistas em diferentes modelos 

experimentais tem sido uma ferramenta farmacólogia essencial na elucidação 

de ação dos PAR em fenômenos biológicos (SCARBOROUGH et al., 1992; 

SCHMIDLIN et al., 2001). 

Os subtipos de PAR são expressos em plaquetas, neutrófilos, 

eosinófilos, mastócitos, monócitos, macrófagos e células das vias aéreas como 

células epiteliais, endoteliais e no músculo liso brônquico, entre outras células, 

onde estão envolvidos na agregação plaquetária, mobilização de cálcio 
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intracelular, produção de citocinas (SCHMIDLIN et al., 2001; SLOFSTRA et al., 

2007; ASOKANANTHAN et al., 2002, REED; KITA; MINN, 2004, MOFFATT et 

al., 2004), asma, edema pulmonar e hipersensibilidade (REED; KITA; MINN, 

2004; LAN et al., 2002; KAWABATA & KAWAO, 2005), recrutamento in vivo de 

leucócitos (COCKS & MOFFATT, 2001; HOULE et al., 2005; MATOS et al., 

2013, MATOS et al., 2014, BRAGA et al., 2010; GOMIDES et al., 2012), muito 

embora os mecanismos envolvidos nestes processos ainda não sejam 

esclarecidos.  

Cada receptor tem se mostrado capaz de modular diferentes processos 

relacionados ao desenvolvimento da resposta inflamatória. Especificamente o 

PAR-2, expresso em células endoteliais, células epiteliais, neurônios 

sensoriais, monócitos, fibroblastos da traqueia e brônquios e células 

inflamatórias, é capaz de desencadear respostas celulares tais como injúria 

tecidual, angiogênese, recrutamento celular, hiperresponsividade brônquica e 

percepção da dor (MACFARLANE et al., 2001; COUGHLIN & CAMERER, 

2003, COELHO; OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2003; SEVIGNY et al. 2011; 

REED; KITA; MINN, 2004).  

Muitos dos efeitos biológicos da ativação de PAR-2 são pró-

inflamatórios, incluindo vasodilatação dependente de óxido nítrico, 

extravasamento de proteínas plasmáticas e secreção de citocinas pró-

inflamatórias (CICALA, 2002; KAWABATA et al.,1998). Além disso, agonistas 

de PAR-2 promovem o rolamento de leucócitos em células endoteliais 

(VERGNOLLE, 1999; LINDNER et al. 2000), inflamação neurogênica, 

hiperalgesia, reparo tecidual, angiogênese, efeito mucoprotetor, liberação de 

mediadores inflamatórios e recrutamento de eosinófilos in vivo (VERGNOLLE 

et al., 1999; COELHO; OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2003; VERGNOLLE et al., 

2010; RUF & ROTHMEIER, 2012; STEINHOFF et al., 2000; MATOS et al., 

2013) (Figura 2)  
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Figura 2. Resumo das ações dos agonistas de PAR-2. Em síntese, o PAR-2 
é expresso por células endoteliais, células epiteliais, neurônios, miócitos, 
fibroblastos e células inflamatórias. Os efeitos sobre estes tipos de células 
desencadeiam vias relacionadas com inflamação, hiperalgesia e reparação 
tecidual (modificada de COELHO; OSSOVSKAYA; BUNNETT, 2003). 

 

A inibição das ações de PAR-2 pode ser obtida através do uso de 

antagonistas seletivos para este receptor. O ENMD1068 (N1-3-methlybutyryl-

N4-6-aminohexanoyl-piperazine) é um antagonista derivado da substituição de 

um composto piperazina (KELSO et al., 2005; RAMACHANDRAN & 

HOLLENBERG, 2008) capaz de inibir seletivamente o receptor PAR-2 em 

modelos experimentais in vitro e in vivo, assim como foi verificado que é capaz 

de atenuar o processo inflamatório em modelo animal de artrite (KELSO et al., 

2005).  

Em nosso grupo de pesquisa, recentemente demonstramos que o 

mesmo composto é capaz de reduzir significativamente o recrutamento de 

eosinófilos induzido pelo agonista endógeno de PAR-2, a triptase de 

mastócitos, e pela quimiocina CCL (do inglês C-C motif chemokine ligand)11 

em pleurisia experimental, como também o recrutamento de eosinófilos 

induzido pela OVA em camundongos imunizados em modelo de pleurisia 
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alérgica (MATOS et al., 2013; MATOS et al., 2014). De certo modo, tais 

evidências contribuem para o entendimento das ações do PAR-2 na inflamação 

alérgica, demonstrando a importância da ativação deste receptor para que haja 

um infiltrado eosinofílico num cenário inflamatório que é de grande interesse e 

necessita de futuras investigações acerca dos mecanismos envolvidos. 

O acúmulo de eosinófilos ocorre preferencialmente em locais onde 

ocorrem reações alérgicas e infecções parasitárias onde desempenham um 

papel extremamente importante na fisiopatologia da asma e outras doenças 

respiratórias através da liberação de uma variedade de mediadores que irão 

levar a congestão nasal, aumento da produção de muco das vias aéreas, 

hipersensibilidade e hiperresponsividade brônquica (CONROY et al., 1997; 

HOGAN et al., 2008; NAKAGOME & NAGATA, 2011), liberação de mediadores 

tais como cistenil leucotrienos (CysLts) como a leucotriena (LT)D4 que é um 

importante mediador pró-inflamatório, broncoconstritor e secretagogo glandular, 

liberação de proteína básica principal (PBP), radicais oxigênio e citocinas 

(MOQBEL; LEVI-SCHAFFER; KAY, 1994), que juntos contribuirão para a piora 

do quadro do paciente. 

Entender os mecanismos envolvidos no recrutamento de eosinófilos é de 

extrema importância, uma vez que a migração excessiva destas células 

promove danos e lesões ao hospedeiro.  Isto pode ser explicado pelo fato dos 

eosinófilos serem capazes de produzir e liberar inúmeros mediadores 

inflamatórios tais como, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento como 

as interleucinas (IL) 4, 6, 8, 10 e 13, o fator estimulador de colônia para 

macrófagos e granulócitos (GM-CSF, do inglês granulocyte macrophages-

colony stimulating fator), o fator de transformação do crescimento beta (TGF-β, 

do inglês transforming growth factor beta) e fator de celula-tronco (SCF, do 

inglês stem cell factor) , bem como mediadores lipídicos como a LTC4, o fator 

ativador de plaquetas (PAF, do inglês platelet activating fator) e a 

prostaglandina (PG) E2 (MINAI-FLEMINGER & LEVI-SCHAFFER, 2009; 

PRUSSIN & METCALFE, 2006), proteína catiônica eosinofílica, neurotoxina 

derivada do eosinófilo, peroxidase eosinofílica, proteína básica principal que é 

lesiva ao epitélio brônquico e está diretamente relacionada com a fase tardia da 

reação alérgica e defesa contra helmintos (HOGAN et al., 2008).  
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1.2 Receptor Ativado por Protease (PAR)-2 na asma  

 

PAR-2 é um receptor com grande potencial para regular a inflamação 

alérgica uma vez que está presente em uma grande variedade das células das 

vias aéreas, assim como células epiteliais e macrófagos alveolares, bem como 

existe a presença de proteases capazes de ativar estes receptores neste 

contexto inflamatório conforme relatado no tópico anterior. 

A inflamação pulmonar alérgica abrange uma resposta imune do tipo 

inata e adaptativa, a presença de antígeno nas vias aéreas é reconhecida 

pelas células apresentadoras de antígeno (APCs, do inglês antigen-presenting 

cells), posteriormente ocorre produção de anticorpos da classe das 

imunoglobulinas (Ig) do tipo E, e consequentemente a ativação e degranulação 

de mastócitos que então irá liberar mediadores inflamatórios e proteases, tais 

como a triptase que é um agonista endógeno de PAR-2 (MOLINO et al., 1997a; 

SHAKOORY et al., 2004).  

Este fenômeno irá conduzir a uma resposta do tipo Th2 (mediada por 

linfócitos T helper do tipo 2) com liberação de citocinas, por exemplo, da IL-5 

que promoverá o recrutamento de eosinófilos da circulação adjacente para o 

foco inflamatório além de sua diferenciação na medula (GREENFEDER et al., 

2001; KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010; FACCIOLI et al., 1991; FACCIOLI et 

al., 1996), como também o aparecimento de basófilos e das citocinas IL-4 e IL-

13 que também contribuirão para a progressão da doença (TUNG et al., 2016). 

Especificamente, a triptase de mastócitos, um dos agonistas endógenos 

de PAR-2, exerce um papel fundamental no desenvolvimento de doenças 

inflamatórias de natureza alérgica como a asma, assim, a inibição das ações 

da triptase pode ser considerada uma estratégia promissora para a redução 

dos sinais e sintomas associados à inflamação alérgica das vias respiratórias. 

Estudos têm demonstrado que a ativação de PAR-2 pela triptase, parece estar 

envolvida na hiperresponsividade das vias aéreas in vitro e in vivo (BARRIOS 

et al., 2003, MOLINO et al., 1997a), assim como ativar o PAR-2 expresso na 

superfície de células endoteliais e epiteliais promove aumento da produção de 

citocinas, de moléculas de adesão e mediadores quimioatraentes para 

eosinófilos e basófilos (HOLGATE, 1999).  
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Além disso, a ativação de PAR-2 em células epiteliais em cultura pelo 

peptídeo sintético SLIGRL-NH2 parece estimular a liberação de GM-CSF, que 

promove o aumento na sobrevivência de eosinófilos in vitro (VLIAGOFTIS et 

al., 2001). Já em experimentos in vivo o mesmo composto induz o 

recrutamento de eosinófilos para a cavidade pleural de camundongos Balb/c 

comparado ao grupo tratado com PBS (MATOS et al., 2014), bem como induz 

aumento nos níveis de IL-13 e na expressão gênica de RNA mensageiro para 

TNF (fator de necrose tumoral, do inglês tumor necrosis factor) e de CXCL2 (do 

inglês C-X-C motif chemokine ligand 2, MIP-2) no lavado bronco-alveolar (LBA) 

de camundongos  quando comparado ao peptídeo controle (EBELING et al., 

2005). 

A participação do PAR-2 no recrutamento de eosinófilos também foi 

demonstrada por Schimidlin e col. (2002) que, utilizando o modelo experimental 

de inflamação alérgica induzida por ovalbumina (OVA) em animais nocautes 

para o receptor, observaram que, após desafio com o imunógeno houve uma 

redução de 73% da infiltração eosinofílica comparada aos animais naive, 

enquanto a superexpressão de PAR-2 exacerbou esta resposta em 88% 

quando comparado aos animais selvagens. Em contrapartida, existem 

resultados controversos quanto ao papel de PAR-2 na eosinofilia alérgica 

sugerindo que a ativação destes receptores iniba a migração de eosinófilos em 

resposta ao antígeno no modelo de inflamação alérgica induzida pela OVA (DE 

CAMPO & HENRY, 2003).  

Além dos eosinófilos, os macrófagos e neutrófilos também são tipos 

celulares associados ao desenvolvimento da resposta alérgica e possíveis 

candidatos como iniciadores do processo inflamatório alérgico, mas até o 

momento pouco se sabe da correlação destes tipos celulares com as ações 

mediadas pelo PAR-2. Os macrófagos alveolares residentes ou recrutados são 

as células imunes mais abundantes nos compartimentos das vias aéreas, são 

os primeiros fagócitos residentes do trato respiratório inferior a entrar em 

contato com partículas inaladas (KOPF; SCHNEIDER; NOBS, 2015; MOON et 

al., 2007), atuando em mecanismos de defesa e proteção contra os patógenos 

da interface externa que chegam em contato com o tecido alveolar (BALHARA 

& GOUNNI, 2012). Além do mais, são a maior fonte das citocinas pró-
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inflamatorias IL-13 e TNF-α (KIM et al., 2012) e apresentam marcação positiva 

para expressão de PAR-2 (EBELING et al., 2005). 

Embora a asma seja classicamente associada à eosinofilia e presença 

de citocinas características de uma resposta Th2, o recrutamento e a ativação 

de neutrófilos também ocorrem em paralelo à migração de eosinófilos em 

pacientes asmáticos, assim como o aumento dos níveis da enzima 

mieloperoxidase (MPO) no LBA (FRANGOVA et al., 1996). O mesmo fato 

acontece na ausência de citocinas Th2 em modelo animal, pelo qual o desafio 

com OVA combinado com adjuvante de Freund, desvia o padrão de resposta 

para Th1/Th17, resultando numa inflamação pulmonar neutrofílica não 

responsiva aos glicocorticoides e de maior gravidade, enquanto os 

camundongos imunizados com OVA e Al (OH)3 e desafiados com OVA 

desenvolvem uma inflamação convencional do tipo Th2 e eosinófilos e 

respondem bem aos glicocorticoides (DEJAGER et al., 2015; BOGAERT et al., 

2011). 

O padrão de inflamação não-eosinofílico ocorre em toda a escala de 

gravidade da asma: leve (PAVORD et al., 1999), persistente (GIBSON; 

SIMPSON; SALTOS, 2001), refratária e severa (WENZEL et al., 1999) que 

geralmente são casos resistentes aos glicocorticoides, medicamentos de 

escolha para o tratamento da asma eosinofílica (PAVORD et al., 1999; GREEN 

et al., 2002). Portanto, o PAR-2 se torna um potencial candidato para o 

entendimento do processo inflamatório, bem como alvo farmacológico para o 

controle de doenças de natureza alérgica nas quais o acúmulo de macrófagos, 

neutrófilos e eosinófilos desempenham um papel patológico relevante.  

 

1.3 Dados epidemiológicos da asma 

 

As doenças crônicas que afetam as vias respiratórias e os pulmões, 

incluindo alergias, asma e doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), são um 

grande problema de saúde pública mundial. Conforme os dados apresentados 

pela World Allergy Organization (2011), a prevalência de doenças como a 

asma, alergia alimentar, angiodema e urticária, alergia a insetos, dermatite 

atópica, anafilaxia e algumas reações alérgicas a drogas, aumentaram muito 
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nas últimas décadas afetando 30-40% da população mundial (PAWANKAR et 

al., 2011). Segundo The Global Asthma Report (2014), cerca de 334 milhões 

de pessoas de todas as idades sofrem de asma em todo o mundo, sendo mais 

freqüentes em crianças (10-14 anos) e idosos (75-79 anos). 

 A cada ano, 250.000 pessoas morrem de asma, em parte devido ao 

tratamento inadequado da doença, incluindo a dependência excessiva a 

medicação de alívio, em vez de medicamentos preventivos (THE GLOBAL 

ASTHMA REPORT, 2014). No Brasil, conforme a Pesquisa Nacional de Saúde 

(PNS), do Ministério da Saúde e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), a asma atinge 6,4 milhões de pessoas acima de 18 anos sendo 

responsável por mais de 100 mil internações no SUS originando custos 

exorbitantes para a rede pública de saúde (PORTAL BRASIL, 2015).   

Suas principais características incluem variável grau de obstrução do 

fluxo aéreo, hiperresponsividade brônquica e inflamação das vias aéreas que 

terá como conseqüência dificuldade respiratória ou falta de ar, tosse seca, 

produção de muco, chiado ou ruído no peito e ansiedade (LEMANSKE; 

BUSSE, 2001; IV Diretrizes Brasileiras para o manejo da asma). Comparados 

aos indivíduos saudáveis, os brônquios dos pacientes asmáticos são mais 

responsivos a exposição a diferentes desencadeadores da doença tais como 

frio, fumaça, ácaros, fungos, entre outros agentes que acarretam crises leves a 

severas, que se não forem controladas podem desenvolver obstrução 

irreversível das vias aéreas e óbito (MINISTÉRIO DA SAÚDE; DATASUS; 

PORTAL BRASIL, 2015; IV Diretrizes Brasileiras para o manejo da asma). 

A asfixia é a principal causa de morte dos pacientes asmáticos de risco, 

seguido do tratamento medicamentoso excessivo (ex. uso freqüente de 

glicocorticoides sistêmicos e/ou consumo de dois ou mais frascos de 

broncodilatador por mês), problemas psicossociais (ex. depressão, baixo nível 

socioeconômico) e presença co-morbidades (doenças cardiovasculares ou 

psiquiátricas) (IV Diretrizes Brasileiras para o manejo da asma). Apesar de não 

ter cura, a doença tem tratamento e formas de controle, sendo que durante a 

crise o tratamento deve ser iniciado imediatamente e em casos mais graves 

deve ser realizada a ventilação mecânica ou internação em unidade de terapia 

intensiva (IV Diretrizes Brasileiras para o manejo da asma).  
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O diagnostico de asma é fundamentado a partir da avaliação objetiva da 

limitação ao fluxo aéreo, espirometria, medida do pico de fluxo expiratório, e da 

saturação de oxigênio no sangue arterial quando possível (IV Diretrizes 

Brasileiras para o manejo da asma), sendo que a espirometria também servirá 

para monitorar a progressão da doença e as alterações resultantes do 

tratamento. A ocorrência da reversão completa ou parcial do fluxo limitado com 

a administração de um forte broncodilatador pode ser indicativa de confirmação 

de diagnóstico (GINA, 2016). 

Ao que se refere ao tratamento, atualmente, ele é conduzido para 

controlar os sintomas e prevenir exacerbações, no qual é recomendado o uso 

de broncodiladores tais como glicocorticoides inalatórios, agonistas de 

receptores beta de ação prolongada e antagonistas de receptores CysLTs, 

sendo os primeiros citados como os medicamentos mais utilizados como 

manutenção, profilático e antiinflamatório, tanto em adultos como em crianças 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE; DATASUS; PORTAL BRASIL, 2015). Entretanto, 

devido à complexidade e a grande prevalência da asma, nos últimos anos vem 

sendo bastante estudado os possíveis mecanismos envolvidos na doença bem 

como novas formas de tratamento. 

 

1.4 Fisiopatologia da asma 

 

A asma é uma doença crônica caracterizada pela inflamação e 

hiperreatividade das vias aéreas, também definida como resposta de 

hipersensibilidade do tipo I (ou de hipersensibilidade imediata) que é uma 

reação alérgica provocada por re-exposição a um tipo específico de antígeno 

referido como um alérgeno, com intensa resposta do tipo Th2 (COHN; ELIAS; 

CHUPP, 2004; JOHNSON; MATHESON; LUSTER, 2004; TAI et al., 2006; 

HAMMAD & LAMBRECHT, 2008; PAUL & ZHU, 2010). Os sintomas 

característicos desta doença são episódios recorrentes de obstrução das vias 

aéreas, falta de ar, broncoconstrição e produção de escarros (COHN; ELIAS; 

CHUPP, 2004; JOHNSON; MATHESON; LUSTER, 2004; HAMMAD & 

LAMBRECHT, 2008). 
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Inúmeros fatores ambientais combinados a fatores intrínsecos e 

genéticos darão origem a diferentes fenótipos da asma, tais como asma 

alérgica que pode ser induzida por antígenos (poeira doméstica, pólen e 

partículas de barata), asma resistente aos glicocorticoides e asma 

desencadeada por fatores não alérgicos como poluição, fumaça de cigarro, 

obesidade e exercício físico, bem como por componentes virais e microbianos 

(FREW, 2003; BAUR et al., 1998; REDLICH; WISNEWSKI; GORDON, 2002; 

KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010). De todos os fenótipos da doença, a asma 

alérgica é a forma mais comum e que existe maior interesse de pesquisa e 

descoberta de novos alvos terapêuticos, muito embora os fatores que 

precipitam a dificuldade respiratória possam co-existir no mesmo paciente 

(KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010) (Figura3; tabela 1). 

 

 

Figura 3. Heterogeneidade da asma. A asma é uma doença crônica de 
origem multifatorial nos quais existem diferentes formas (alérgica, não alérgica 
e intrínseca).  A imagem representa os fatores envolvidos no desenvolvimento 
da asma bem como alguns dos muitos genes relacionados. Asma alérgica 
frequentemente é mediada pela resposta imune do tipo Th2, enquanto que na 
asma não alérgica várias células do sistema imunológico podem atuar no 
processo inflamatório (modificada de KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010). 

Especificamente, os bronquíolos e alvéolos filtram cerca de 8 - 9 litros de 

ar todos os dias por essa razão, estão continuamente expostos a uma 

variedade partículas sólidas e líquidas, alérgenos e micróbios no ar, que são 

captados e removidos principalmente por macrófagos residentes e células 
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dendríticas do pulmão (KOPF; SCHNEIDER; NOBS, 2015). A resposta do tipo 

Th2 é predominante quando ocorre inalação de alérgenos, resultando na 

infiltração de mastócitos, linfócitos, eosinófilos, neutrófilos e citocinas de perfil 

Th2, que juntos apresentam papel crucial na indução da inflamação das vias 

aéreas (MOON et al., 2007).  

 

Tabela 1. Fenótipos de asma clínicas e possíveis mecanismos associados 
(modificada de KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010). 

Fenótipo clínico da 

asma/causa 

Exigência de 

células Th2 

 

Mecanismos e células efetoras 

Alérgeno Sim IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, TSLP, IL-25, 

IL-33, IL-17?, células CD4+, DCs, 

eosinófilos, mastócitos, basófilos, 

células T Natural Killer 

Infecção viral Não IL-13? (citocina Th2?), macrófagos 

alveolares, células T Natural Killer 

(células da imunidade inata) 

Poluição do ar, cigarro, 

partículas de diesel, 

fumaça de cigarro 

Não IL-17, stress oxidativo, pequenas 

partículas, neutrófilos, células T 

Natural Killer 

Aspirina Não Leucotrienos, perda de 

prostaglandina E2 

Obesidade Não Stress oxidativo? 

Asma severa, resistente 

a esteróides 

Não IL-17, neutrófilos, células T Natural 

Killer ? 

Exercícios, ar frio Não Transferência de calor, alteração na 

osmolalidade mucosa, citocinas? 

Intrínseca ? Hipersensibilidade da musculatura 

lisa? 

 

Apesar de não existir um gene específico para ocorrência de asma, a 

predisposição genética para desenvolver um resposta imune com a produção 

de IgE, conhecida como atopia, é um dos fatores determinantes mais fortes 

para o desenvolvimento da doença (NELSON, 2001; KARJALAINEN et al., 

2003; PEARCE; PEKKANEN; BEASLEY, 1999). Basicamente, a asma atópica 
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é caracterizada por uma inflamação eosinofilica conduzida por células 

dendríticas, linfócitos Th2 da imunidade adaptativa, prevalência das citocinas 

IL-5, IL-3, IL-4 e GM-CSF (ROBINSON et al.,1992; LAMBRECHT & HAMMAD, 

2015), enquanto a não-atópica ou intrínseca é conduzida por células  linfóides 

inata e há produção de IL-5 e IL-13 causando eosinofilia e hiperreatividade 

brônquica (LAMBRECHT & HAMMAD, 2015; BRUSSELLE  et al., 2013). 

Em síntese, as células dendríticas presentes no tecido reconhecem e 

fagocitam os antígenos provenientes do meio externo e uma vez ativadas por 

este processo, agem como APCs e migram em direção a zona dos linfócitos T 

naives (Th0) ativando-os em um perfil especifico (PELAIA et al., 2015; 

LAMBRECHT & HAMMAD, 2015; BRUSSELLE  et al., 2013).  Feito isso, o 

alérgeno conduzirá a diferenciação em linfócitos Th2 e conseqüente produção 

das citocinas IL-4 e IL-13 que irá promover a ativação de linfócitos B e 

conseqüente produção de anticorpos IgE como também liberação de IL-5 que 

induz a maturação de eosinófilos (FOSTER et al., 2001; ANSEL et al., 2006; 

PELAIA et al., 2015). 

As citocinas IL-10 e TGF-β atuam principalmente nas células T 

reguladoras, desempenhando atividade imunussupressora. A IL-9 irá conduzir 

a ativação e degranulação de mastócitos, liberando seus mediadores 

inflamatórios (PELAIA et al., 2015; LAMBRECHT & HAMMAD, 2015). Já os 

linfócitos Th17 irão conduzir o recrutamento de neutrófilos, além disso pode 

ocorrer ativação de linfócitos Th1, como resultado de infecções das vias aéreas 

sustentadas por vírus (PELAIA et al., 2015). Na asma, os antígenos nos 

pulmões estimulam a cascata de citocinas e também a produção de cisteinil-

leucotrienos pelos polimorfonucleares, que são potentes broncoconstritores e 

desecadeiam hiperresponsividade, alteração da permeabilidade vascular, 

produção de muco e recrutamento de eosinófilos (DAHLÉN et al., 1980; SAITO 

et al., 2004; BUSSE & KRAFT, 2005). Em conjunto, a permanência destas 

células e de seus mediadores inflamatórios nas vias aéreas irá afetar as 

funções de células epiteliais (produção de muco, hiperplasia), fibroblastos, 

células musculares lisas (broncocontrição) e células endoteliais vasculares 

(vasodilatação, edema), que estão diretamente relacionados aos sintomas da 

asma crônica (PALM et al., 2012). A Figura 4 representa o mecanismo 

imunológico e pró-inflamatório que acontece na asma que é orquestrado pelas 
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células da imunidade inata e adaptativa, resultado de complexas interações 

entre fatores genéticos e de agentes do meio ambiente, tais como alérgenos e 

vírus. 

 

 
Figura 4. Células do sistema immune e mediadores que participam da 
inflamação das vias aéreas que ocorre na asma. (modificada de PELAIA et 

al., 2015). 

 

1.5 Modelo experimental de asma 

 

 Os modelos animais de asma têm sido utilizados há mais de 100 anos 

para melhor entendimento da inflamação das vias aéreas e para a descoberta 

e desenvolvimento de novas drogas (KAROL, 1994). Dentre todos, os 

camundongos são os mais utilizados para esta finalidade, por serem de fácil 

manipulação e menor custo (ZOSKY & SLY, 2007), terem sua genética 

conhecida (DIETRICH et al., 1996), ser mais fácil utilizar a tecnologia 

transgênica: diminuindo ou aumentando a expressão de genes  (ELIAS et al., 

2003), realizar tratamentos com antagonistas para estudar receptores 
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específicos e também investigar ações sob a inflamação, remodelamento e 

obstrução do fluxo aéreo (ZOSKY &  SLY, 2007). 

 Diferente dos humanos, os camundongos não desenvolvem a asma de 

maneira espontânea, sendo necessário induzir artificialmente uma resposta 

alérgica nas vias aéreas para, então, reproduzir-se os sintomas da doença 

(KRUG & RABE, 2008; NIALS & UDDIN, 2008). Tal fato é alcançado facilmente 

por inúmeros antígenos, comumente utiliza-se a ovalbumina (OVA) juntamente 

com adjuvante hidróxido de alumínio que é capaz de promover uma ativação 

mais intensa da resposta Th2, quando o sistema imune é exposto a um 

antígeno (DE HEER et al., 2004; LAMBRECHT & HAMMAD 2015; BREWER et 

al., 1999). 

A OVA é uma proteína encontrada no ovo capaz de produzir elevadas 

quantidades de IgE e causar uma importante resposta pulmonar alérgica 

(ZOSKY &  SLY, 2007), sendo os camundongos BALB/c os mais utilizados, 

posto que são capazes de reproduzir alguns aspectos característicos da asma 

em humanos (KUMAR et al., 2008; ZHANG et al., 1997). 

Nestes camundongos, o primeiro contato do alérgeno (OVA) com a 

mucosa resulta na produção de níveis elevados de anticorpos específicos do 

tipo IgE contra o antígeno, esta resposta primária é chamada imunização, que 

resulta em um microambiente com a presença de  citocinas  Th2 (IL-4 e IL-5) 

no lavado broncoalveolar (KUMAR et al., 2008) que, num segundo contato 

(desafio), ocorrerá recrutamento e ativação de eosinófilos, redução do calibre 

das vias aéreas por ação de agentes broncoconstritores, dentre outros 

fenômenos característicos da inflamação alérgica (FOSTER et al., 1996). Por 

esta razão, utilizamos camundongos BALB/c para a realização deste estudo. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Como tentativa de avanço terapêutico, nos últimos anos, o papel dos 

receptores ativados por proteases (PAR) vem sendo bastante estudado quanto 

aos fenômenos relacionados à inflamação das vias aéreas e alergia, uma vez 

que estes receptores estão presentes em uma grande variedade de células das 

vias aéreas, como células epiteliais, endoteliais, músculo liso brônquico e 

macrófagos. Além disso, as serino proteases que desencadeiam resposta 

fisiológica através da sinalização via PAR-2 são encontradas de maneira 

considerável nos locais da inflamação e dano tecidual, posto que células que 

foram previamente ativadas, tais como mastócitos e neutrófilos, liberam, 

respectivamente, as proteases triptase de mastócitos e elastase neutrofílica 

que são conhecidas como sendo agonistas endógenos do receptor. Estas 

serino proteases poderão então ativar células ali presentes que expressam o 

receptor, por exemplo, células epiteliais e macrófagos. 

Tais evidências sugerem um possível caminho para uma melhor 

compreensão da importância da ativação de PAR-2 em doenças inflamatórias 

das vias aéreas sob os parâmetros como alteração tecidual, permeabilidade 

vascular, mecânica respiratória, como também sob a liberação de mediadores, 

tais como, citocinas e quimiocinas liberadas pelos leucócitos que são 

importantes para o fenômeno alérgico. 

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou, em modelo de 

pleurisia experimental, que o recrutamento de eosinófilos induzido por triptase 

é dependente de sua ação proteolítica em receptores PAR-2 (MATOS et al., 

2013) e que a inibição da triptase endógena através do pré-tratamento com 

inibidor seletivo de triptase APC366, inibiu a migração de eosinófilos induzida 

pelo peptídeo ativador de PAR-2 SLIGRL-NH2 (MATOS et al., 2013) ou pela 

CCL11 (MATOS et al., 2014). Observamos, ainda, que a migração de 

eosinófilos para a cavidade pleural de camundongos BALB/c naive induzida por 

CCL11 é dependente da ativação de PAR-2, assim como a migração induzida 

por OVA em animais imunizados para este antígeno (MATOS et al., 2014).  

Deste modo, acredita-se que o estudo do PAR-2 no modelo de asma 

experimental possa contribuir para melhor entendimento da fisiopatologia das 
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doenças alérgicas, bem como para o desenvolvimento de novos alvos 

farmacológicos para o tratamento destas doenças, ampliando a perspectiva da 

utilização de antagonistas de PAR-2 como membros de um novo arsenal 

terapêutico no tratamento de doenças de natureza alérgica.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Estudar a importância da ativação do receptor ativado por protease 

(PAR)-2 na produção de mediadores inflamatórios no recrutamento de 

leucócitos em modelos experimentais de asma induzido pela ovalbumina 

(OVA). 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

i. Estudar a importância da ativação do PAR-2 em modelos experimentais 

de asma induzido por três e seis exposições intranasais à OVA; 

ii. Avaliar os efeitos do pré-tratamento com o antagonista seletivo de PAR-

2, ENMD1068, no recrutamento de leucócitos para o espaço 

broncoalveolar e na permeabilidade vascular de camundongos 

desafiados com três e seis exposições à OVA; 

iii. Investigar a expressão de PAR-2 nos leucócitos presentes no lavado 

broncoalveolar em modelo de asma induzido por três exposições à OVA; 

iv. Avaliar se há alterações dos níveis de mediadores inflamatórios e da 

presença de macrófagos M2, no tecido pulmonar e no lavado 

broncoalveolar de camundongos desafiados com três exposições à OVA 

quando comparados aos pré-tratados com ENMD1068; 

v. Avaliar se há alteração na mecânica pulmonar dos camundongos 

desafiados com seis exposições à OVA quando comparados aos pré-

tratados com ENMD1068; 

vi. Avaliar as alterações histopatológicas nos pulmões de camundongos 

desafiados com seis exposições à OVA e pré-tratados com ENMD1068. 

 

  



40 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos Balb/c fêmeas, com 8 a 10 semanas, 

pesando entre 20 a 25 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de 

Ciências Biológicas da UFMG (CEBIO). Os animais foram mantidos em ciclo 

claro-escuro de 12 h com livre acesso de ração e água. Todos os 

procedimentos utilizando animais foram aprovados pela Comissão de Ética no 

uso de animais da UFMG (CEUA/UFMG, certificado nº 348 / 2014, Anexo 1). 

 

4.2 Contenção dos camundongos e vias de administração 

 

Os camundongos foram manipulados de maneira firme e gentil a fim de 

que se evitasse estresse desnecessário. Para uma total imobilização do 

camundongo, segurou-se a pele da nuca com o polegar e o indicador, virando-

se a mão de maneira que ele ficasse com o abdômen voltado para cima. 

Posteriormente, a substância a ser utilizada foi administrada com seringas e 

agulhas estéreis pela via de administração desejada em cada protocolo.  

As vias de administração foram intraperitoneal (i.p.), intranasal (i.n.) e 

intravenosa (i.v.). Imediatamente antes da sua administração, as drogas foram 

devidamente preparadas em capela de fluxo laminar com base nas 

concentrações desejadas para a realização de cada protocolo e mantidas em 

gelo durante todo procedimento. O grupo controle recebeu um volume igual de 

PBS estéril e foi injetado na mesma via de administração da droga de estudo.  

Para a realização de cada protocolo experimental, todos os 

camundongos foram mantidos na mesma caixa para que vivenciassem as 

mesmas condições ambientais. Então, foram alojados no biotério do 

Departamento de Farmacologia durante toda a duração do experimento. 

Finalizado todo experimento, os animais foram submetidos ao deslocamento 

cervical. 
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4.3 Inflamação pulmonar alérgica  

 

 Para mimetizar os efeitos da presença do antígeno para o 

desenvolvimento da inflamação pulmonar alérgica e que tem potencial para 

desencadear uma resposta mediada por PAR-2, utilizamos a OVA (Sigma) 

como alérgeno. A OVA é uma substância disponível comercialmente e bastante 

utilizada em pesquisas de asma, pela sua capacidade de desenvolver uma 

resposta alérgica nos camundongos sensibilizados. 

 Para a realização deste estudo, utilizamos dois modelos experimentais 

de inflamação pulmonar alérgica aguda, sendo o primeiro induzido por três 

exposições intranasais (i.n.) a OVA (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008) e 

o segundo com seis exposições i.n. do antígeno na tentativa de intensificar a 

resposta alérgica pelo maior contato do antígeno as vias aéreas.  

 

4.3.1 Preparo da solução de ovalbumina (OVA) 

 

A dose de OVA utilizada para imunização foi de 0,5 mg/ml. Dessa forma, 

pesou-se 5 mg de OVA, diluiu em 10 ml de solução de salina tamponada 

(phosphate buffered saline, PBS) estéril em capela de fluxo laminar. 

Posteriormente adicionou-se hidróxido de alumínio (2%, rehidragel). O volume 

administrado por via i.p. nos camundongos foi de 200 μL (via intraperitoneal), 

equivalente a 100µg de OVA.  Para o desafio intranasal, foi instilado (via i.n.) 

10µg (20µl) de uma solução de OVA diluída em PBS, que foi preparada a partir 

da diluição de uma solução estoque de OVA (2 mg/1 mL) em PBS estéril 

(KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008). 

 

4.3.2 Modelos experimentais de asma 

 

4.3.2.1 Modelo experimental de asma induzido por três exposições à 

ovalbumina 
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Os camundongos foram imunizados por via i.p. com uma suspensão de 

100µg de OVA (Sigma) acrescida de 2% de hidróxido de alumínio (Sigma) e 

PBS no dia 1 (volume administrado 200µl). Nos dias 9, 10 e 11 os 

camundongos foram previamente anestesiados por via i.p. com solução de 

cetamina 10% (Vetnil) + xilazina 2% (Kensol) (anestédico de curta duração/ver 

Anexo 2) (160µl/100g de peso do animal) e tratados com instilação i.n. de 10µg 

de OVA diluída em PBS (volume administrado 20µl) ou somente PBS (20µl) 

nos animais controle (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008) com auxílio de 

ponteira  acoplada a pipeta. Para realização da administração intranasal, é 

necessário que o animal esteja sob anestesia geral, pois, neste caso é atingida 

a inibição dos reflexos das vias aéreas superiores fazendo com que as 

soluções sejam aspiradas para o pulmão. 

 

4.3.2.2 Modelo experimental de asma induzido por seis exposições à 

ovalbumina 

 

Os camundongos foram imunizados com 100µg de OVA (Sigma) i.p. 

acrescida de 2% de hidróxido de alumínio (Sigma) (200µl) no dia 1. Nos dias 9, 

10, 11, 13, 15 e 17 os camundongos foram previamente anestesiados por via 

i.p. com solução de cetamina/xilazina e tratados com instilação i.n. de 10µg de 

OVA (20µl) ou PBS (20µl). 

 

4.3.3 Pré-tratamento dos animais com antagonista de PAR-2  

 

O antagonista seletivo de PAR-2 ENMD1068 (Tocris Bioscience) foi 

avaliado em relação à sua capacidade em reduzir a inflamação, analisado pelo 

recrutamento de leucócitos para os pulmões, produção de citocinas e 

quimiocinas, alteração da permeabilidade vascular, dentre outros fatores em 

resposta à OVA. 

As doses de ENMD1068 utilizadas na curva dose resposta foram 0,1; 

0,5 e 1 mg/Kg. Sendo assim, foram diluídos 5 mg de ENMD1068 em 5 mL de 
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PBS estéril (concentração 1mg/mL) e desta solução estoque foram preparadas 

alíquotas para fazer as soluções de trabalho. 

 Decorridos sete dias após a imunização dos camundongos, 

especificamente, nos dias 8, 9, 10 (no modelo de três exposições à OVA) ou 

nos dias 9, 10, 11, 13, 15 e 17 (no modelo de seis exposições à OVA) os 

camundongos foram pré-tratados por via i.p. com antagonista de PAR-2 

(ENMD1068, 0.1 – 1.0 mg/kg) e 1 hora após, anestesiados e desafiados com 

OVA i.n. (10µg). 

 

 
Figura 5. Esquema representando o pré-tratamento dos camundongos com 
ENMD1068 em modelo de três exposições (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 
2008) e seis exposições ao antígeno (proposta de novo modelo experimental).  

 

4.3.4 Tratamento dos animais com agonista de PAR-2  

 

 Sob outra perspectiva, o peptídeo ativador de PAR-2 SLIGRL-NH2 

(Tocris Bioscience) foi utilizado em alguns experimentos para avaliar sua 

capacidade de induzir ou amplificar a resposta inflamatória na ausência ou 

presença de OVA sucessivamente. Neste caso, os camundongos foram 

tratados via i.n. com o peptídeo nos mesmos dias e momento em que 

receberam o desafio com OVA no modelo de três exposições ao antígeno.  
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De outro modo, utilizamos como controle de seletividade e ativação do 

PAR-2 o peptídeo inativo deste receptor, o LRGILS-NH2 (Tocris Bioscience) 

que corresponde a sequência invertida do agonista. 

A concentração do agonista seletivo de PAR-2 SLIGRL-NH2 utilizada foi 

de 30 μg/animal (Matos et al., 2014) administrados em um volume de 30µL (via 

i.n.). Sendo assim, foram diluídos os 5 mg de SLIGRL-NH2 em 1 ml de PBS 

estéril dos quais foram retiradas alíquotas para fazer as soluções de trabalho. 

O mesmo procedimento foi adotado para o preparo da solução de peptídeo 

controle de PAR-2 LRGILS-NH2. 

4.4 Coleta do lavado broncoalveolar  

 

A inflamação pulmonar foi avaliada de 30 min à 72 horas após o último 

desafio intranasal com OVA, dependendo da finalidade de cada procedimento 

experimental, quando então os animais forão submetidos a anestesia de longa 

duração com solução de cetamina 10% (1mL) + xilazina 2% (0,75 mL) via i.p. 

(administrou-se 20µL/10g de peso de animal). Após inibição dos reflexos, os 

camundongos foram traqueostomizados com auxílio de uma catéter (18G) 

acoplado a uma seringa de 1 mL e os pulmões perfundidos com solução de  

PBS acrescida de albumina de soro bovino tipo V 3% (Calbiochem)  gelado. 

Este líquido recolhido é denominado de lavado broncoalveolar (LBA), este 

procedimento foi realizado duas vezes, totalizando um volume final de 2 mL 

armazenados em eppendorf a 4°C (gelo). 

 

4.4.1 Avaliação de leucócitos presentes no LBA 

 

Para a avaliação das células presentes nas vias aéreas, o LBA foi 

centrifugado a 4ºC na velocidade de 100 x G (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 

16 Centrifuge Series) por 5 min. O sobrenadante foi armazenado e congelado 

(-70°C) para posterior dosagem de citocinas ou proteínas totais, enquanto o 

pellet que contém os leucócitos foi imediatamente ressuspenso em 0.1 ml de 

PBS + albumina (3%).  

Os leucócitos obtidos após a centrifugação foram utilizados para realizar 

a contagem total e diferencial. Para isto, 20 μl da solução ressuspensa foram 
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colocados em um tubo contendo 180 μl da solução de Turk (ver preparo em 

anexo) e, em seguida, uma alíquota foi retirada e colocada em uma câmara de 

Neubauer para contagem total de leucócitos em microscópio óptico. Para 

realizar a contagem diferencial, volumes de 40 ou 500 µL foram aplicados ao 

suporte especifico para Citospin (Fanem) com lâmina acoplada e centrifugadas 

a 100 rpm por 40 segundos. Após a secagem, as lâminas foram coradas com 

soluções de Giemsa (QEEL - Química Especializada Erich Ltda., Brasil) e May 

Grunwald (Dinâmica Contemporânea Ltda., Brasil) e utilizadas para realização 

da contagem diferencial de leucócitos em microscópio óptico com imersão em 

óleo, com aumento de 1.000 vezes. O número de leucócitos encontrados foi 

expresso na forma de células por cavidade x105. 

 

4.4.2 Determinação da expressão protéica de PAR-2 em leucócitos do 

LBA por Western blot  

 

Para avaliar a expressão de PAR-2 em leucócitos, o LBA de 

camundongos desafiados com OVA (10 µg) ou PBS, pré-tratados ou não com 

ENMD1068 (0,5 mg/kg) foram obtidos 2 e 4 h após o último desafio i.n. com o 

antígeno. Foram utilizados cinco animais para grupo. O LBA foi centrifugado 

(4ºC a 1300 g) por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi 

ressuspenso e homogeneizado em 0,3 ml de tampão de lise (NaCl 150 mmol/L; 

Tris 50 mmol/L; EDTA.2Na 5 mmol/L; MgCl2 1 mmol/L) acrescido de 1% de 

Triton X-100, 0,5% de SDS e de coquetel de inibidores de proteases 

(SigmaFast®, Sigma). 

O lisado foi centrifugado a 8000 g por 8 min, e a concentração de 

proteínas no sobrenadante foi determinada por espectofotometria pelo método 

de Bradford. Trinta microgramas de proteínas foram separadas em gel de 

poliacrilamida (10%) e transferidas para membrana de nitrocelulose 

(Millipore®). A qualidade da transferência foi monitorada através da coloração 

da membrana com solução de Ponceau 0,3%. A membrana foi então lavada 

em água destilada e colocada em solução de bloqueio (0,1% TBS-Tween; 3% 

de albumina sérica bovina), a 4ºC overnight. Os seguintes anticorpos primários 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) foram utilizados: anticorpo 
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policlonal anti-PAR-2 feito em cabra (1:1000) e anti-β-actina feito em 

camundongo (1:3000). Os anticorpos secundários (Millipore®) foram: anti-

camundongo feito em cabra IgG-HRP (1:8.000) e anti-cabra feito em coelho 

IgG-HRP (1:8000). As bandas proteicas foram detectadas por uma reação de 

quimioluminescência (Luminata Western HRP Substrates - Millipore®) e a 

intensidade das mesmas foi avaliada por análise densitométrica através do 

software Image J 1.4 (National Institute of Health, USA). A β-actina foi utilizada 

como controle da quantidade de proteínas aplicadas às diferentes canaletas, 

sendo considerado como um normalizador. 

 

4.4.3 Localização do receptor PAR-2 em leucócitos por imunocitoquímica 

 

Os animais imunizados foram desafiados com OVA (10 µg) ou PBS, pré-

tratados ou não com ENMD1068 (0,5 mg/kg) e após 48 h foram realizadas a 

coleta do LBA e obtenção das preparações de células em citospin, conforme 

descrito em 4.5.1, em lâminas gelatinizadas e então fixadas em álcool 70%. 

Antes de iniciar o procedimento de imunocitoquímica, as lâminas foram lavadas 

com PBS durante 5 minutos. Para o bloqueio da peroxidase endógena todas as 

lâminas foram incubadas em 10 % de peróxido de hidrogênio (volume 30) para 

90% de metanol durante 15 min, e repetiu-se este procedimento mais uma vez. 

Em seguida, as lâminas foram lavadas duas vezes com PBS durante 5 min 

cada. 

Para o bloqueio da biotina endógena foi utilizado Ultra Block V (Thermos 

cientific) e, após o bloqueio, as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

primário anti-PAR-2 (Santa Cruz Biotechnology) por uma hora a 37°C. Na 

sequência, foi aplicado o método de amplificação biotina-peroxidase com 

identificação a partir de anticorpo secundário e revelação polimérica 

(ADVANCE HRP – ready to use – Dako Cytomation). Por último, as células 

foram expostas ao cromógeno 3,3 – diaminobenzidina 4 HCl e contra-coradas 

com hematoxilina de Mayer’s. Controles negativos foram obtidos pela 

substituição do anticorpo primário por PBS. 
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4.5 Identificação de macrófagos M2 por Citometria de fluxo 

 

A análise de citometria de fluxo de macrófagos foi realizada 48 horas 

após o último desafio intranasal com OVA. Para isto, foram utilizadas as células 

do lavado broncoalveolar e dos pulmões dos camundongos. Primeiramente 

coletou-se o LBA em tubos identificados, armazenou em gelo e posteriormente 

os lóbulos dos pulmões foram removidos e então colocados em uma placa para 

cultivo celular (12 poços) contendo 900 µl de RPMI incompleto, e em seguida 

foram cortados em pequenos fragmentos com o auxilio de uma tesoura e pinça 

(estéreis), e foram colocados num eppendorf de 2 mL (fundo chato). 

 Feito isto, o pulmão foi digerido em 100 µl de uma solução contendo 

DNAse I (Sigma, 0,5 mg/mL) e  Liberase TL (Roche, 0.2 mg/mL) e incubado 

por 45 min a 37°C com rotação de 500 rpm (BESNARD et al., 2015). Após a 

incubação, as amostras foram homogenizadas com uma pipeta pasteur e 

passadas na peneira diluídas em RPMI completo. Deste modo, foi feito a lise e 

lavou com tampão de FACS. A suspensão de células obtida por meio da 

digestão dos lóbulos do pulmão e do LBA foram contadas no aparelho Couter 

(COULTER® Ac·T diff™ Analyzer). As concentrações foram ajustadas 1 x 106 

células para citometria de fluxo e transferidas para tubos FACS previamente 

identificados. 

 Para análise do fenótipo das populações de macrófagos pulmonares e do 

LBA, 1 x 106 células foram incubadas a 4°C por 40 min com Fc Block (1 µg/1 x 

106 células; BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Posteriormente, as células 

foram incubadas com os anticorpos monoclonais F4/80 (BM8, eBioscience) e 

receptor de manose MR+  (CD206, mannose receptor C type 1, MR; MR5D3, 

AbDSerotec) para identificar a população celular de macrófagos M2, durante 30 

min a 4°C, no escuro.  

Os anticorpos foram diluídos em solução de fosfato tamponado contendo 

2% de SFB (Tampão FACS). Após a incubação, as células foram lavadas com 

2 mL de tampão FACS e depois fixadas com solução tamponada contendo 1% 

de formol. A marcação com os anticorpos foi avaliada por citometria de fluxo, 

utilizando o citômetro FACSVerseTM (BD, San José, CA, USA) pelo qual foram 

adquiridos 100.000 eventos por amostra (programa Cell Quest), e as células 

avaliadas por tamanho (FSC), granularidade (SSC) e intensidade de 
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fluorescência. Todos os dados foram interpretados pelo software FCS Express 

V3 (De Novo Software, Los Angeles, CA). 

 

4.6 Quantificação de citocinas e quimiocinas no LBA, pulmão e 

linfonodos dos camundongos por ELISA 

 

Para coleta das amostras, os camundongos foram anestesiados, o LBA 

foi coletado e centrifugado a 400 x G durante 10 min e o sobrenadante 

recuperado. Os linfonodos axilares foram coletados em meio de cultura RPMI 

(ver anexo) e o sobrenadante utilizado para quantificação de citocinas. Em 

seguida, os animais foram perfundidos com 20 mL de salina, o lobo pulmonar 

inferior esquerdo coletado e imerso em 300 μL de solução PBS + EDTA 1mM, 

sendo que, todas as amostras foram armazenadas a -20°C.  

No dia da quantificação de citocinas e quimiocinas, os pulmões foram 

macerados com auxílio de um homogeneizador de tecido (Polytron®, Polytrom 

PT 3100, USA), centrifugados a 800 g durante 15 min e o sobrenadante 

recuperado para realização das análises, juntamente com os sobrenadantes do 

LBA e linfonodos, seguindo as recomendações indicadas pelo fabricante de 

cada kit (ALVES-FILHO et al., 2006). 

 Brevemente, a concentração das citocinas foi mensurada nas amostras 

por meio do ensaio imunoenzimático (ELISA), utilizando kits comerciais 

conforme as recomendações dos fabricantes para cada kit. Anticorpos ou Kits 

foram obtidos para IL-4, IL-10, IL-13 (eBioscience), IL-6 (BD Biosciences) e IL-

1β, TNF, CCL22, CXCL1, CCL5, AREG (R & D Systems). 

 

4.7 Avaliação da permeabilidade vascular no pulmão e traqueia dos 

camundongos  

 

Nesta etapa, utilizou-se o corante azul de Evans como um marcador da 

permeabilidade vascular no parênquima pulmonar, devido a sua capacidade de 

se ligar irreversivelmente à albumina, permitindo dessa forma mensurar o 

extravasamento plasmático como descrito previamente por Lundberg e col. 
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(1983), em protocolo modificado. Basicamente, o método consiste na 

determinação espectrofotométrica da quantidade de azul de Evans extravasado 

para o tecido em estudo.  

Para esse fim, os animais imunizados e desafiados com OVA, 

submetidos ou não ao tratamento com ENMD1068, 1 h após o último desafio 

i.n. com o antígeno foram anestesiados via i.p. com uma mistura de cetamina 

10% (1 mL) + xilazina 2% (0,75 mL) via i.p. (administrou-se 20µL/10g de peso 

de animal) de longa duração. Em seguida, administrou-se 200 μL de Azul de 

Evans (C34H24N6Na4O14S4, Dinâmica Química Contemporânea LTDA) a 2% em 

solução fisiológica (0,9% de Nacl) por via intravenosa (veia caudal). Decorrido 

1 h, coletou-se o pulmão e a traqueia destes camundongos após ser realizada 

a perfusão com 5 mL de salina fisiológica (0,9% de NaCl).  

Os pulmões e traqueias removidos foram colocados em placas de Petri 

para secagem, por 48 horas, em estufa a 40°C. Então, determinaram-se o peso 

das amostras e, seguidamente foi acrescentado ao tecido 1 mL de formamida 

em eppendorfs previamente identificados, para extração do corante, que 

permaneceu por 48 h em temperatura ambiente e protegido da luz. Neste 

último instante, foi preparada uma solução de azul de Evans a 1000 µg/mL que 

foi submetida a diluições sucessivas em formamida com pipeta automática 

(Eppendorf®) para montagem da curva padrão concentrações variando de 10 

µg/mL a 1 ng/mL de azul de Evans.  

Após a preparação das diluições, pipetou-se 300 µL de cada diluição e 

dos extratos obtidos dos tecidos em duplicata numa placa de 96 poços 

devidamente identificada. Então, foi realizada a leitura da densidade óptica de 

cada orifício da placa, em leitor de microplaca (Thermo Scientific™ Multiskan™ 

GO Microplate) com filtro de 620 nm de comprimento de onda, frente a um 

branco de formamida e a concentração determinada através de uma curva 

padrão com concentrações distintas de azul de Evans. O resultado da leitura 

espectofotométrica foi normalizado e expresso em µg de Azul de Evans por 

100 mg de tecido seco.   

4.8 Processamento do pulmão para os ensaios de MPO e EPO 
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Decorrida a coleta do LBA, a cavidade torácica foi aberta e os 

camundongos foram perfundidos com 5 mL de salina fisiológica (0,9% NaCl). O 

tecido pulmonar foi coletado, sendo armazenado o lado direito para 

quantificação das atividades enzimáticas de MPO e EPO, e o lado esquerdo do 

pulmão para análises histopatológicas.  

Feito isso, 100 mg do pulmão direito foi homogeneizado em 1 mL de 

solução de extração de citocinas (NaCl 0,4 M, NaPO4 10 mM, PMSF 0,1 mM, 

cloreto de benzetônio 0,1 mM, EDTA 10 mM, tween 20 0,05%, BSA 0,5%, 20 Ki 

aprotinina) e centrifugada a 10.000 rpm por 10 min a 4ºC. O sobrenadante foi 

estocado em eppendorfs identificados e congelado (-80°C) e o precipitado 

formado foi novamente homogeneizado em 0,95 mL de solução tampão 1 

(NaCl 0,1 M; Na3PO4 0,02 M e Na2EDTA 0,015 M; pH 4,7) e novamente 

centrifugado a 10.000 rpm por 10 min a 4ºC.  

O sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi submetido à 

lise hipotônica (1,5 mL de NaCl 0,2% seguido da adição de 1,5 mL de NaCl 

1,6% +Glicose 5%) para lise de eventuais hemácias. Feito isso, a amostra foi 

homogeinizada e centrifugada novamente (10.000 rpm por 10 minutos a 4ºC). 

 Para o ensaio de MPO e EPO, foi adicionado 0,8 mL de tampão 2 

(Na3PO4 0,05M, HETAB 0,5%; pH 5,4) e as amostras foram homogeneizadas e 

submetidas à lise térmica. Para isso, as amostras foram congeladas e 

descongeladas por três vezes em nitrogênio líquido. Terminada esta etapa, 

foram centrifugadas novamente e o sobrenadante armazenado em eppendorfs 

previamente identificados, sendo acondicionadas a -20°C para posterior análise 

enzimática. 

 

4.8.1 Ensaio da atividade da MPO 

 

O ensaio de atividade de MPO pulmonar foi conduzido adicionando 25 

µL das amostras diluídas 8 vezes em tampão 2 em placa plástica de 96 poços. 

Em seguida, foi adicionado 25 μL do reagente 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina 

(TMB, Sigma) diluído em dimetilsulfóxido (DMSO, Merck) na concentração de 

1,6 mM e a placa foi incubada a 37ºC. Decorridos 5 min, foram adicionados 

100 μL de H2O2 (0,002% em tampão 2) e a placa foi novamente incubada (5 
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min a 37ºC). Após a incubação, a reação foi paralisada pela adição de 100 μL 

de H2SO4 1M. A leitura da densidade óptica foi determinada por 

espectofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Devices) em comprimento de 

onda de 450 nm. 

 

4.8.2 Ensaio da atividade da Peroxidase Eosinofílica (EPO) 

 

O ensaio de atividade de EPO pulmonar foi conduzido adicionando 75 

µL das amostras diluídas 8 vezes em tampão 2 em placa plástica de 96 poços. 

Em seguida, 75 μL do substrato (OPD 0,1 mM em tampão Tris-HCl 75 mM, 

H2O2 6,6 mM; pH 8) foram colocados nas amostras. A reação ocorreu por 30 

minutos ao abrigo da luz e à temperatura ambiente. A reação foi, então, parada 

pela adição de H2SO4 1M e a leitura da absorbância foi realizada em 

espectofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Devices) em comprimento de 

onda de 492 nm. 

 

4.9 Quantificação de proteínas totais do LBA 

 

Para quantificação de proteínas totais, utilizou-se o sobrenadante obtido 

após centrifugação do LBA dos camundongos. Para isto, foi utilizado o kit de 

quantificação de proteínas DC Protein Assay (BioRad, USA) e o ensaio foi feito 

de acordo com as especificações do fabricante. Brevemente, em uma placa de 

96 poços adicionaram-se 2 µL da curva padrão (em duplicata) e das amostras 

nos poços correspondentes. Feito isto, 200µL do corante previamente diluído 

em água Mili-Q (1:5) foi acresentado. Após 3 minutos, a leitura da absorbância 

foi realizada em espectofotômetro (SpectraMax 190, Molecular Devices) em 

comprimento de onda de 595 nm.  A concentração de proteínas totais foi 

determinada através da curva padrão de albumina sérica bovina (1µg/µL – 0,5 

µg/µL), e os resultados foram expressos em µg de proteína por mL. 

 

4.10 Análises da mecânica Pulmonar 
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Para esta análise, os camundongos foram anestesiados com solução de 

cetamina (130 mg/Kg) e xilazina (8,5 mg/Kg) em solução fisiológica por via 

subcutânea, a fim de manter a respiração espontânea. Os animais foram 

traqueostomizados, ou seja, foi feita uma pequena incisão na traqueia 

permitindo a entrada de um cateter de teflon (1,7 mm de diâmetro e 0,8 mL de 

espaço morto).  

Em seguida, os animais foram colocados em um pletismógrafo 

conectado a um ventilador controlado por computador (Forced Pulmonary 

Maneuver System®, Buxco Research Systems©, Wilmington, North Carolina 

USA). Este espirômetro fornece, semi-automaticamente, três manobras 

diferentes: Lei de Boyle (FRC), volume de pressão quase-estático e uma 

manobra de volume de fluxo rápido (NOGUEIRA et al., 2016). Dessa forma, 

uma freqüência de respiração média de 160 inspirações/minuto foi imposta ao 

camundongo anestesiado por ventilação e pressão controladas até alcançarem 

um padrão regular de inspiração e expiração completa em cada ciclo obtido, 

considerando Rinx (índice de rejeição) = 0. 

Durante a respiração mecânica, foi detectada a complacência dinâmica 

(Cdyn) e a resistência pulmonar (RI) pelo o teste RC de complacência e 

resistência. Para determinar a Capacidade Pulmonar Total (TLC), realizou-se a 

manobra de pressão-volume quasi-estática, pelo qual os pulmões foram 

inflados sob uma pressão padrão de +30 cm H2O e posteriormente expirou-se 

o ar lentamente até se atingir uma pressão negativa de -30 cm H2O.  Nas 

manobras rápidas de fluxo-volume, primeiramente os pulmões foram inflados 

até +30 cm H2O e imediatamente, pressão foi diminuída para -30 cm H2O. A 

curva fluxo-volume foi registrada durante esta manobra. 

 

4.10.1 Determinação da hiperreatividade brônquica 

 

Para avaliar a hiper-responsividade das vias aéreas, os mesmos 

camundongos utilizados nas manobras anteriores (condição basal) foram 

desafiados via intravenosa com metacolina (1 mg / Kg) (KUNG et al., 2000, 

JONASSON et al., 2009) (Acetyl-β-methylcholine chloride, A-2251, Sigma-

Aldrich St.Louis, MO, USA)  após 20 seg, foi realizada uma nova análise da 
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mecânica pulmonar para se obter a resistência pulmonar (Rl). Todas as 

manobras subótimas foram descartadas e, para cada teste realizado em cada 

animal, pelo menos três manobras aceitáveis foram realizadas para obter uma 

média confiável para todos os parâmetros numéricos. 

 

4.11 Processamento histológico, análise morfométrica e histoquímica dos 

pulmões 

 
Após a eutanásia dos animais, os pulmões foram cuidadosamente 

coletados com material cirúrgico apropriado, então foram rapidamente 

colocados a uma solução fixadora constituída por formalina 10% neutra e 

tamponada com fosfato de sódio monobásico e dibásico por no máximo 48 

horas, em eppendorfs identificados e mantidos à temperatura ambiente. 

Os pulmões foram seccionados em sentido longitudinal, processados 

pela técnica rotineira de inclusão em parafina e submetidos à microtomia para 

obtenção de secções histológicas de 4 μm. Cada pulmão foi cortado em sua 

totalidade e montado em lâminas de vidro, as quais foram mantidas em estufa 

a 37°C, para melhor aderência dos cortes nas lâminas. Foram realizadas as 

colorações por hematoxilina e eosina HE, ácido periódico de Schiff (PAS) para 

mucosubstâncias e tricômico de gômori para evidenciar, sobretudo, deposição 

de colágeno nos alvéolos. 

As análises histoquímicas foram realizadas em toda a extensão dos 

pulmões. Uma média foi obtida a partir da avaliação de dez imagens por animal 

compostas por áreas contendo bronquíolos, vasos e alvéolos. Os dados de 

cada animal foram arquivados, analisados e expressos como densidade 

integrada (intensidade) em pixels. Determinou-se a área e a intensidade da 

coloração em pixels usando o software WCIF Image J® (Media Cybernetics 

Manufacturing, Rockville, MD, EUA). A avaliação do score de inflamação foi 

realizada a partir da análise qualitativa das lâminas de HE (adaptado de 

HOVART et al., 2007; GARCIA et al., 2010)  

 

4.11.1 Imuno-histoquímica para identificação de CCL5 
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Para a análise imuno-histoquímica, cortes de 4 µm foram obtidos a partir 

dos blocos de parafina, transferidos para lâminas gelatinizadas, e 

posteriormente desparafinizados e reidratados. A recuperação antigênica foi 

realizada em solução retrievel pH 6,0 (Antigen retrievel solution, DAKO, 

Carpinteria) em banho-maria a 98 ºC por 20 min. O bloqueio da peroxidase foi 

realizado com peróxido de hidrogênio a 10% diluído em álcool metílico (3 

repetições, 5 min cada) e bloqueio protéico em solução protein block (Dako, 

Carpinteria) (20 minutos). O anticorpo primário CCL5 (clone 53405.111, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, 1:500) foi diluído em diluente de anticorpo (Dako, 

Carpinteria) e aplicado sobre os cortes para incubação em câmara úmida 

durante toda noite (over night)  a 4ºC. A amplificação antigênica das reações 

imuno-histoquímicas foi realizada empregando-se o sistema baseado em 

polímero NovoLinkTM (Max polymer Dection System, Leica Biosystems, 

Newcastle, United Kingdom) (30 minutos cada) e a revelação com solução 

cromogênica de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) líquida (Leica Biosystems, 

Newcastle, United Kingdom). 

Para avaliar a expressão de CCL5 fizemos um escore que será descrito 

na seção de resultados. 

 

4.12 Análise Estatística 

 

A construção dos gráficos e as análises estatísticas foram realizadas 

com auxílio do programa Graph Pad Prism 5. Os dados foram analisados por 

meio da análise de variância simples, one-way ANOVA, seguida pelo teste 

Newman-Keuls, que compara todos os grupos experimentais entre si, com 

exceção das análises de migração de 2 grupos apenas para os quais foi 

utilizado o teste não paramétrico, seguido pelo teste de Mann-Whitney. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e comparados 

com os resultados dos grupos controles. Para análises do score de inflamação 

e CCL5, os dados foram analisados por meio da análise de variância simples, 

one-way ANOVA, seguida pelo teste de Kruskal-Wallis e pós-teste de múltiplas 

comparações de Dunn's. Foram consideradas estatisticamente significativas as 

diferenças com p< 0,05. 
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5. RESULTADOS 

Como tentativa de avaliar os fenômenos iniciais e tardios conseqüentes 

da inflamação pulmonar alérgica decorrente da presença do antígeno nas vias 

aéreas, nesta seção, os resultados foram divididos em dois blocos principais, 

de acordo com o número de exposições ao antígeno, três ou seis, conforme 

descrito na seção de Material e Métodos 

 

5.1 Participação do PAR-2 no modelo experimental de asma induzido por 

três exposições à ovalbumina 

 

5.1.1 Avaliação da participação do PAR-2 sobre o recrutamento de 

leucócitos e produção de citocinas em função do tempo na inflamação 

pulmonar alérgica  

 

Inicialmente, foi avaliada a capacidade de um imunógeno induzir o 

recrutamento de eosinófilos para o espaço broncoalveolar de camundongos em 

função do tempo. Para isto, os camundongos foram previamente submetidos a 

um protocolo de imunização (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008) para o 

agente imunizante (ovalbumina, OVA) e desafiados com instilação i.n. de 10 μg 

de OVA, conforme descrito na seção de Material e Métodos. O número de 

leucócitos presentes no LBA foi avaliado 4, 24, 48 e 72 h após o último desafio. 

A administração i.n. de OVA induziu recrutamento de eosinófilos em todos os 

tempos avaliados, com pico 48 h após o desafio (Figura 6). Este aumento no 

número de eosinófilos pode ser evidenciado também através da análise 

histológica das lâminas coradas pelo método de May Grunwald-Giemsa 

(Figura 7). O modelo de imunização e desafio com OVA foi bastante eficaz, 

uma vez que os animais imunizados apenas com o adjuvante e desafiados com 

PBS ou OVA não tiveram migração de eosinófilos que é característico de uma 

resposta alérgica (Figura 6).  

Para avaliar a participação do PAR-2 neste modelo, os camundongos 

imunizados foram pré-tratados por via i.p. com o antagonista seletivo de PAR-

2, ENMD1068 (0,1 – 1,0 mg/ kg) 1 h antes da administração i.n. de OVA (10 

µg/animal) e as células presentes no LBA avaliadas 48 horas após. O pré-
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tratamento com as três doses do antagonista de PAR-2 reduziu 

significativamente a migração de eosinófilos induzida pela OVA, sem diferença 

estatística na inibição da migração entre as doses utilizadas (Figura 8). 

Contudo, a dose de 0,5 mg/kg do antagonista de PAR-2 foi escolhida para ser 

utilizada nos experimentos posteriores, já que inibiu 85% do recrutamento 

celular e foi a dose intermediária utilizada que corresponde a cerca de 11 µg 

por animal (Tabela 2). 
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Figura 6. Cinética do recrutamento de eosinófilos em modelo de 
inflamação pulmonar alérgica induzido pela ovalbumina (OVA) em 
camundongos Balb/c. Os grupos representados pelos símbolos ▲ e ▼ foram 

imunizados com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/ml, 100 µg/animal OVA) por via i.p. e 
então desafiados por via i.n. com OVA (10 µg) ou PBS. Já os grupos ● e ■ 
receberam apenas Al(OH)3 (0,2 ml, PBS) por via i.p. e então desafiados por via 
i.n. com OVA (10 µg) ou PBS, não houve recrutamento de eosinófilos para 
estes grupos. O número de eosinófilos foi avaliado 4, 24, 48 e 72 horas após o 
desafio. Os símbolos representam média ± e.p.m. de 4 a 6 animais por grupo. 
*p< 0,001 em relação ao grupo imunizado com Al(OH)3 + OVA i.p. e desafiado 
com OVA i.n. . 
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Figura 7.  Leucócitos de lavado broncoalveolar corados pelo método de 
May Grunwald-Giemsa. Os camundongos imunizados foram desafiados por 

via i.n. com: (A) PBS (20 µl) ou (B) OVA (10 µg) e os leucócitos foram 
avaliados 48 horas após o estímulo. A figura representa os leucócitos do LBA, 
sendo macrófagos (setas pretas) e eosinófilos (setas vermelhas), visualizados 
em microscópio óptico acoplado a um sistema de fotografia (óleo de 
imersão/aumento de 1000x) que foram montados em lâmina de vidro e corados 
pelo método de May Grunwald-Giemsa. 
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Figura 8. Efeito induzido pelo antagonista de PAR-2, ENMD1068, sobre o 
recrutamento de eosinófilos para o LBA induzido por OVA. Os animais 

foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/ml, OVA) no dia 1 e 
então desafiados do dia 9-11 com OVA (10 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µl, 
i.n.) em animais pré-tratados ou não com ENMD1068 (0,1; 0,5 ou 1 mg/Kg) 1 h 
antes de cada desafio. O número de eosinófilos presentes no LBA dos animais 
foi avaliado 48 h após o último desafio. As barras representam média ± e.p.m. 
de 5 a 6 animais por grupo. *p< 0,001 em relação ao grupo controle, #p< 0,001 
em relação ao grupo desafiado com OVA. 
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Tabela 2. Leucócitos presentes no lavado broncoalveolar de camundongos em 

resposta a injeção i.p. de diferentes doses de ENMD1068 na inflamação 
pulmonar alérgica induzida por OVA (10 µg i.n.). 

 

Os valores representam a média e o erro padrão da média x 105 células. 
*p<0,01 **p< 0,001 em relação ao grupo controle, #p<0,01 ##p<0,001 em 
relação ao grupo desafiado com OVA;    n=5 a 6. Tempo avaliado: 48 h após o 
último desafio com OVA. 
  

Leucócitos 

Animais imunizados (OVA 0.5 mg/ml) 

PBS 

OVA (10 µg) 

PBS 
ENMD1068 (mg/kg) 

0.1 0.5 1 

Eosinófilos 0,0 ± 0,0 1,3 ± 0,2 ** 0,3 ± 0,04## 0,2 ± 0,02## 0,1 ± 0,02## 

Neutrófilos 0,0 ± 0,0 0,01 ± 0,01 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

Mononucleares 3,9 ± 0,4 4,4 ± 0,5  3,4 ± 0,3 3,4 ± 0,2 3,4 ± 0,3 

Totais 3,9 ± 0,4 5,8 ± 0,4* 3,8 ± 0,3# 3,6 ± 0,8# 3,5 ± 0,3# 
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Posteriormente foi avaliada a capacidade da OVA em induzir o 

recrutamento de leucócitos para o LBA de camundongos em função do tempo, 

de 30 min a 24 h. Notou-se que no período de 30 min a 12 h após o desafio 

com OVA, ocorreu um aumento da migração de neutrófilos para o LBA, com 

pico em 2 h após o antígeno (Figura 9). O tratamento com o ENMD1068 

reduziu significativamente o número de neutrófilos e eosinófilos presentes no 

LBA em todos os tempos avaliados (Figura 9 e 10). 

O sobrenadante, destas amostras, foi armazenado para posterior 

quantificação de citocinas por ELISA. Principalmente no tempo de 2 horas 

quando há um pico de neutrófilos conforme descrito na figura 9, a 

administração i.n. de OVA induziu aumento dos níveis da citocina inflamatória 

IL-6 (Figura 11 A), das quimiocinas CXCL1 (do inglês chemokine [C-X-C motif] 

ligand 1, KC)  (Figura 11 B) e CCL5 (Figura 11 C), e do fator de crescimento 

AREG (anfiregulina) (Figura 11 D) quando comparados com seus respectivos 

controles. Neste mesmo tempo de 2h o pré-tratamento com o antagonista de 

PAR-2 ENMD1068 reduziu significativamente os níveis de IL-6, CXCL1, CCL5 

e AREG. Já no tempo de 4 horas houve um aumento dos níveis de IL-10 no 

LBA dos camundongos imunizados e desafiados com OVA que foram pré-

tratados com o antagonista de PAR-2 (Figura 12). 
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Figura 9. Efeito induzido pelo ENMD1068 sobre o recrutamento de 
neutrófilos para o LBA induzido por OVA em função do tempo. Os animais 

foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/mL, OVA) no dia 1 e 
então desafiados do dia 8-10 com OVA (100 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µL, 
i.n.) em animais pré-tratados ou não com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) 1 h antes do 
desafio. O número de neutrófilos presentes no LBA dos animais foi avaliado 30 
min a 12 h após o desafio. Os símbolos representam média ± e.p.m. de 4 a 5 
animais por grupo. *p<0,01, **p<0,001 em relação ao grupo controle (PBS), 
#p<0,001 em relação ao grupo desafiado com OVA. 
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Figura 10. Efeito induzido pelo ENMD1068 sobre o recrutamento de 
eosinófilos para o LBA induzido por OVA em função do tempo. Os animais 
foram imunizados por via i.p. com Al (OH)3 + OVA (0,5 mg/mL, OVA) no dia 1 e 
então desafiados do dia 9-11 com OVA (100 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µl, 
i.n.) em animais pré-tratados ou não com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) 1 h antes do 
desafio. O número de eosinófilos presentes no LBA dos animais foi avaliado 12 
a 24 h após o último desafio. As barras representam média ± e.p.m. de 5 
animais por grupo no tempo de 12h, e 3-4 animais no tempo de 24 h. *p<0,001 
em relação ao grupo controle, #p<0,001 em relação ao grupo desafiado com 
OVA. 

 



64 
 

0,5 2 4 8 12 24
0

10

20

30

40

50

Tempo após o desafio (h)

PBS
OVA
ENMD+OVA*

#

IL
-6

 (
p

g
/m

L
) 

n
o

 L
B

A

0.5 2 4 8 12 24
0

500

1000

1500

2000
PBS

OVA

ENMD+OVA

Tempo após o desafio (h)

**

##

*

*
* #

C
X

C
L

1
 (
p

g
/m

L
) 
n

o
 L

B
A

0,5 2 4 8 12
0

50

100

150

Tempo após o desafio (h)

*

#

PBS
OVA
ENMD+OVA

C
C

L
5

 (
p

g
/m

L
) 
n

o
 L

B
A

0,5 2 4 8 12 24
0

10

20

30

40

**

##

*

PBS
OVA
ENMD+OVA

Tempo após o desafio (h)

A
R

E
G

 (
p

g
/m

L
) 

n
o

 L
B

A

A B

C D

 

Figura 11.  Efeito do pré-tratamento com ENMD1068 na produção das 
citocinas no LBA. Os níveis de citocinas foram mensurados por ELISA. Os 
animais foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/ml, OVA) no 
dia 1 e então desafiados do dia 9-11 com OVA (100 µg/animal, via i.n.) ou PBS 
(20 µl, i.n.) em animais pré-tratados ou não com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) 1 hora 
antes do desafio. Para a dosagem de citocinas foi coletado o sobrenadante do 
LBA de 30 min a 24 horas após o desafio. (A) IL-6; (B) CXCL1; (C) CCL5; (D) 
Areg. As barras representam média ± e.p.m. de 4 a 5 animais por grupo. *p< 
0,01 **p<0,001 em relação ao grupo controle, #p<0,05 ##p<0,01 em relação ao 
grupo desafiado com OVA. 
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento com ENMD1068 na produção de IL-10 
no LBA. Os níveis de citocinas foram mensurados por ELISA. Os animais 

foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/mL, OVA) no dia 1 e 
então desafiados do dia 9-11 com OVA (100 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µL, 
i.n.) em animais pré-tratados ou não com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) 1 h antes do 
desafio. Para a dosagem de citocinas foi coletado o sobrenadante do LBA de 
30 min a 24 h após o último desafio. As barras representam média ± e.p.m. de 
4 a 5 animais por grupo. *p<0,01 em relação ao grupo controle, #p<0,05 em 
relação ao grupo desafiado com OVA. 
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5.1.2 Avaliação da participação do PAR-2 na inflamação pulmonar alérgica 

induzida pela OVA sobre a expressão proteica de PAR-2 e a 

permeabilidade vascular  

 

 Uma vez que a ativação de PAR-2 parece ser determinante para o 

desenvolvimento de uma resposta inflamatória envolvendo o recrutamento de 

neutrófilos nas primeiras horas após o desafio com OVA, com presença de 

mediadores pró-inflamatórios, decidiu-se avaliar a expressão proteica do 

receptor em leucócitos obtidos do LBA de camundongos imunizados pré-

tratados com PBS ou ENMD1068, 2 e 4 h após o último desafio com OVA. A 

expressão proteica de PAR-2 foi significativamente aumentada 2 e 4 h após o 

desafio antigênico, em relação ao grupo imunizado e desafiado com PBS. Por 

outro lado, o pré-tratamento com ENMD1068 reduziu significativamente a 

expressão deste receptor 2 h após o desafio intranasal (Figura 13).  
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Figura 13. Efeito induzido pelo ENMD1068 sobre a expressão de PAR-2 
após administração intranasal de OVA. (A) Os camundongos imunizados 
foram desafiados apenas com OVA (10 µg) por via i.n. ou pré-tratados 1 h 
antes da OVA com ENMD1068 (0,5 mg/kg) por via i.p. O LBA foi coletado 2 e 4 
horas após o desafio com OVA. Este gel é representativo de quatro 
experimentos com resultados similares. (B) Os resultados foram normalizados 
pela β-actina contida em cada amostra. *p<0,05 **p<0,01 
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A inflamação pulmonar alérgica também é caracterizada pela alteração 

da permeabilidade vascular e uma das formas indiretas de avaliar este 

parâmetro é através da quantificação do extravasamento do corante de azul de 

Evans da circulação sanguínea para os tecidos. Dessa forma, 1 h após o 

desafio com OVA ou PBS, o azul de Evans (2%) foi injetado nos camundongos 

anestesiados por via i.v., decorrido 1 hora após esse procedimento os pulmões 

e traqueias foram removidos, correspondendo 2 horas após o último desafio i.n. 

com OVA (10µg). O azul de Evans foi extraído dos tecidos em formamida e o 

extrato obtido lido através de espectofotometria. 

Através da determinação espectrofotométrica da quantidade de azul de 

Evans presente das amostras, verificou-se um aumento significativo da 

concentração do corante nos pulmões e traqueias dos animais desafiados com 

OVA em relação ao grupo PBS (Figura 14 e 15) constatando aumento da 

permeabilidade vascular no grupo alérgico. 

Nossos resultados também demonstram diminuição da permeabilidade 

vascular com redução dos níveis de azul de Evans quando há bloqueio da ação 

de proteases endógenas em PAR-2, uma vez que os camundongos que foram 

pré-tratados com ENMD1068 apresentaram uma concentração 

significativamente inferior do corante no parênquima pulmonar, quando 

comparados ao grupo que recebeu apenas o antígeno (Figura 14).  
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Figura 14. Efeito do tratamento intraperitoneal com ENMD1068 no 
extravasamento plasmático do corante azul de Evans nos pulmões de 
camundongos 2 h após o desafio com OVA. As barras representam média ± 

e.p.m. PBS n=2; OVA n=3 e ENMD n=5. *p<0,05 em relação ao grupo controle 
(PBS), #p<0,05 em relação ao grupo desafiado com OVA. 
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Figura 15. Efeito do tratamento intraperitoneal com ENMD1068 no 
extravasamento plasmático do corante azul de Evans nas traqueias de 
camundongos 2 h após o desafio com OVA. As barras representam média ± 

e.p.m. PBS n=4; OVA n=3 e ENMD n=3. *p<0,05 em relação ao grupo controle 
(PBS). 
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5.1.3 Importância da ativação de PAR-2 para o recrutamento de 

leucócitos, produção de citocinas e polarização fenotípica de macrófagos 

48 h após o desafio com OVA em modelo de inflamação pulmonar 

alérgica 

 

O mecanismo pelo qual a ativação de PAR-2 induz a infiltração de 

eosinófilos na inflamação alérgica das vias aéreas não está bem esclarecido. 

No entanto, os macrófagos são grandes candidatos a contribuírem para este 

fenômeno, uma vez que são células abundantemente encontradas na luz 

brônquica, expressam PAR-2 e liberam uma grande variedade de mediadores 

inflamatórios em resposta ao antígeno. Nessa perspectiva, experimentos foram 

realizados a fim de demonstrar a expressão de PAR-2 em leucócitos obtidos do 

LBA de camundongos desafiados com OVA, pré-tratados com antagonista de 

PAR-2 ou PBS. O LBA foi coletado 48 h após a administração i.n. do desafio 

antigênico, que representa o pico de recrutamento de eosinófilos para o LBA.  

A presença e localização do PAR-2 nos leucócitos foi avaliada por 

imunocitoquímica utilizando anticorpo anti-PAR-2. Houve marcação de PAR-2 

na membrana e no citoplasma de macrófagos alveolares de camundongos 

desafiados com OVA (Figura 16, A), como também no citoplasma dos 

macrógafos obtidos dos animais pré-tratados com o antagonista (Figura 16, B).  
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Figura 16. Imuno-localização de PAR-2 em macrófagos alveolares após 
desafio com OVA. Os camundongos imunizados foram desafiados com OVA 
(10 µg) por via intranasal (A) ou pré-tratados 1 h antes com ENMD1068 (0,5 
mg/kg) por via intraperitoneal (B), e as células foram coletadas 48 h após o 

desafio. PAR-2 foi localizado em macrófagos (setas pretas). O controle 
negativo foi obtido por meio da omissão do anticorpo primário (C). A figura é 

representativa de três experimentos com resultados similares. 
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 A partir desses resultados, o próximo passo foi avaliar se a presença do 

peptídeo ativador de PAR-2 (SLIGRL-NH2) seria capaz de potencializar a 

migração de leucócitos induzida pela OVA, na tentativa de reproduzir 

fenômenos biológicos pelos quais a ativação de PAR-2 ocorre por diferentes 

estímulos, assim como o papel potencial da ativação de PAR-2 pelo petídeo 

em mediar mecanismos de liberação de citocinas. 

Utilizando o mesmo protocolo de imunização, demonstramos que a 

instilação de OVA aumentou significativamente o número total de leucócitos, 

basicamente células mononucleares e eosinófilos 48 h após sua última 

administração. Esta migração foi dependente da ativação PAR-2, uma vez que 

o antagonismo do receptor pelo ENMD1068 reduziu o recrutamento destes 

tipos celulares (Figura 17 A, B e D). 

 Nossos resultados sugerem um papel importante da ativação de PAR-2 

na manutenção e progressão do processo inflamatório. O tratamento com 

agonista seletivo SLIGRL-NH2 por via intranasal induziu recrutamento de 

neutrófilos 48 h após o último tratamento, que é um tempo considerado tardio 

para chegada destes leucócitos, sugerindo um papel importante da ativação de 

PAR-2 na manutenção e progressão do processo inflamatório quando há 

ativação direta do receptor (Figura 17 C). O peptídeo ativador quando 

administrado concomitante com a OVA por via intranasal aumentou em 41% o 

recrutamento de eosinófilos quando comparado aos camundongos que foram 

desafiados apenas com OVA (Figura 17 D). 
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Figura 17. Efeito do peptídeo ativador de PAR-2 no recrutamento de 
leucócitos para o espaço broncoalveolar de camundongos Balb/c em 
modelo de inflamação pulmonar alérgica. Os animais imunizados foram 
desafiados por via i.n. com OVA (10 µg) e/ou SLIGRL-NH2 (30 µg), peptídeo 
controle LRGILS-NH2 (30 µg) ou PBS (0,1 mL/cavidade), um grupo de 
camundongos foi pré-tratado com ENMD1068 (0,5 mg/kg) 1h antes da OVA. O 
número de leucócitos totais (A), células mononucleares (B), neutrófilos (C) e 
eosinófilos (D) foi avaliado 48 h após o útilmo desafio com a OVA. As barras 

representam média ± e.p.m. de 3 a 5 animais por grupo. *p<0,01 **p<0,001 em 
relação ao grupo controle tratado com PBS; #p<0,05 ##p<0,01 ###p<0,001  em 
relação ao grupo controle desafiado com OVA. 
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Os níveis de citocinas obtidas dos homogenatos de pulmões, dos 

leucócitos obtidos do LBA e dos sobrenadantes das culturas de linfonodos, 

estão apresentados nas Figuras 18, 19 e 20. Verificamos que, 48 h após o 

último desafio com OVA, a presença do antígeno foi capaz de aumentar os 

níveis de das citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL1-β nos pulmões (Figura 19 

A, B) e da quimiocina CXCL1 no LBA dos camundongos (Figura 18 A) que são 

citocinas quimiotáticas e importantes para o recrutamento de neutrófilos e 

monócitos. A administração intranasal de OVA nos animais imunizados 

também promoveu aumento de IL-13 no tecido pulmonar (Figura 19 C) quando 

comparado ao grupo controle (PBS), uma citocina pró-inflamatória secretada 

pelos linfócitos Th2 e característica de respostas do tipo alérgicas.  

 De maneira interessante, o tratamento com agonista de PAR-2 SLIGRL-

NH2 nos camundongos imunizados e desafiados com OVA promoveu aumento 

das citocinas IL-4, IL-13 nos linfonodos (Figura 20 A e B) e da quimiocina 

CCL22 no LBA (Figura 18 B) que correspondem a uma resposta de caráter 

alérgico. Enquanto que o pré-tratamento com o antagonista ENMD1068 inibiu 

55% da produção de IL-1β no LBA estimulada pela OVA (Figura 19 B). Para as 

demais citocinas não houve diferença estatística entre o grupo tratado com 

ENMD1068 comparado ao PBS.  

 Cabe ressaltar que o peptídeo controle LRGILS-NH2 comportou-se de 

maneira semelhante ao PBS para todas citocinas e quimiocinas analisadas, 

comprovando a necessidade de uma sequência específica de aminoácidos 

para que haja ativação e resposta desencadeada pela ativação do PAR-2.  
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Figura 18. Produção de quimiocinas no lavado broncoalveolar. A 
concentração de citocinas foi mensurada por ELISA. Os animais foram 
imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/mL, OVA) no dia 1 e então 
desafiados do dia 9-11 com OVA (100 µg/animal, via i.n.) e/ou SLIGRL-NH2 (30 
µg), peptídeo controle LRGILS-NH2 (30 µg)  ou PBS (20 µL, i.n.) em animais 
pré-tratados com ENMD1068 (0.5 mg/Kg) ou PBS, 1 h antes do desafio com 
OVA. Para a quantificação das quimiocinas CXCL1 (A) e CCL22 (B), foi 
coletado o sobrenadante do LBA 48 h após o último desafio com OVA.  As 
barras representam média ± e.p.m. de 4 a 5 animais por grupo. * p<0,001 em 
relação ao grupo indicado pelo colchete. 
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Figura 19. Produção de citocinas no pulmão. A concentração de citocinas foi 

mensurada por ELISA. Os animais foram imunizados por via i.p. com Al (OH)3 
+ OVA (0,5 mg/mL, OVA) no dia 1 e então desafiados do dia 9-11 com OVA 
(100 µg/animal, via i.n.) e/ou SLIGRL-NH2 (30 µg), peptídeo controle LRGILS-
NH2 (30 µg)  ou PBS (20 µL, i.n.) em animais pré-tratados com ENMD1068 (0.5 
mg/Kg) ou PBS, 1 h antes do desafio com OVA. Para a quantificação das 
citocinas TNF-α (A), IL-1β (B), IL-13 (C), foi coletado o tecido pulmonar 48 h 

após o último desafio com OVA.  As barras representam média ± e.p.m. de 4 a 
5 animais por grupo. * p<0,001 em relação ao grupo indicado pelo colchete. 

 

  



78 
 

P
B
S 2

LR
G
IL

S
-N

H
O
V
A 2

S
LI

G
R
L-

N
H 2

O
V
A
+S

LI
G
R
L-

N
H

E
N
M

D
+O

V
A

0

50

100

150

*
IL

-4
 (

p
g
/m

L
) 

n
o
 L

in
fo

n
o
d
o

P
B
S 2

LR
G
IL

S
-N

H
O
V
A 2

S
LI

G
R
L-

N
H 2

O
V
A
+S

LI
G
R
L-

N
H

E
N
M

D
+O

V
A

0

500

1000

1500

2000

2500
*

IL
-1

3
 (

p
g
/m

L
) 

n
o
 L

in
fo

n
o
d
o

A B

 

Figura 20. Produção de citocinas nos linfonodos. A concentração de 

citocinas foi mensurada por ELISA. Os animais foram imunizados por via i.p. 
com Al(OH)3 + OVA (0,5 mg/ml, OVA) no dia 1 e então desafiados do dia 9-11 
com OVA (100 µg/animal, via i.n.) e/ou SLIGRL-NH2 (30 µg), peptídeo controle 
LRGILS-NH2 (30 µg)  ou PBS (20 µl, i.n.) em animais pré-tratados com 
ENMD1068 (0.5 mg/Kg) ou PBS, 1 h antes do desafio com OVA. Para a 
quantificação das citocinas IL-4 (A), IL-13 (B), foi coletado os linfonodos 48 h 

após o último desafio com OVA.  As barras representam média ± e.p.m. de 4 a 
5 animais por grupo. * p<0,001 em relação ao grupo indicado pelo colchete. 
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Em seguida, avaliamos a população de macrófagos no pulmão e no LBA 

de camundongos Balb/c 48 h após o desafio com OVA através de citometria de 

fluxo. As Figuras 21 e 23 ilustram a análise representativa para avaliar a 

suspensão de células do pulmão após digestão e do LBA dos camundongos. 

Após exclusão de doublets e seleção por parâmetros de tamanho e 

granulosidade, os macrófagos foram analisados por meio da marcação positiva 

para F4/80 e para receptor de manose (MR, CD206) que quando positivo 

corresponde ao fenótipo de macrófagos M2. 

A ativação dos macrófagos do tipo M2 acontece principalmente na 

resposta de perfil Th2 que ocorre em respostas alérgicas. Estes macrófagos 

juntamente com linfócitos Th2, mastócitos, eosinófilos, basófilos e células 

dendríticas irão desempenhar um papel importante na manutenção e 

magnitude da resposta. Em nossos experimentos demonstramos que os 

animais desafiados com OVA apresentaram aumento do fenótipo de 

macrófagos M2 (F4/80+/MR+) pulmonares, que parece ser dependente da 

ativação de PAR-2 uma vez que o bloqueio do receptor inibiu este aumento em 

37% (Figura 22 A). De forma contrária, o pré-tratamento com antagonista de 

PAR-2 ENMD1068 induziu um aumento de 101% da população de macrófagos 

F4/80+/MR- quando comparado ao grupo de animais desafiados com OVA e 

pré-tratados com PBS (Figura 22 C).  

Já os macrófagos obtidos do LBA exibiram um perfil semelhante quanto 

aos fenótipos F4/80+MR+e F4/80+MR- mesmo na presença do antígeno, como 

também ocorreu aumento de ambas as populações na presença conjunta do 

peptídeo ativador de PAR-2 SLIGRL-NH2 e OVA (Figura 24 A e C). 
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Figura 21. Identificação de tipos celulares no pulmão por citometria de 
fluxo. Os macrófagos M2 foram identificados com base na expressão 
diferencial de F4/80 e do receptor de manose tipo 1 (MR) (quadrantes 
superiores direito). Os pulmões dos camundongos foram removidos 48 h após 
o último desafio com OVA (10 μg), o tecido foi digerido e as células liberadas 
foram coradas com anticorpos específicos para células com marcação 
fluorescente, n = 4-5. 
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Figura 22. Efeito do PAR-2 na população de macrófagos pulmonares com 
fenótipo M2. Os macrófagos M2 F4/80+/MR+ (A e B); e F4/80+/MR- (C e D) 

que representam outros subtipos de macrófagos foram enumerados. A, C: 
corresponde a frequência absoluta com os valores corrigidos quanto ao número 
total de leucócitos. B, D: corresponde a frequência relativa (%). * p<0,001, n = 
4-5 camundongos / grupo. 
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Figura 23.  Identificação de tipos celulares no LBA por citometria de fluxo. 

Os macrófagos M2 foram identificados com base na expressão diferencial de 
F4/80 e do receptor de manose tipo 1 (MR) (quadrantes superiores direito). O 
LBA de camundongos foram coletados 48 h após o último desafio com OVA 
(10 μg), as células liberadas foram coradas com anticorpos específicos para 
células com marcação fluorescente, n = 4-5. 
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Figura 24. Efeito do PAR-2 na quantidade de macrófagos alveolares com 
fenótipo M2. Os macrófagos M2 F4/80+/MR+ (A e B); e F4/80+/MR- (C e D) 

que representam outros subtipos de macrófagos foram enumerados. A,C: 
corresponde a frequência absoluta com os valores corrigidos quanto ao número 
total de leucócitos. B, D: corresponde a frequência relativa (%). * p<0,001, n = 
4-5 camundongos / grupo. 
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5.2 Participação do PAR-2 no modelo experimental de asma induzido por 

seis exposições à ovalbumina 

 

5.2.1 Avaliação da participação do PAR-2 sobre o recrutamento de 

leucócitos em função do tempo na inflamação pulmonar alérgica  

 

 O modelo agudo de reposta inflamatória pulmonar alérgica reproduz 

alguns aspectos característicos da asma em humanos, porém, para avaliar 

alterações teciduais e a mecânica pulmonar, se torna necessário aumentar a 

intensidade da resposta inflamatória. Neste contexto, desenvolvemos um 

modelo de inflamação com maior exposição destes camundongos com o 

antígeno, aumentando o número de desafios com a OVA 

Para isto, os camundongos foram imunizados no dia 0 e desafiados por 

via i.n com OVA (10 µg) ou PBS nos dias 9, 10 e 11, e continuaram recebendo 

o antígeno ou PBS nos dias 13, 15 e 17. Para avaliar a participação do PAR-2, 

de forma semelhante ao protocolo agudo, 1 h antes de cada desafio i.n. com 

OVA, os camundongos foram pré-tratados com ENMD1068 i.p. (0,5 mg/kg). O 

LBA foi coletado 4, 24 e 48 h após o último desafio.  

O desafio com OVA induziu recrutamento de neutrófilos e eosinófilos nos 

três tempos analisados com pico de migração de 4 e 48 h após o desafio, 

respectivamente. O tratamento com ENMD1068 reduziu significativamente o 

número de neutrófilos no LBA induzido pela OVA apenas no tempo de 48 h 

(Figura 25), já em relação ao número de eosinófilos o antagonista teve efeito 

de redução significativa destes leucócitos nos tempos de 4, 24 e 48 h após o 

último desafio com OVA (Figura 26). 

  



85 
 

4h 24
h

48
h

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
PBS

OVA

ENMD+OVA

**

*
**

#N
e

u
tr

ó
fi
lo

s
 n

o
 L

B
A

 (
x
1

0
5
 m

L
)

 

Figura 25. Efeito induzido pré-tratamento com ENMD1068 sobre o 
recrutamento de neutrófilos para o LBA induzido por OVA em função do 
tempo. Os animais foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 
mg/mL, OVA) no dia 1 e então desafiados nos dias dias 9, 10, 11,13,15 e 17 
com OVA (10 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µL, i.n.) em animais pré-tratados 
com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) ou PBS 1 h antes do desafio. O número de 
neutrófilos presentes no LBA dos animais foi avaliado 4, 24 e 48 h após o 
último desafio com OVA. As barras representam média ± e.p.m. de animais por 
grupo, 4h n=7-8, 24h n=5, 48h n=5-6. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 em relação 
ao grupo controle, #p<0,001 em relação ao grupo desafiado com OVA. 
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Figura 26. Efeito induzido pelo pré-tratamento com ENMD1068 sobre o 
recrutamento de eosinófilos para o LBA induzido por OVA em função do 
tempo. Os animais foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 

mg/mL, OVA) no dia 1 e então desafiados nos dias dias 9, 10, 11,13,15 e 17 
com OVA (10 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µL, i.n.) em animais pré-tratados 
com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) ou PBS 1 h antes do desafio. O número de 
eosinófilos presentes no LBA dos animais foi avaliado 4, 24 e 48 h após o 
último desafio com a OVA. As barras representam média ± e.p.m. de animais 
por grupo, 4h n=7-8, 24h n=5, 48h n=5-6. *p<0,001 em relação ao grupo 
controle, #p<0,05, ##p<0,01 e ###p<0,001 em relação ao grupo desafiado com 
OVA. 
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5.2.2 Efeito do tratamento com antagonista de PAR-2 sobre o 

recrutamento de leucócitos no LBA e avaliação das atividades 

enzimáticas EPO e MPO no pulmão 48 h após o desafio com OVA 

 

O tempo de 48 h após o desafio com OVA foi selecionado para avaliar 

os parâmetros inflamatórios devido à eficácia do antagonista demonstrada na 

seção anterior, em reduzir a migração de neutrófilos e eosinófilos para o LBA 

neste tempo. O desafio com a OVA induziu aumento significativo dos leucócitos 

totais, células mononucleares, neutrófilos e eosinófilos quando comparado aos 

valores obtidos dos camundongos desafiados com PBS (Figura 27 A, B, C, D). 

Os linfócitos foram contados juntamente com os macrófagos sendo 

representados graficamente como células mononucleares (Figura 27 B).  O 

tratamento com antagonista de PAR-2 reduziu significativamente todos esses 

tipos celulares quando comparados aos animais tratados com PBS e 

desafiados com OVA.  

 A quantidade de proteína total presente do LBA dos animais também foi 

avaliada como meio indireto de avaliar a permeabilidade vascular do 

parênquima pulmonar. A OVA induziu extravasamento de proteínas 

plasmáticas para as vias aéreas como pode ser visualizado na Figura 28, 

enquanto que o antagonista de PAR-2 impediu de certa forma este fenômeno 

uma vez que reduziu de maneira significativa esse extravasamento. 
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Figura 27. Efeito induzido pelo pré-tratamento com ENMD1068 sobre o 
recrutamento de leucócitos para o LBA 48 h após o desafio intranasal 
com OVA. Os animais foram imunizados por via i.p. com Al(OH)3 + OVA (0,5 

mg/mL, OVA) no dia 1 e então desafiados nos dias dias 9, 10, 11,13,15 e 17 
com OVA (10 µg/animal, via i.n.) ou PBS (20 µL, i.n.) em animais pré-tratados 
com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) ou PBS 1 h antes do desafio. O número de 
leucócitos presentes no LBA dos animais foi avaliado 48 h após o último 
desafio com OVA. (A) Leucócitos totais, (B) Células mononucleares, (C) 
Neutrófilos, (D) Eosinófilos. As barras representam média ± e.p.m. de 6 a 8 

animais por grupo. * p<0,001 em relação ao grupo controle tratado com PBS; 
#p<0,05 em relação ao grupo controle desafiado com OVA.  
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Figura 28. Determinação de proteínas totais no LBA pelo método de 
Bradford. Os camundongos imunizados receberam os seguintes tratamentos 

grupo controle: PBS i.p. (100 µL) + PBS i.n. (20 µl); grupo alérgico: PBS i.p. 
(100 µL) + OVA i.n. (10 µg); grupo tratado: ENMD1068 i.p. (100 µL) + OVA i.n. 
(10 µg), e LBA coletado 48 h após o último estímulo intranasal. As barras 
representam média ± e.p.m. de 5 a 6 animais por grupo. * p<0,01 em relação 
ao grupo controle tratado com PBS; # p<0,05 em relação ao grupo controle 
desafiado com OVA. 
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A medida da atividade das enzimas peroxidase eosinofílica (EPO) e 

mieloperoxidase (MPO) foi utilizada como indicativo da presença de eosinófilos 

e neutrófilos, respectivamente, no tecido do pulmão. Foi observado aumento 

destas enzimas nos pulmões dos animais desafiados com OVA (Figura 29), 

enquanto as amostras obtidas dos animais pré-tratados com o antagonista de 

PAR-2 tiveram reduções significativas de ambas as enzimas.  
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Figura 29.  Análise da atividade da peroxidase eosinofílica (EPO) e 
mieloperoxidase (MPO) em tecido pulmonar de camundongos pré-
tratados com PBS ou ENMD1068 e desafiados com OVA. Os animais foram 

imunizados por via i.p. com Al (OH)3 + OVA (0,5 mg/mL, OVA) no dia 1 e então 
desafiados nos dias dias 9, 10, 11,13,15 e 17 com OVA (10 µg/animal, via i.n.) 
ou PBS (20 µL, i.n.) em animais pré-tratados com ENMD1068 (0,5 mg/Kg) ou 
PBS 1 h antes do desafio. Os pulmões foram removidos para as análises de 
EPO e MPO, 48 h após o último desafio intranasal com OVA. As barras 
representam média ± e.p.m. de 6 a 7 animais por grupo. * p<0,001 em relação 
ao grupo controle tratado com PBS; #p<0,01 em relação ao grupo controle 
desafiado com OVA. 
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5.2.3 Avaliação da participação do PAR-2 sobre os parâmetros da 

mecânica respiratória na inflamação pulmonar alérgica 48 horas após o 

desafio com antígeno  

 

 A Figura 30 representa os testes realizados em camundongos vivos, 

anestesiados e traqueostomizados, para avaliação dos parâmetros da função 

pulmonar no modelo de alergia respiratória induzida por seis exposições com 

OVA i.n.  

A presença do antígeno nas vias aéreas como demonstrada em dados 

anteriores, promove aumento do infiltrado leucocitário para o LBA, aumento da 

atividade das enzimas MPO e EPO teciduais e aumento da permeabilidade 

vascular. De uma forma geral, neste experimento, a OVA ocasionou aumento 

significativo da resistência ao fluxo de ar nos camundongos alérgicos que é um 

fator agravante da doença pulmonar. 

 O desafio com OVA causou redução do volume pulmonar total assim 

como diminuia capacidade de extensão do pulmão dos camundongos, ou seja, 

os pulmões destes animais se expandem com maior dificuldade que dos 

animais desafiados apenas com PBS. Estes dados podem ser avaliados pelos 

parâmetros TLC (Capacidade total pulmonar) e Cdyn (Complacência dinâmica), 

respectivamente (Figura 30). O antígeno também gerou um aumento de 

resistência ao fluxo de ar basal, que foi agravado na presença de metacolina 

(1mg/kg), um agonista de receptor muscarínico (RI e RI Metacolina, Figura 

30), assim como aumentou a resistência ao fluxo de ar nas vias aéreas. 

O tratamento com o antagonista de PAR-2, ENMD1068, em parte 

modula a função pulmonar nestes parâmetros analisados visto que impediu a 

redução da TLC e da Cdyn induzida pela exposição à OVA. Assim como, 

diminuiu a contração dos músculos lisos das vias aéreas em resposta à 

provocação com metacolina (1mg/kg), o que refletiu numa redução da 

resistência ao fluxo de ar representado na curva fluxo-volume (Figura 30).   
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Figura 30. Parâmetros da mecânica respiratória obtidos do modelo de 
seis exposições ao antígeno. 48 h após o último desafio com OVA os 

camundongos do grupo controle (PBS), pré-tratados com antagonista de PAR-
2 ENMD1068 (0,5 mg/kg) ou PBS, foram anestesiados e traqueostomizados, e 
então colocados em um plestimógrafo conectado a um ventilador controlado 
por computador (Forced Pulmonary Maneuver System®, Buxco Research 
Systems©, Wilmington, North Carolina USA). TLC: Capacidade total pulmonar, 
Cdyn: Complacência dinâmica, RI: Resistência ao fluxo de ar, RI metacolina: 
Teste de broncoprovocação utilizando a metacolina (1mg/Kg) e Curva Fluxo-
volume. As barras e símbolos representam média ± e.p.m. de 6 a 8 animais 

por grupo. * p<0,05 em relação ao grupo controle tratado com PBS; #p<0,05 em 
relação ao grupo controle desafiado com OVA.  
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5.2.4 Análise histopatológica de pulmões obtidos de camundongos 

submetidos ao modelo experimental de alergia respiratória induzida por 

seis exposições à ovalbumina 

 

5.2.4.1 Infiltração leucocitária no tecido pulmonar 

 

Em experimentos conduzidos 48 h após o último desafio i.n. com OVA 

ou PBS, o tecido pulmonar dos camundongos imunizados foi analisado. A 

Figura 31 mostra imagens representativas do pulmão, corado com 

hematoxilina e eosina, dos diferentes grupos estudados. Após análise 

histopatológica, observados que os animais controle apresentam apenas 

células residentes em região perivascular (Figura 31 A). O desafio com OVA 

levou inflamação perivascular e peribronquiolar, como evidenciado pelas setas 

(Figura 31 B).  Nos animais tratados com antagonista de PAR-2 ENMD1068, 

foi observado um menor infiltrado celular nos pulmões em região perivascular 

como destacado pelas setas (Figura 31 C). Ao analisar os parâmetros 

descritos na Tabela 3, foi montado um escore inflamatório (Figura 32) e não 

houve redução significativa entre os grupos alérgicos e tratados com 

antagonista de PAR-2. 
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Figura 31. Análise das alterações histológicas após o pré-tratamento com 
antagonista de PAR-2, 48 h após o desafio com OVA em camundongos 
sensibilizados. Cortes histológicos pulmonares: PBS (A), OVA (B), tratados 

com ENMD1068+OVA (C). OVA aumentou a infiltração perialveolar, inflamação 
vascular e do parênquima em camundongos BALB/c. As pontas de seta pretas 
mostram infiltração de células inflamatórias em torno dos bronquíolos e vasos. 
n = 6-8 camundongos / grupo. Microscopia de pulmão, imagens em lente 
objetiva de aumento de 20x. 
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Tabela 3. Sistema de pontuação adotada para a análise histopatológica 

dos pulmões de camundongos Balb/c 

Escore Descrição 

Escore 1 
 

Inflamação das vias aéreas 
 

Total=4 
 

0 = Ausência de células inflamatórias em torno das vias 
aéreas - Ausente 
1 = Pequeno número de células nas vias aéreas - Suave 
2 = Algumas células nas vias respiratórias, inflamação 
significativa - Moderada 
3 = A maior parte das vias aéreas tem inflamação - Marcado 
4 = Vias aéreas está significativamente inflamada - Grave 

Escore 2 
 

Inflamação vascular  
 

Total=4 
 

0 = Ausência de células inflamatórias em torno de vasos - 
Ausente 
1 = Alguns vasos têm um pequeno número de células - Suave 
2 = Alguns vasos têm inflamação significativa - Moderado 
3 = A maioria dos vasos tem alguma inflamação - Marcada 
4 = A maioria dos vasos está significativamente inflamado – 
Grave 

Escore 3 
 

Inflamação parenquimal (com 
ampliação de 10X)  
 

Total=5 
 

0 = <1% afetado 
1 = 1-9% afetado 
2 = 10-29% afetado 
3 = 30-49% afetado 
4 = 50-69% afetado 
5 = >70% afetado 

Escore 4 
 

Infiltração eosinofílica 
 

Total=4 
 

0 = Ausência de eosinófilos em torno das vias aéreas -  
Ausente 
1 = Pequeno número de eosinófilos nas vias aéreas - Suave 
2 = Alguns eosinófilos nas vias respiratórias, inflamação 
significativa - Moderada 
3 = A maior parte das vias aéreas tem inflamação - Marcado 
4 = Vias aéreas está significativamente inflamada - Grave 

Escore 5 
 

Infiltração neutrofílica 
 

Total=4 
 

0 = Ausência neutrófilos em torno das vias aéreas -  Ausente 
1 = Pequeno número de neutrófilos nas vias aéreas - Suave 
2 = Alguns neutrófilos nas vias respiratórias, inflamação 
significativa - Moderada 
3 = A maior parte das vias aéreas tem inflamação - Marcado 
4 = Vias aéreas está significativamente inflamada - Grave 

Total Escore = Escore 1 + Escore 2 + Escore 3+ Escore 4 + Escore 5 /21 

 (adaptado de Hovart et al., 2007; Garcia et al., 2010) 
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Figura 32. Análise do escore inflamatório após o pré-tratamento com 
antagonista de PAR-2 em camundongos sensibilizados e desafiados com 
OVA. O escore histopatológico (máximo de 21) avaliou as vias aéreas, 

inflamação vascular, parenquimatosa, infiltração eosinofílica e neutrofílica, de 
pulmões de camundongos imunizados tratados com PBS, OVA (10 µg i.n.) ou 
ENMD1068 (0,5 mg/Kg i.p.) +OVA (10 µg i.n.), avaliados 48 h após o último 
desafio com o alérgeno. n = 6-8 camundongos / grupo * p <0,05 (teste de 
Kruskal-Wallis, teste de comparação múltipla de Dunn).  
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5.2.4.2 Deposição de muco no tecido pulmonar  

 

Pela coloração de PAS, os pulmões do grupo controle (PBS) não são 

hiper-reativos (Figura 33 A).  Já os animais que foram desafiados com 

antígeno apresentaram regiões coradas fortemente pelo PAS (cor púrpura-

mangenta) especificamente no epitélio brônquico (Figura 33 B). O grupo 

tratado com o antagonista de PAR-2 ENMD1068 apresentou menor produção 

de mucopolissacarídeo (Figura 33 C), confirmada pela avaliação quantitativa, 

pelo qual foi demonstrada significativa redução da intensidade de coloração 

PAS comparado ao grupo OVA (Figura 33 D). 
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Figura 33. Histoquímica pela coloração de PAS (ácido periódico de 
Schiff). Quantificação da área de coloração PAS em cortes inteiros de pulmão 
de camundongos tratados com PBS (A), OVA (B) e ENMD1068+OVA (C). As 

setas pretas indicam produção de muco no parênquima pulmonar e vesículas 
sendo liberadas. Avaliação morfométrica da coloração de PAS nos diferentes 
grupos (D).  n = 6-7 camundongos/grupo *p<0, 001 comparado ao PBS, 
#p<0,05 comparado ao grupo OVA (One-way ANOVA / Newman-Keuls). 
Microscopia de pulmão, imagens em lente objetiva de aumento de 20x.  
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5.2.4.3 Deposição de colágeno no tecido pulmonar  

 

Os cortes histológicos dos pulmões dos grupos experimentais também 

foram corados com Tricrômico de Gomori, técnica que possibilitou evidenciar 

áreas com presença de fibras colágenas, bem como, a avaliação qualitativa 

das regiões de fibrose (coloração azulada). As amostras obtidas do grupo 

controle (PBS) apresentaram marcação suave em região perivascular por conta 

do tecido conjuntivo fibroso ali presente (Figura 34 A). Já os pulmões obtidos 

dos animais desafiados com OVA, quando comparados ao grupo PBS, tiveram 

um aumento da coloração em regiões com presença de fibras de colágeno, 

sendo estas, em sua maioria, entremeadas no parênquima pulmonar, na região 

perivascular e peribronquial (Figura 34 B), enquanto os animais pré-tratados 

com antagonista de PAR-2, ENMD1068, apresentaram poucas regiões coradas 

pelo Tricrômico de Gomori, sendo que, estas estavam parcialmente 

entremeadas em áreas perivasculares (Figura 34 C), esta redução pode ser 

observada também na análise quantitativa (58%) (Figura 34 D). 
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Figura 34. Análise da deposição de colágeno em microscopia de pulmão 
de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. Após 48 h do 
último desafio com OVA os pulmões foram removidos, fixados, inclusos, 
corados e analisados na coloração de Tricrômico de Gomori, para evidenciar a 
deposição de colágeno e indicativo do surgimento de fibrose. Microscopia de 
pulmão, imagens em lente objetiva de aumento de 20x. Grupos: (A) 
controle/PBS; (B) OVA; (C) ENMD1068+OVA. As pontas de setas pretas 

indicam a deposição de colágeno no epitélio brônquico e no parênquima 
pulmonar. As setas pretas indicam a deposição de colágeno nas regiões 
perivascular. (D) Avaliação qualitativa da coloração de Tricrômico de Gomori 
nos diferentes grupos.  n = 8 camundongos/grupo *p<0,001 comparado ao 
PBS,  #p<0,001 comparado ao grupo OVA (One-way ANOVA / Newman-Keuls). 
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5.2.4.4 Expressão imunohistoquímica de CCL5 

 

Os camundongos imunizados e tratados com PBS tiveram marcação 

negativa para CCL5 no epitélio brônquico e parênquima pulmonar (Figura 35 

A). Enquanto que nos animais alérgicos desafiados com OVA houve marcação 

positiva (marrom) no epitélio brônquico, que também é reativo em regiões 

perivascular, peribronquiolar e está presente no citoplasma de linfócitos e 

macrófagos (Figura 35 B). O epitélio brônquico de camundongos pré-tratados 

com o antagonista de PAR-2 ENMD1068 também foram reativos para CCL5, 

como pode ser observado na Figura 35 C. 

Para comparar a intensidade da expressão de CCL5 entre os diferentes 

grupos estudados, elaboramos um escore para a avaliação de marcação no 

epitélio das vias aéreas, das células inflamatórias e no parênquima, que pode 

ser visto na Tabela 4. Desta forma, a expressão de CCL5 foi significativamente 

maior nos animais desafiados com OVA em todos os parâmetros avaliados, 

quando comparados ao grupo PBS (Figura 36). Não houve diferença 

significativa entre o grupo tratado com ENMD1068 em relação ao grupo 

desafiado com OVA (Figura 36).  
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Figura 35.  Expressão imunohistoquímica de CCL5 nos tecidos 
pulmonares de camundongos. Cortes histológicos pulmonares: Grupo 
controle: PBS (A), OVA (B), tratados com ENMD1068+OVA (C). Os animais do 
grupo controle apresentam leve marcação em algumas células residentes e 
marcação negativa em epitélio brônquico (A), enquanto os camundongos 

desafiados com OVA demonstraram maior número de células positivas para 
CCL5 (B).  Marcação positiva em tecido pulmonar de camundongos tratados 
com antagonista de PAR-2 ENMD1068 (C). As setas pretas indicam a 
deposição de colágeno no epitélio brônquico. As pontas de seta preta indicam 
expressão de CCL5 no citoplasma de células inflamatórias.  n=7 
camundongos/grupo *p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis, teste de comparação 
múltipla de Dunn). Microscopia de pulmão, imagens com lente objetiva de 
aumento de 20x, inserção em B: aumento de 60x. 
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Tabela 4. Sistema de pontuação para expressão imunohistoquímica de 

CCL5 para pulmões de camundongod Balb/c 

 

Escore Descrição 

Escore 1 
 

Epitélio das vias 
aéreas 
 

Total=4 
 

0 = Ausência de expressão no epitélio das vias aéreas - 
Ausente 
1 = Pouca expressão no epitélio das vias aéreas - 
Suave 
2 = Marcação significativa no epitélio das vias aéreas - 
Moderada 
3 = A maior parte das vias aéreas tem marcação - 
Marcado 
4 = Epitélio das vias aéreas está significativamente 

reativo - Grave 

Escore 2 
 

Células inflamatórias 
 

Total=4 
 

0 = Ausência de células inflamatórias com expressão - 
Ausente 
1 = Poucas células marcadas - Suave 
2 = Expressão significativa - Moderado 
3 = A maioria das células expressam - Marcada 
4 = Expressão muito intensa – Grave 

Escore 3 
 

Parênquima 
 

Total=5 
 

0 = <1% afetado 
1 = 1-9% afetado 
2 = 10-29% afetado 
3 = 30-49% afetado 
4 = 50-69% afetado 
5 = >70% afetado 

Total Escore = Escore 1 + Escore 2 + Escore 3 /13 
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Figura 36. Análise do escore de CCL5 após o pré-tratamento com 
antagonista de PAR-2 em camundongos sensibilizados e desafiados com 
OVA. O escore histopatológico (máximo de 13) avaliou a expressão 
imunohistoquímica de CCL5 no epitélio das vias aéreas, células inflamatórias e 
parênquima pulmonar, de pulmões de camundongos imunizados tratados com 
PBS, OVA (10 µg i.n.) ou ENMD1068 (0,5 mg/Kg i.p.) +OVA (10 µg i.n.), 
avaliados 48 h após o último desafio com o alérgeno.  
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6. DISCUSSÃO 

 

A asma é uma doença inflamatória pulmonar não transmissível, sendo 

mais comum na infância e adolescência (GINA, 2015) é caracterizada por 

obstrução do fluxo aéreo em consequência das alterações funcionais na 

capacidade de contração da musculatura lisa brônquica que ocorre em 

resposta a exposição a alérgenos, microorganismos patogênicos ou não, 

mudanças de temperatura, poluição, dentre outras (HOLGATE, 2008; GINA 

2015; HANSBRO et al., 2004; MASOLI et al., 2004).  A asma extrínseca 

alérgica é a forma mais comum da doença, sendo frequentemente associada 

com as repostas mediadas por células Th2, como eosinofilia pulmonar, 

hiperreatividade brônquica, produção de muco, produção de IgE, liberação de 

citocinas inflamatórias, e com o passar do tempo provocando mudanças 

estruturais e funcionais nomeadas de remodelamento pulmonar (HOLGATE, 

2008; HOLGATE & DAVIES, 2009; GINA 2015; HUMBERT et al., 1999). 

Apesar do avanço nos estudos relacionados à patogênese da doença, a 

taxa de mortalidade continua elevada com aproximadamente 250.000 mortes 

anuais em nível mundial além disso, estima-se que existam aproximadamente 

300 milhões de indivíduos asmáticos, com projeção para 2025 de cerca de 400 

milhões no mundo (MASOLI et al., 2004; GAN, 2014; GINA, 2015; PAWANKAR 

et al., 2008),  o que faz com que pesquisadores continuem buscando 

evidências mecanísticas de prevenção e controle, bem como modelos animais 

mais autênticos dessa doença que aflige milhões de pessoas no mundo todo. 

Neste cenário, o PAR-2 vem sendo bastante estudado, uma vez que 

está expresso em várias células das vias aéreas como epiteliais, endoteliais, 

músculo liso do tecido pulmonar, epitélio nasal, assim como em células 

mononucleares e eosinófilos presentes no LBA ou lavado pleural (EBELING et 

al., 2005; MATOS et al., 2013; MATOS et al., 2014). Recentemente, 

demonstramos um papel fundamental do PAR-2 no controle do recrutamento 

de eosinófilos em modelo de pleurisia alérgica (MATOS et al., 2013; MATOS et 

al., 2014). Neste trabalho, nosso objetivo foi estudar a importância da ativação 

do PAR-2 na produção de mediadores inflamatórios e no recrutamento de 

leucócitos no modelo experimental de asma induzido pela ovalbumina (OVA). 
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Além da OVA, diferentes alérgenos têm sido utilizados para a 

sensibilização dos animais e para o estudo das ações de PAR-2, como por 

exemplo, extratos de ácaros domésticos e extratos de determinadas espécies 

de baratas (EBELING et al., 2007; BOER et al., 2014; ARIZMENDI et al., 2011). 

Ainda que a OVA não retrate um alérgeno pulmonar relevante para os 

humanos, é um dos antígenos mais empregados nos modelos experimentais 

em função da facilidade para sua obtenção, que reflete no custo, e da 

capacidade de induzir inflamação pulmonar alérgica em camundongos (KUNG 

et al., 1994; LAYTON et al., 2001; BAYAT et al., 2009; HABRE et al., 2008; 

WARREN et al., 2017; LAFFONT, BLANQUART, GUÉRY, 2017; TANG et al., 

2017). A imunização por via intraperitoneal da OVA juntamente com o 

adjuvante hidróxido de alumínio é capaz de promover uma ativação mais 

intensa da resposta Th2, promovendo aumento significativo do número total de 

células do LBA principalmente eosinófilos, além disso, a produção de citocinas 

como IL-4, IL-5, IL-13 e anticorpo IgE (DE HEER et al., 2004; LAMBRECHT & 

HAMMAD 2015; BREWER et al., 1999).  

Nesse estudo, camundongos Balb/c fêmeas foram previamente 

sensibilizadas e desafiadas com OVA via intranasal (três exposições) 

reproduzindo um modelo de asma agudo já descrito na literatura por Kurowska-

Stolarska e colaboradores (2008) em que avaliamos parâmetros como 

recrutamento celular, produção de citocinas, permeabilidade vascular e outros. 

Também utilizamos um modelo elaborado e padronizado pelo nosso grupo de 

pesquisa, pelo qual estendemos a exposição ao antígeno para seis desafios 

intranasais e, assim, avaliamos alterações na mecânica pulmonar, 

hipersecreção brônquica, deposição de colágeno, dentre outras. O antagonista 

de PAR-2 foi avaliado em relação à sua capacidade em reduzir a inflamação 

para ambos os modelos, analisado pelo recrutamento de leucócitos para o 

LBA, produção de citocinas e quimiocinas, alteração da permeabilidade 

vascular, entre outros fatores em resposta à OVA. A discussão dos resultados 

foi dividida em dois tópicos principais levando em consideração os três ou seis 

desafios intranasais com a OVA. 
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6.1 Participação do PAR-2 no modelo experimental de asma induzido por 

três exposições à ovalbumina 

 

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que a 

inflamação alérgica que ocorre nos camundongos Balb/c em decorrência da 

imunização e desafio com OVA conduz a um aumento dos parâmetros 

inflamatórios tais como recrutamento leucocitário, níveis de citocinas e 

quimiocinas no LBA, nos pulmões e linfonodos dos camundongos bem como, 

alteração na permeabilidade vascular, produção de muco, entre outros aqui 

analisados. Dado que os receptores de PAR-2 são expressos em diferentes 

células das vias aéreas (EBELING et al., 2005; MATOS et al., 2013; MATOS et 

al., 2014), o bloqueio do receptor se torna um grande alvo para pesquisa.  

Estudos publicados nas últimas décadas têm sugerido a participação de 

PAR-2 no desenvolvimento da inflamação alérgica. Schmidlin e colaboradores 

(2002), utilizando camundongos nocautes que não expressam PAR-2 

demonstraram uma inibição de 73% da infiltração de eosinófilos após desafio 

com a OVA, assim como Boer e colaboradores (2014) que também verificaram 

inibição de 80% da migração de eosinófilos em resposta a poeira doméstica 

quando comparado aos camundongos selvagens que expressam o receptor. 

De outra forma, realizando um pré-tratamento com o inibidor de protease 

inespecífico (AEBSF) em camundongos imunizados e desafiados com OVA, foi 

observada uma redução da contagem total de leucócitos, eosinófilos e 

neutrófilos após desafio com o antígeno (SAW; KALE; ARORA, 2012) 

sugerindo a ação das serino-proteases endógenas para evolução da 

inflamação alérgica. 

Resultados prévios do nosso grupo mostraram que o pré-tratamento 

com o antagonista de PAR-2 foi capaz de reduzir o número de eosinófilos no 

lavado pleural induzido tanto pela OVA (MATOS et al., 2014) como também 

pela triptase de mastócitos, um dos ligantes endógenos do receptor (MATOS et 

al., 2013). Estes achados somados aos demais da literatura, nos permitem 

presumir que o bloqueio da ativação de PAR-2 via antagonista seletivo do 

receptor, pode ser uma ferramenta farmacológica relevante a ser estudada 
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como potencial agente antiinflamatório em doenças de natureza alérgica em 

que estes leucócitos são relevantes, a fim de se prevenir uma possível 

exacerbação da doença que ocorre quando há acumulo de eosinófilos e 

consequente lesões decorrentes da liberação de seus mediadores pró-

inflamatórios tais como proteína catiônica eosinofílica, neurotoxina derivada do 

eosinófilo, peroxidase eosinofílica, proteína básica, entre outros (HOGAN et al., 

2008; BLANCHARD & ROTHENBERG, 2009). 

No presente estudo, utilizamos um modelo experimental de asma 

induzido pela OVA para mimetizar os efeitos da presença do antígeno no 

desenvolvimento da inflamação alérgica que tem potencial para desencadear 

uma resposta mediada por PAR-2. O desafio com OVA seguido da coleta do 

LBA é uma ferramenta experimental adequada para estudar as reações 

fisiopatológicas da asma (DE HEER et al., 2004; LAMBRECHT & HAMMAD 

2015; BREWER et al., 1999). Em modelos experimentais, Kurowska-Stolarska 

e colaboradores (2008) demonstraram que a OVA induz aumento do número 

total de leucócitos, eosinófilos e macrófagos para o LBA 24 h após o último 

desafio com o antígeno, conduzindo a uma resposta Th2 com liberação de 

citocinas pró-inflamatórias tais como IL-5, IL-4, IL-13.  Nesse estudo, ao 

utilizarmos modelo semelhante ao proposto por Kurowska Stolarska e col. 

(2008) observamos que a administração i.n. de OVA induziu recrutamento de 

eosinófilos em todos os tempos avaliados dependente da imunização com o 

antígeno, e com pico a partir de 48 h após o desafio.  

A OVA induziu um intenso recrutamento de células inflamatórias, 

basicamente neutrófilos e eosinófilos, para as vias aéreas, quando comparada 

aos animais imunizados desafiados com PBS. Observa-se que 30 min após o 

último desafio com o alérgeno ocorre aumento expressivo no número de 

neutrófilos que se mantém até 12 h, sugerindo um papel importante destas 

células como iniciadoras do fenômeno inflamatório. Sequencialmente, ocorre 

aumento de eosinófilos no LBA com pico em 48 h após o antígeno.  O acúmulo 

de neutrófilos tem sido correlacionado a formas mais severas de asma crônica, 

ataques fatais de curta duração e em casos de tolerância aos glicocorticoides, 

apresentando sintomas como estreitamento e obstrução das vias aéreas e 

exacerbação da fase aguda da doença (WENZEL et al., 1997; SIMPSON et al., 
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2006 FOLEY; HAMID, 2007; FAHY, 2009; DEJAGER et al., 2015). Os danos na 

mucosa brônquica ocasionados pelos neutrófilos frequentemente estão 

associados a liberação de citocinas, proteases, metabólitos de oxigênio e 

mediadores lipídicos (CASSATELLA, 1995). 

Duas horas após o desafio com o antígeno, observou-se tanto um 

aumento expressivo de neutrófilos quanto elevações nas concentrações das 

quimiocinas inflamatórias CXCL1 (do inglês chemokine [C-X-C motif] ligand 1, 

análogo murino da CXCL8), CCL-5 e da citocina IL-6. Tal fato é justificável, 

uma vez que estas citocinas contribuem para a produção e o recrutamento das 

células de defesa para o local da inflamação. Minuciosamente, a primeira 

quimiocina relatada, CXCL8, é um dos principais agentes quimiotáticos dos 

leucócitos polimorfonucleares tais como os neutrófilos para o sitio inflamatório 

em doenças do trato respiratório (BORDON et al., 2013; LEE et al.,1995), 

sendo os macrófagos residentes as maiores fontes desta quimiocina (DE 

FILIPPO et al., 2008). Também foi demonstrado em experimentos in vitro um 

aumento expressivo da liberação de CXCL8 por células epiteliais alveolares 

(linhagem A549) após tratamento com agonista de PAR-2 SLIGKV, sugerindo 

um papel importante da ativação destes receptores na modulação desta 

quimiocina importante para o recrutamento de neutrófilos (OSTROWSKA; 

SOKOLOVA; REISER, 2007). Em 1999, Nocker e colaboradores demonstraram 

um aumento expressivo tanto do número de neutrófilos quanto nos níveis de 

CXCL8, no LBA de pacientes asmáticos, 4 h após a exposição ao antígeno 

(ácaros de poeira doméstica e/ou pólen). Em nosso modelo experimental de 

asma, duas horas após o desafio intranasal com a OVA, observou-se aumento 

de CXCL1 que permaneceu até 24 h após a exposição ao antígeno. 

 A segunda quimiocina, CCL5, é produzida e liberada por linfócitos T e 

macrófagos (WOLPE & CERAMI, 1989; DONLON et al., 1990; MIYAGISHI et 

al., 1997). Esta quimiocina é uma das principais quimioatraentes para 

eosinófilos presentes no LBA de pacientes com asma alérgica (VENGE et al., 

1996), nos nossos experimentos, apesar de ser mensurada no LBA de 

camundongos imunizados e desafiados com OVA já nos tempos iniciais após o 

útimo desafio com o alérgeno, o aumento de eosinófilos foi identificado 

somente a partir de 12 h. Por último, a citocina IL-6 que é produzida por vários 
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tipos celulares do sistema imune, como macrófagos, células endoteliais, 

fibroblastos, células T e células B, em resposta a microorganismos invasores, 

age tanto na imunidade inata quando adaptativa (BARTON, 1997), e tem sido 

relatado o aumento desta citocina no soro de pacientes asmáticos 

(YOKOYAMA et al., 1995). A IL-6 juntamente com o fator estimulador de 

colônias de granulócitos G-CSF (do inglês granulocyte colony stimulating 

factor) estimulam a produção de neutrófilos na medula particularmente após a 

exposição a patógenos, denominada como granulopoiese de emergência (YAN 

et al., 2013; PODJDA et al.,  1992; ROMANI et al., 1996; WALKER et al., 

2008), e em conjunto com as demais citocinas avaliadas contribuem para o 

aumento do número de neutrófilos no LBA dos camundongos após a exposição 

ao alérgeno.  

 Em 2002, Schmidlin e colaboradores forneceram a primeira evidência de 

que o PAR-2 desempenha um papel importante na mediação da infiltração de 

leucócitos nas fases agudas da inflamação alérgica das vias aéreas em modelo 

de asma experimental, também demonstraram que a supressão de PAR-2 

diminuiu acentuadamente a infiltração de eosinófilos (73% de redução), 

enquanto que a superexpressão exacerbou esta resposta (88% de aumento) 

24 h após o desafio com OVA. Em 2012, Matsuwaki e colaboradores 

demonstraram que tanto o tratamento com peptídeo ativador de PAR-2, 

SLIGKV, quanto com proteases de extrato dos fungos Alternaria, induziram a 

produção e liberação de GM-CSF, IL-6 e CXCL8 por células epiteliais das vias 

aéreas de humanos, acompanhada por um aumento de cálcio intracelular, não 

havendo liberação das quimiocinas CCL5 e eotaxina, enquanto o tratamento 

com antagonista de PAR-2 reduziu a liberação de IL-6 pelas células epiteliais 

induzida pelo extrato fúngico (MATSUWAKI et al., 2012). Recentemente, a 

expressão de PAR-1, 2, 3 e 4 foi demonstrada em fibroblastos removidos de 

pacientes com rinossinusite crônica com pólipo nasal, e o tratamento destas 

células com agonistas de PAR-1 e PAR-2 (Trombina e fatores de coagulação 

Xa) estimulou a secreção de TGF beta, fibronectina, eotaxina-1, IL-6 e CXCL8 

(SHIMIZU et al., 2017).  

A fim de avaliar a participação do PAR-2 no modelo experimental de 

asma induzido por três exposições à ovalbumina, os camundongos imunizados 

http://www.bloodjournal.org/content/111/8/3978.long?sso-checked=true#ref-11
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foram pré-tratados por via i.p. com o antagonista seletivo de PAR-2, 

ENMD1068 1 h antes da administração i.n. de OVA. A ativação deste receptor 

se faz necessária para que haja aumento do recrutamento leucocitário, uma 

vez que o bloqueio de sua atividade reduziu consideravelmente a migração de 

neutrófilos e eosinófilos inclusive durante os picos de migração, no qual o 

antagonista de PAR-2 inibiu o recrutamento de neutrófilos em 53% (tempo de 4 

h) e de eosinófilos em 85% (tempo de 48 h). De acordo com os nossos 

resultados podemos sugerir que o antagonista de PAR-2 modula o 

recrutamento dos leucócitos em parte pela modificação do perfil de citocinas 

que ocorre no início do estabelecimento da inflamação, dado que ele reduz 

significativamente os níveis das citocinas pro-inflamatórias CXCL1, IL-6 e CCL5 

em 74%, 89% e 67% respectivamente 2 h após o último desafio i.n. com a 

OVA, dificultando a sinalização e chegada de leucócitos neste local.  

Também foi observada a redução da AREG (anfiregulina) que é um fator 

de crescimento epidermal (SHOYAB et al., 1989; MAHTOUK et al., 2005), nos 

camundongos pré-tratados com ENMD1068 quando comparados aos animais 

tratados somente com PBS. AREG pode ser produzida e liberada por 

eosinófilos (MATSUMOTO et al., 2009), mastócitos (WANG et al., 2005; 

OKUMURA et al., 2005) e basófilos (QI et al., 2010) em resposta a diferentes 

estímulos inflamatórios, existindo uma correlação entre AREG e o 

remodelamento pulmonar em doenças de origem alérgica, por ela conduzir 

ações como proliferação de fibroblastos primários pulmonares humanos 

contribuindo para fibrose (WANG et al., 2005), como também aumentar a 

expressão do gene da mucina por células primárias epiteliais das vias aéreas 

em pacientes com asma brônquica contribuindo para produção de muco nos 

pulmões (OKUMURA et al., 2005). 

De modo interessante, foi verificado aumento em 155% nos níveis de IL-

10, um fator inibidor de citocinas pró-inflamatórias, no LBA de camundongos 

tratados com ENMD1068 quando avaliado 4 h após o desafio com a OVA, que 

coincidiu com a redução no número de neutrófilos. Zuany-Amorim e 

colaboradores (1995) demonstraram que o tratamento com IL-10 via i.n. em 

modelo de asma reduziu a infiltração de eosinófilos e neutrófilos para o LBA de 

camundongos induzida pela OVA, como também reduziu os níveis de TNF-α 
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quando analisados 1 e 3 h após o desafio com o antígeno. Nesse sentido, 

sugerimos a participação desta citocina na regulação da infiltração leucocitária 

para o LBA dos camundongos. 

Acreditamos que esse mecanismo regulatório observado após o 

tratamento com o antagonista ocorra pelo fato de que neste modelo 

experimental, o estabelecimento de um microambiente inflamatório do tipo 

alérgico que envolve a presença de linfócitos B, produção de anticorpos IgE, 

ativação de mastócitos com conseqüente liberação de triptase, que é um 

agonista endógeno de PAR-2, e recrutamento de neutrófilos, que  também 

liberam proteases endógenas: elastase neutrofílica (agonista de PAR-2), esteja 

sendo prejudicado pelo o bloqueio de PAR-2 nas inúmeras células presentes 

nas vias aéreas tais como epiteliais, endoteliais, macrófagos alveolares, 

mastócitos e eosinófilos, impossibilitando a ativação destas células, liberação 

de citocinas pró-inflamatórias e  recrutamento leucocitário que são 

fundamentais para a manutenção do processo inflamatório. 

Associado com o aumento de neutrófilos e dos níveis das citocinas pró-

inflamatórias, a presença do antígeno nas vias aéreas dos camundongos 

também induziu aumento da expressão proteica de PAR-2 nos leucócitos 

obtidos do LBA 2 e 4 h após o desafio com OVA, em relação ao grupo controle 

(PBS). O ENMD1068 inibiu em 30% o aumento induzido 2 h após o desafio 

com o antígeno, sugerindo que o controle da inflamação também está 

relacionado com um menor número de receptores de PAR-2 nos leucócitos do 

LBA. Já no tempo de 4 h, não obtivemos esta mesma resposta, sugerindo que 

o controle do processo inflamatório pode estar correlacionado há outros fatores 

como, por exemplo, o aumento da citocina IL-10.  

Em estudos anteriores, demonstramos que a OVA também proporciona 

aumento da expressão de PAR-2 nos leucócitos obtidos do lavado pleural de 

camundongos 24 e 48 h após o desafio com antígeno (MATOS et al., 2014), 

entretanto é a primeira vez que é demonstrada a redução desta expressão em 

leucócitos obtidos do LBA de camundongos quando há bloqueio do receptor 

pelo antagonista de PAR-2, ENMD1068, em resposta ao antígeno neste 

modelo experimental de asma. Considerando a peculiaridade de ativação dos 
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PAR em que não é necessário a ocupação do receptor pelo ligante endógeno 

para mantê-lo ativo (ISHII et al., 1993), este fenômeno de redução protéica 

observada em nossos experimentos é de grande relevância, já que a 

magnitude dos eventos mediados por proteases endógenas é extremamente 

influenciada pela concentração do receptor, ou seja  uma única protease como 

por exemplo a  triptase de mastócitos, pode ativar múltiplos receptores na 

superfície das células.  

Sabe-se que a inflamação proveniente da presença de antígeno nas vias 

aéreas é capaz de induzir extravasamento microvascular promovendo 

exsudação plasmática (EVANS et al., 1988; MISAWA & CHIBA, 1993). Uma 

forma simples de demonstrar  o extravasamento microvascular é através da 

administração intravenosa do corante azul de Evans que se liga a albumina, e 

então acompanhar sua distribuição plasmática e difusão para os tecidos, que 

ocorrerá apenas sob condições patológicas, pois, em situações normais o 

endotélio é permeável somente a pequenas moléculas como água e eletrólitos.  

Em 1992, Obata e colaboradores demonstraram o aumento dos níveis 

do azul de Evans em cobaias desafiadas com OVA, decorrente da ação 

agressora do antígeno nos vasos, na traquéia, brônquios principais e via aérea 

intrapulmonar, e que o bloqueio dos receptores de leucotrienos pelo 

antagonista ONO-1078, promovia diminuição da permebeabilidade vascular 

nos tecidos analisados, exceto traqueia. Em nossos experimentos, 

demonstramos que os animais com endotélio intacto, tratados apenas com 

PBS, não há extravasamento do corante azul de Evans para os tecidos 

vascularizados como também confirmamos o aumento da permeabilidade 

vascular ocasionada pelo alérgeno promovendo distribuição plasmática e 

difusão do corante para os pulmões e traqueia de camundongos.  

O bloqueio dos receptores de PAR-2, 2h após o desafio antigênico, 

proporcionou uma redução significativa da coloração azul nos tecidos 

pulmonares (53%) de animais desafiados com OVA quando comparados ao 

grupo alérgico que foi tratado apenas com PBS. Dado que o tratamento é 

sistêmico, é provável que exista diminuição da ativação do receptor no epitélio 

pulmonar promovendo diminuição dos mediadores da inflamação tais como 
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liberação de citocinas pró-inflamatórias e conseqüente recrutamento de células 

imunes, que em menor quantidade irão reduzir a modificação da integridade da 

barreira entre os tecidos e sangue representados pela parede dos capilares e 

vênulas, resultando em menor permeabilidade ao corante. Não houve diferença 

estatística entre as traqueias dos grupos pré-tratados ou não com antagonista, 

quando o extravasamento do corante foi avaliado 2 h após o desafio, sugerindo  

menor participação da ativação de PAR-2 no tecido conjuntivo.  

Em nosso modelo de asma agudo, a presença do antígeno nas vias 

aéreas desencadeou fenômenos como aumento da permeabilidade vascular e 

produção de citocinas e quimiocinas que, em conjunto, contribuem para o 

estabelecimento do processo inflamatório. Logo nas primeiras horas após o 

desafio com a OVA, o recrutamento inicial de leucócitos é caracterizado por 

uma infiltração de neutrófilos, e 12 h após esta exposição ocorre aumento de 

eosinófilos e macrófagos no LBA dos camundongos. Em nosso estudo, 

demonstramos que o receptor de PAR-2 está expresso na membrana e no 

citoplasma de macrófagos alveolares dos camundongos desafiados com OVA, 

sugerindo os macrófagos como fortes candidatos para o entendimento das 

ações mediadas pela ativação de PAR-2.  

O tratamento com antagonista de PAR-2, ENMD1068, reduziu 

expressivamente os índices de células mononucleares (45%) e de eosinófilos 

(84%) no LBA de camundongos quando analisados 48 h após o desafio com 

OVA, este controle é primordial para redução de possíveis danos ao tecido 

inflamado oriundo da liberação de mediadores inflamatórios. A redução de 

eosinófilos também foi observada no LBA de camundongos nocautes para 

PAR-2 expostos a ácaros de poeira doméstica quando comparados a 

camundongos selvagens (ASADUZZAMAN et al., 2013; BOER et al., 2014), 

bem como em camundongos pré-tratados com anticorpo monoclonal anti-PAR-

2 via intranasal (ASADUZZAMAN et al., 2013). Nos casos em que os animais 

receberam antígeno associado ao agonista SLIGRL-NH2, houve um aumento 

de 41% do recrutamento de eosinófilos quando comparado ao grupo OVA 

atestando os achados de Ebeling e col. (2005) que demonstraram que a 

administração conjunta de peptídeo ativador de PAR-2 e OVA foi capaz de 

aumentar significativamente o número de leucócitos totais e as concentrações 
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de IL-13 e TNF-α no LBA de camundongos quando comparada a administração 

apenas do peptídeo controle.  

A ativação de PAR-2 através do agonista SLIGRL-NH2 promoveu 

recrutamento de neutrófilos para o LBA dos camundongos 48 h após a 

exposição ao antígeno, sugerindo uma função importante da ativação deste 

receptor na manutenção e progressão do processo inflamatório, direcionando 

células agudas para o local. De acordo com a literatura, em modelos de 

inflamação pulmonar alérgica, ocorre aumento de neutrófilos logo nas primeiras 

horas (6-24 h) e de eosinófilos nas horas tardias (24-96 h) com conseqüente 

aumento na produção de TNF-α (ZUANY-AMORIM et al., 1995) aumento de IL-

4 a partir de 18 h e de IL-5 42 h após o desafio com a OVA (LOMMATZSCH et 

al., 2006) como também, aumento de CXCL8, 4 h após contato com alérgenos 

de poeira ou pólen no LBA de pacientes asmáticos (NOCKER et al., 1999), tais 

relatos reforçam a idéia de que a ativação do PAR-2 pelo peptídeo em modelo 

de asma contribui para chegada dos neutrófilos nas horas tardias e para a 

progressão da doença 

 Em nossos experimentos, a presença do antígeno foi capaz de aumentar 

os níveis da quimiocina CXCL1 e das citocinas pró-inflamatórias TNF e IL1-β 

podendo ser correlacionado ao aumento da população de monócitos e 

macrógrafos, que são fontes consideráveis destas citocinas (DE FILIPPO et al., 

2008; revisado por ARANGO DUQUE & DESCOTEAUX, 2014). O TNF em 

conjunto com IL1-β, atua aumentando a adesão de leucócitos 

polimorfonucleares e mononucleares no endotélio vascular como também, 

induz a síntese de fatores quimiotáticos como CXCL8 que recruta neutrófilos 

em resposta a estímulo inflamatório (ISSEKUTZ; LOPES; ISSEKUTZ, 1992; 

LEE et al.,1995). A OVA também conduziu a uma resposta Th2 que foi 

confirmada pelo aumento de IL-13  (citocina pró-inflamatória secretada pelos 

linfócitos Th2) e promove o crescimento de células B e regulação de IgE 

(MINTY et al., 1993; BELLANTI et al., 1998). 

 A ativação de PAR-2 através do tratamento por via intranasal com o 

peptídeo ativador de PAR-2, SLIGRL-NH2, nos camundongos imunizados 

contribuiu positivamente para o desencadeamento do processo inflamatório, 
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enquanto que o bloqueio da ação de agonistas endógenos pelo antagonista 

ENMD1068 promoveu efeito anti-inflamatório na asma experimental. Esta 

afirmação pode ser justificada pelo aumento das citocinas IL-4 e IL-13 nos 

linfonodos e da quimiocina CCL22 no LBA de camundongos ocorrido após 

administração conjunta de OVA+SLIGRL-NH2, que em conjunto direcionam 

ações como produção de IgE, diferenciação e migração de linfócitos Th2 na 

inflamação alérgica (HASHIMOTO et al., 2006). Estudos demonstram que a 

ativação de PAR-2 pela elastase neutrofílica medeia a produção de IL-13 

dependente da ativação de Ca++/ERK2 em macrófagos (YAMAGUCHI et al., 

2015), como também a instilação i.n. de SLIGRL-NH2 promoveram aumento 

nos índices de TNF-α, IL-5 e IL-13 em camundongos desafiados com OVA 

(EBELING et al., 2005; EBELING et al., 2007).  

Já o bloqueio da ativação de PAR-2, com anticorpo monoclonal anti-

PAR-2, antes da sensibilização de camundongos via i.n. com ácaros de poeira 

doméstica reduziu os níveis de IL-4, IL-5 e IL-13 nos pulmões dos 

camundongos 24 h após a exposição com o antígeno (DAVIDSON et al., 2013). 

Nos nossos experimentos, o tratamento com antagonista de PAR-2 ENMD1068 

reduziu os níveis de IL-1β em 55% no LBA de camundongos quando analisado 

48 h após o desafio com OVA, esta redução não foi observada para as demais 

citocinas analisadas. A IL-1β é uma citocina pró-inflamatória secretada 

principalmente por macrófagos alveolares após o contato com antígeno, sendo 

fundamental para a proliferação de linfócitos Th2 (LICHTMAN et al., 1988), 

como também é necessária para ativação destes linfócitos durante a 

hiperresponsividade das vias aéreas induzida pela OVA em camundongos 

(NAKAE et al., 2003). Dado que o ENMD1068 foi capaz de reduzir o número de 

células mononucleares incluindo monócitos e macrófagos no LBA, é possível 

que a redução dos níveis de IL1-β seja por este motivo, ou seja, diminuindo a 

população da principal fonte desta citocina e, consequentemente, os 

mediadores inflamatórios liberados pelos macrófagos alveolares.  

Os macrófagos são derivados dos monócitos que após serem 

eliminados na corrente sanguínea, atravessam a parede dos vasos sanguíneos 

diferenciando-se em macrófagos nos diferentes tecidos (KENNEDY & 

 ABKOWITZ, 1998). Dependendo do local de ativação  que residem, os 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kennedy%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9843995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abkowitz%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9843995
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macrófagos adquirem diferentes fenótipos como M1 (ativados pela via clássica) 

e M2 (ativados pela via alternativa), assim chamados em analogia ao padrão 

de citocinas Th1 e Th2 secretadas por linfócitos que irão direcionar a 

diferenciação dos macrófagos (CASSETA; CASSOL; POLI, 2011; 

PECHKOVSKY et al., 2010). De modo geral, os macrófagos M1 apresentam 

atividade bactericida, produzem altos níveis de citocinas pró-inflamatórias e 

espécies reativas de oxigênio (BENOIT; DESNUES; MEGE, 2008), enquanto 

os M2 desempenham funções imuno-reguladoras, como depuração do 

parasita, atividade fagocítica aumentada e estão envolvidos na angiogênese e 

cicatrização de feridas (MARTINEZ et al., 2008).   

Os macrófagos M2 têm pelo menos três subconjuntos: M2a, induzido por 

IL-4 ou IL-13; M2b, induzido por complexos imunes e agonistas de receptores 

do tipo Toll (TLRs); e M2c, induzido pela citocina L-10 e glicocorticoides 

(MANTOVANI et al., 2004; JIANG; ZHU, 2016). A ativação dos macrófagos do 

tipo M2 acontece principalmente na resposta de perfil Th2 que ocorre em 

respostas alérgicas, onde estes macrófagos juntamente com linfócitos Th2, 

mastócitos, eosinófilos, basófilos e células dendríticas irão desempenhar um 

papel importante na manutenção e magnitude da resposta. Apesar dessa 

subdivisão de M2 em a, b e c, em nossos experimentos utilizamos apenas 

marcadores para identificarmos a presença de macrófagos M2 (F4/80+MR+) no 

tecido pulmonar e no LBA dos camundongos desafiados com OVA ou PBS. 

A presença do antígeno nas vias aéreas dos camundongos previamente 

imunizados induziu aumento da população dos macrófagos pulmonares para o 

fenótipo M2, enquanto o pré-tratamento com antagonista ENMD1068 antes do 

desafio com o antígeno reduziu em 37% a população de macrófagos M2 

(F4/80+MR+) e aumentou (101%) a população de macrófagos (F4/80+MR-) que 

supostamente podem ser o subtipo M1, necessitando futuras investigações. O 

bloqueio de PAR-2 foi capaz de interferir na polarização dos macrófagos 

pulmonares o que indica um caminho para uma resposta efetora no controle da 

inflamação através da modulação da resposta imunológica que envolve a 

diminuição de macrófagos M2. Em relação aos macrófagos alveolares, não 

houve variações fenotípicas nos diferentes grupos analisados, talvez seja 

necessário a inclusão de outros marcadores para ser verificada a influência na 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27350756
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27350756
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polarização, ou apenas pelo fato destes macrófagos serem diferentes 

morfologicamente por estarem continuamente expostos a partículas do meio 

externo. 

 Estudos reportados da literatura mostram que o acúmulo de M2 evolui 

juntamente com a cronicidade da doença e está relacionado com o 

remodelamento pulmonar e danos teciduais (VLAHOS; BOZINOVSKI, 2014), 

sendo que M2a tem sido correlacionado a desencadear um papel pró-

inflamatório com liberação de IL-4 e IL-13 (JIANG; ZHU, 2016). Ao passo que a 

polarização aumentada dos macrófagos M1 tem demonstrado caráter 

antialérgico, uma vez que pacientes com asma menos severa possuem uma 

maior população de células M1 quando comparados aqueles com asma grave 

(DRAIJER et al., 2013). Neste contexto, a modulação da polarização de 

macrófagos via bloqueio de PAR-2 representa um potencial terapêutico 

relevante. 

Como conclusão parcial, no modelo experimental de asma induzido por 

três exposições à ovalbumina, a ativação do PAR-2 em diferentes células das 

vias aéreas desencadeia ações pró-inflamatórias distintas que, em conjunto, 

promovem a progressão do quadro inflamatório, promovendo acúmulo de 

leucócitos, produção de citocinas pró-inflamatórias, aumento da permeabilidade 

vascular e da expressão proteica do receptor. 

 

6.2 Participação do PAR-2 no modelo experimental de asma induzido por 

seis exposições à ovalbumina 

 

Este modelo experimental teve como propósito a criação de uma 

resposta alérgica adequada em um menor espaço de tempo quando 

comparado aos modelos crônicos encontrados na literatura, em que fosse 

possível avaliar fenômenos como infiltração eosinofilica em maior intensidade 

nas vias aéreas, hipersecreção de muco e possível alteração nos parâmetros 

da mecânica respiratória. Nesse sentido, desenvolvemos um modelo 

experimental de asma agudo induzido pela OVA com maior número de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vlahos%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25309536
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bozinovski%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25309536
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desafios intranasais em camundongos previamente sensibilizados para o 

antígeno. A imunização, assim como do protocolo anterior, também foi 

administrada por via intraperitoneal sendo acrescida de adjuvante.  

 Nossos resultados demonstraram que maior exposição ao antígeno 

acarretou maior infiltrado eosinofílico quando comparado ao modelo anterior, 

sendo possível avaliar a importância da ativação de PAR-2 nos parâmetros 

teciduais e mecânica respiratória quando há intensificação da resposta 

inflamatória alérgica, cumprindo com o objetivo inicial proposto. Neste modelo, 

4 h após o último desafio com OVA, os eosinófilos já se encontravam 

aumentados em 26% no LBA quando comparados ao grupo tratado com PBS, 

com pico de migração em 48 h. A ativação dos receptores de PAR-2 é 

essencial para este fenômeno, uma vez que o bloqueio desta ação via 

antagonista reduziu o número de eosinófilos para o LBA dos camundongos 

imunizados em 50%, 58%, 94% quando avaliados respectivamente 4 h, 24 h e 

48 h após o desafio com a OVA. Em relação aos neutrófilos, a OVA induziu 

aumento na migração para o LBA 4, 24 e 48 h após o desafio. Entretanto, o 

ENMD1068 reduziu este efeito unicamente no tempo de 48 h, em 73%, sendo 

possível que a maior intensidade do antígeno nas vias aéreas, nescessite de 

uma maior dose do antagonista ENMD1068 para reduzir o número de 

neutrófilos dos tempos de 4 e 24 h, ou o acúmulo de neutrófilos nos tempos 

iniciais seja mais dependente de outros mediadores inflamatórios como, por 

exemplo, cistenil leucotrienos (CysLts). 

 A presença de neutrófilos no LBA de camundongos 48 h após o último 

desafio com a OVA, evidenciada neste modelo experimental, é considerada 

tardia. É provável que o número acentuado de eosinófilos já nas primeiras 

horas e conseqüente liberação de seus mediadores inflamatórios esteja 

contribuindo para a continuação do processo inflamatório e chegada de mais 

neutrófilos, sendo estes indicativos de cronicidade da doença. 

Simultaneamente, foi observado aumento considerável de linfócitos no grupo 

alérgico, sendo possível que sejam do tipo Th2. Destaca-se que no tempo 

correspondente ao pico de migração de eosinófilos também foi observado 

aumento dos leucócitos totais, células mononucleares e neutrófilos dependente 

da ativação de PAR-2. 
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 Pressupõe-se que o antagonista conduza a redução do processo 

inflamatório, em parte, por reduzir a permeabilidade vascular que está 

aumentada nos processos inflamatórios alérgicos, dificultando, assim, a 

chegada dos leucócitos para as vias aéreas já que promoveu uma redução de 

32% dos níveis de proteínas plasmáticas no LBA quando comparado ao grupo 

OVA. Possivelmente, ocorre bloqueio de PAR-2 nas células endoteliais, 

dificultando a diapedese das células inflamatórias bem como o extravasamento 

plasmático. 

Estudos mostram que a ativação de PAR-2 desempenha um papel 

importante na indução da resposta inflamatória. A ativação de PAR-2 promove 

aumento na expressão de p-selectina nas células endoteliais (ZIMMERMAN et 

al., 1994; COLLINS et al., 1993; LANGER et al., 1999), sabe-se que estas 

células expressam PAR-2  e quando ativadas há aumento intracelular de cálcio 

livre e ativação da fosfolipase C (MOLINO et al., 1997b, VERGNOLLE, 1999). 

Camundongos nocautes para PAR-2 apresentaram menor rolamento e adesão 

de leucócitos quando comparados aos camundongos selvagens, enquanto o 

tratamento com peptídeo ativador em animais selvagens promoveu maior 

rolamento de leucócitos com diminuição média da velocidade e aumento da 

aderência de leucócitos nas células endoteliais quando comparados ao grupo 

tratado com peptídeo controle (LINDNER et al., 2000).  Embora em nossos 

experimentos não tenham sido avaliados fatores intracelulares de ativação do 

receptor em células endoteliais, nossos resultados são claros em demonstrar 

que o bloqueio da ativação de PAR-2 por via sistêmica provocou tanto a 

redução da infiltração leucocitária para o LBA de camundongos quanto do 

extravasamento plasmático, sinalizando em certo ponto para uma ação de 

proteases endógenas sob o receptor expresso endotélio dificultando adesão, 

rolamento e diapedese. 

 Em nosso estudo, sugerimos que a ativação de PAR-2 nas células 

endoteliais seja mediada endogenamente pela triptase liberada após a 

degranulação de mastócitos ativados, já que estas células são residentes nos 

tecidos e na submucosa das vias aéreas (PEARLMAN, 1999) e são essenciais 

ao desenvolvimento da resposta alérgica quando ativadas pela IgE (BACHERT 

et al., 1990; CHANG et al., 1990), estudos in vitro demonstraram que a triptase 
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pode clivar e ativar PAR-2 em células endoteliais, enterócitos e miócitos 

(MOLINO et al., 1997b; CORVERA et al., 1997; FOX et al., 1997), sendo 

possível que este mesmo fenômeno ocorra em nossos experimentos. 

Já no tecido pulmonar, o antígeno aumentou os índices das atividades 

das enzimas EPO e MPO, utilizadas como indicativo da presença de 

eosinófilos e neutrófilos, com redução em 41% e 60% respectivamente nos 

animais pré-tratados com ENMD1068. Porém, através da análise quantitativa 

não houve diferença estatística nos parâmetros do escore inflamatório do grupo 

pré-tratado com antagonista em relação aos animais alérgicos, embora seja 

importante ressaltar que havia predomínio de células mononucleares. Estes 

resultados sugerem que, além dos seus possíveis efeitos nas células do 

endotélio, a ativação de PAR-2 pode também ter um impacto na inflamação 

através de sua capacidade em controlar a chegada das células para o espaço 

bronco-alveolar bem como ativação das células e conseqüente liberação de 

suas enzimas e mediadores. 

Uma vez presentes no tecido, as células inflamatórias irão contribuir 

para o desenvolvimento de inflamação, hiperresponsividade e obstrução das 

vias aéreas caracterizando a asma (LEE; GELFAND; LEE, 2001; LARCHÉ; 

ROBINSON; KAY, 2003). O desafio intranasal dos animais imunizados com o 

antígeno produziu um aumento significativo da resistência ao fluxo de ar nos 

camundongos alérgicos que é um fator agravante da doença pulmonar, efeito 

este, revertido pelo pré-tratamento dos animais com o antagonista de PAR-2, 

ENMD1068. O bloqueio de PAR-2 foi capaz de modular a função pulmonar 

visto que impediu a redução da capacidade total pulmonar e da complacência 

dinâmica induzida pela exposição à OVA, como também diminuiu a contração 

dos músculos lisos das vias aéreas em resposta à provocação com metacolina 

(1 mg/kg) o que refletiu numa redução da resistência ao fluxo de ar 

representado na curva fluxo-volume.  

Recentemente, Koga e colaboradores (2013) demonstraram que o pré-

tratamento com inibidor seletivo de elastase neutrofílica (Sivelestat), em 

modelo crônico de asma induzido por ovalbumina reduziu significativamente a 

hiperresponsividade das vias aéreas, quando comparado aos animais 
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desafiados com OVA e pré-tratados com solução salina, em resposta a 

metacolina. O tratamento com o inibidor também reduziu os níveis de citocinas 

Th2, IL-4, IL-5 e IL-13 e da quimiocina CCL11 no BAL 6 h após o último desafio 

com OVA (KOGA et al., 2013). O antagonista de PAR-2, ENMD1068, utilizado 

em nossos experimentos, promoveu ações amplas em nosso modelo 

experimental, pois, é capaz de interferir nas diversas ações mediadas pela 

ativação do receptor não apenas por uma única protease endógena como 

elastase neutrofílica, mas, como também pela triptase liberada de mastócitos, 

impedindo a ativação de PAR-2 nas diferentes células das vias aéreas que o 

expressam. 

Proteases de fungo Alternaria alternata aplicado a células epiteliais 

brônquicas humanas (16HBE14o) têm a capacidade de promover ativação de 

PAR-2 e aumento na concentração cálcio intracelular (BOITANO et al., 2011). 

Em nossos experimentos, demonstramos que quando impedimos a ativação de 

PAR-2 pelas proteases endógenas nas diferentes células das vias aéreas, 

ocorreu diminuição da síntese de mucopolissacarídeos, pelas células epiteliais 

brônquicas, parênquima pulmonar e macrófagos, que está extremamente 

aumentada nos animais sensibilizados e desafiados com OVA. Em 2013, Koga 

e colaboradores demonstraram que o tratamento com Sivelestat reduziu o 

número de células positivas para PAS especificamente epitélio em animais 

desafiados com OVA. Neste modelo experimental de asma induzido por seis 

exposições á OVA, a redução da produção e liberação de muco no tecido 

pulmonar de camundongos observada no grupo tratado com o antagonista 

ENMD1068 é de grande importância, visto que o excesso de muco nas vias 

aéreas está correlacionado ao aumento da resistência e alterações na 

capacidade de contração do músculo liso brônquico (JAMES; CARROLL, 

1995).  

Simultaneamente com o processo inflamatório, infiltração leucocitária e 

produção de muco, este modelo de asma induziu deposição de colágeno, que 

é um indicativo de fibrose, em regiões peribronquiolar e perivascular podendo 

ser graduada com intensidade leve a moderada. A fibrose contribui 

significativamente para asma crônica sendo capaz de levar a insuficiência 

pulmonar e está associada à gravidade e casos resistentes à terapia (ROYCE 
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et al., 2012). Estudos têm demonstrado a participação do PAR-2 na progressão 

da fibrose pulmonar. Recentemente, Soumyakrishnan e colaboradores (2014) 

demonstraram que o tratamento por via subcutânea com, Daidzein, uma 

isoflavona de soja, reduziu a expressão de PAR-2 induzida pela bleomicina em 

modelo experimental de fibrose pulmonar em ratos, como também do fator de 

crescimento de transformação beta (TGF-β) que é um fator pró-fibrótico 

(SOUMYAKRISHNAN et al., 2014). Em nossos experimentos,  o pré-tratamento 

dos animais com o antagonista de PAR-2 ENMD1068 em animais desafiados 

com o antígeno reduziu a produção de colágeno, avaliada pela intensidade de 

coloração pelo Gomori, em epitélio brônquico, bronquíolo e em células 

inflamatórias quando comparado ao grupo alérgico não tratado com este 

antagonista.  

Sabe-se que a infiltração eosinofílica observada na inflamação das vias 

aéreas acarreta níveis aumentados do TGF-β derivado de eosinófilos 

(BROIDE, 2008), uma citocina pró-fibrótica, conhecida por estimular a 

diferenciação de fibroblastos e a deposição de colágeno, levando a fibrose 

subepitelial e subsequente endurecimento das paredes traqueobrônquicas 

(MOORE; MURPHY; AGRAWAL, 2008). A ativação com peptídeo ativador de 

PAR-2, SLIGKV, em células hepáticas imortalizadas, promoveu aumento da 

produção de colágeno e liberação de TGF-β, enquanto que camundongos 

nocaute para PAR-2 apresentaram menos fibrose hepática induzida pelo 

tetracloreto de carbono quando comparados aos camundongos selvagens 

(KNIGHT et al., 2012). Além do mais, citocinas liberadas pelos macrófagos 

cronicamente ativados em resposta a antígenos tais como IL-13 estimulam a 

proliferação de fibroblastos, levando ao aumento da produção de colágeno que 

culmina em fibrose, característica das inflamações crônicas bem como 

aumentam a produção de muco pelas células epiteliais (ABBAS; LICHTMAN; 

PILLAI, 2012).  

É de grande interesse a descoberta de vias que controlem o surgimento 

da fibrose pulmonar dado que é algo incapacitante e compromete a função 

respiratória e o bem estar do paciente. Baseado na literatura e de acordo com 

as evidências que encontramos com o tratamento com antagonista seletivo de 

PAR-2 na asma experimental: redução da deposição de colágeno e surgimento 
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de fibrose pulmonar nos camundongos, pressupomos que o efeito 

desencadeado pelo bloqueio do receptor estaria relacionado á diminuição da 

ativação de células endoteliais e liberação de TGF-β, apresentando efeito anti-

fibrótico, uma hipótese que merece ser melhor investigada. É possível, 

também, que a redução de macrófagos observada nos camundongos tratados 

com ENMD1068 tenha reduzido a liberação de IL-13 que promove fibrose 

como parte da fase de reparação tecidual dos estados inflamatórios, evitando a 

perda da função pulmonar que observamos em nossos resultados de 

mecânica. 

Em concordância com resultados já demonstrados em que os animais 

alérgicos tiveram aumento nos níveis de CCL5 no BAL, neste modelo o 

antígeno induziu marcação intensa para CCL5 em epitélio brônquico, infiltrado 

perivascular e peribronquiolar, como também no citoplasma de células 

mononucleares especificamente macrófagos e linfócitos. Embora o escore 

inflamatório não tenha sido estatísticamente diferente entre os grupos tratados 

com PBS e antagonista, foi observada uma tendência de redução na 

intensidade de marcação no epitélio e nas células inflamatórias dos animais 

pré-tratados com ENMD1068, sugerimos que uma análise quantitativa levando 

em consideração a intensidade dada em pixels de cada imagem permitirá uma 

melhor comparação entre os grupos experimentais. As células epiteliais liberam 

diferentes mediadores, fatores quimiotáticos e citocinas como CCL5 , TGF-β e 

GM-CSF, contribuindo para perpetuação da lesão tecidual e formação de 

cicatriz (CHUNG & BARNES, 1999; SACCO et al., 1992) tornando o efeito do 

antagonista sobre estas células uma ferramenta valiosa a ser estudada, 

evitando a progressão da asma alérgica. 

Os mecanismos moleculares envolvidos na ativação de PAR-2 na 

inflamação respiratória alérgica e o controle das ações de proteases 

endógenas ainda necessita ser mais bem compreendido e estudado, 

particularmente devido às inúmeras interações entre as diferentes células das 

vias respiratórias. Entretanto, este estudo traz uma série de resultados que 

contribuem para a compreensão do papel do PAR-2, em alguns fenômenos 

cruciais que ocorrem na asma induzida por alérgeno tais como infiltração de 

eosinófilos nas vias aéreas, aumento da permeabilidade vascular, 
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hiperresponsividade brônquica e remodelamento pulmonar por apresentar 

características como hipersecreção de muco e deposição de colágeno. A 

ativação de PAR-2 por proteases endógenas desencadeou fenômenos pró-

inflamatórios que em conjunto levam a piora de sintomas característicos da 

asma, reforçando o uso do antagonista no controle da inflamação pulmonar 

alérgica. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A relevância dos modelos experimentais aqui apresentados recai sobre 

a semelhança com o que acontece na doença humana e contribui para o 

entendimento do papel de PAR-2 em alguns fenômenos envolvendo a asma 

alérgica induzida por alérgeno, fornecendo uma visão sobre possíveis 

mecanimos bem como ajudam a identificar células e moléculas que 

desempenham papeis fundamentais na regulação do processo inflamatório 

local. 

Nossos resultados demonstram que há modulação da resposta 

imunológica via ativação de receptores ativados por proteases (PAR) 2 na 

asma experimental aguda. Esta modulação envolve ações sob o recrutamento 

leucocitário, produção e liberação de citocinas e quimiocinas, a polarização de 

macrófagos com fenótipo M2, as alterações na permeabilidade vascular, a 

expressão protéica do receptor em leucócitos, a função e remodelamento 

pulmonar, a produção de muco e o surgimento de fibrose. 

O bloqueio das ações de proteases ativadoras de PAR-2 desempenha 

um papel considerável no controle da inflamação respiratória alérgica e efeitos 

expressivos na redução da inflamação, remodelamento, alterações na 

mecânica pulmonar e a hiper-reatividade brônquica. Inferimos que no processo 

de inflamação alérgica, a presença do antígeno nas vias aéreas desencadeia 

ativação e liberação de proteases conhecidas como sendo ativadoras de PAR-

2, a triptase de mastócitos e a elastase neutrofílica, via resposta imune de 

padrão Th2, favorecendo a ativação do receptor em diferentes células e 

ocasionando a progressão da doença. Sugerimos que o controle da resposta 

inflamatória desencadeada pelo bloqueio da ativação de PAR-2 se inicie na 

modulação no perfil de citocinas e quimiocinas e posteriormente no controle da 

expressão do receptor, ativação das células e recrutamento leucocitário.   
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9. ANEXOS 

 

Anexo 1: Certificado do CEUA 
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Anexo 2: Preparo de soluções  

 

1. Solução de Salina tamponada (PBS) 

 

Foi preparada uma solução de PBS pH 7,4 (Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,84 

mM, NaCl 0,14 M e KCl 2,68 mM).  

Fosfato dibásico de sódio -------------------------------------------------------------- 1,15 g 

Fosfato monobásico de potássio --------------------------------------------------- 250 mg 

Cloreto de sódio --------------------------------------------------------------------------- 8,2 g 

Cloreto de potássio--------------------------------------------------------------------- 200 mg 

Água destilada--------------------------------------------------------------------------1.000 ml 

 

O pH foi ajustado para 7,4 com solução de ácido fosfórico 0,1 M e, em seguida, 

a solução foi esterilizada por autoclavação a 120ºC, 2 ATM durante 20 minutos, 

estando assim pronta para ser utilizada.  

 

2. Solução de TBS 

 

Foi preparada uma solução tampão de TBS pH 8,0 (Tris-HCL 100 mM, NaCl 

150 mM, Tween 20). 

Tris-HCl --------------------------------------------------------------------------------------1,58 g 

NaCl ------------------------------------------------------------------------------------------8,77 g 

Tween 20 ------------------------------------------------------------------------------------500 µl 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------1.000 ml 

O pH foi ajustado para 8,0 e a solução foi armazenada em geladeira. 

 

3. Solução de Tris-HCl 0,5 M 

 

Tris ----------------------------------------------------------------------------------------- 6,057 g 

Água Milli-Q ------------------------------------------------------------------------------- 100 ml 

Corrigiu-se o pH para 6,8. 
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4. Tampão de lise 

 

Foi preparada uma solução tampão de lise pH 8,0 (NaCl 150 mM, Tris 50 mM, 

EDTA-2Na 5 mM, MgCl2 1 mM). 

NaCl ----------------------------------------------------------------------------------------- 0,44 g 

Tris --------------------------------------------------------------------------------------------- 0,3 g 

EDTA-2Na --------------------------------------------------------------------------------- 0,093g 

MgCl2 ---------------------------------------------------------------------------------------- 0,05 g 

Água Milli-Q --------------------------------------------------------------------------------- 50 ml 

 

Corrigiu-se o pH para 8,0 e acrescentou-se: 

Nonidet P40 -------------------------------------------------------------------------------- 0,5 ml 

Triton X-100 ------------------------------------------------------------------------------ 0,15 ml 

 

5. Tampão de amostra 

 

Foi preparada uma solução de tampão de amostra (2-mercaptoetanol 10%, 

Tris-HCl 0,125 M, glicerol 20%, SDS 10%, azul de bromofenol 0,004%). 

 

2-mercaptoetanol ------------------------------------------------------------------------- 500 µl 

Tris-HCl ------------------------------------------------------------------------------------- 2,5 ml 

Glicerol ---------------------------------------------------------------------------------------- 2 ml 

SDS -------------------------------------------------------------------------------------------- 2 ml 

Azul de bromofenol ---------------------------------------------------------------------- 400 µl 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------- 10 ml 

Após o preparo foram feitas alíquotas de 500 µl cada e congeladas a – 20ºC. 

 

6. Tampão de corrida 

 

Foi preparada uma solução contendo: 

Tris ----------------------------------------------------------------------------------------------15 g 

Glicina ----------------------------------------------------------------------------------------- 72 g 

SDS ---------------------------------------------------------------------------------------------- 5 g 
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Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 500 ml 

Após o preparo, a solução foi filtrada em Millipore 0,45 µm. 

 

7. Tris-glicina (10x) 

 

Tris-base -------------------------------------------------------------------------------------- 30 g 

Glicina ---------------------------------------------------------------------------------------- 140 g 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------- 1.000 ml 

 

8. Tampão de transferência 

 

Tris-glicina (10x) ------------------------------------------------------------------------- 100 ml 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 700 ml 

Metanol ------------------------------------------------------------------------------------- 200 ml 

 

9. Vermelho Ponceau 0,3% 

 

Para coloração da membrana de nitrocelulose foi feita a solução de vermelho 

Ponceau contendo: 

 

Ponceau -------------------------------------------------------------------------------------- 0,3 g 

Ácido acético --------------------------------------------------------------------------------- 1 ml 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 100 ml 

 

10. Gel de poliacrilamida 10% 

 

Acrilamida 30% -------------------------------------------------------------------------- 1,67 ml 

Tris-HCl ------------------------------------------------------------------------------------1,25 ml 

SDS 10% ----------------------------------------------------------------------------------- 100 µl 

Água Milli-Q ------------------------------------------------------------------------------ 1,90 ml 

PSA -------------------------------------------------------------------------------------------- 25 µl 

Temed ---------------------------------------------------------------------------------------- 10 µl 
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11. Solução de albumina bovina (BSA) 

 

A solução de BSA 3% (p/v) foi preparada em PBS estéril e congelada à 

temperatura de -20ºC. No dia do experimento, a solução foi retirada do 

congelador, colocada em repouso em temperatura ambiente, sendo utilizada 

após descongelamento. 

 

12. Solução diluidora de leucócitos (Solução de Turk) 

 

A solução de Turk, utilizada para a contagem de leucócitos, obedeceu às 

seguintes proporções: 

Violeta genciana ------------------------------------------------------------------------ 100 mg 

Ácido acético glacial --------------------------------------------------------------------- 30 ml 

Água destilada ---------------------------------------------------------------------------- 70 ml 

O reagente violeta genciana foi adicionado sobre a solução contendo água 

destilada e ácido acético glacial.  

 

13. Meio de cultura RPMI (pH 7,4) 

 

RPMI 1640 -------------------------------------------------------------------------------- 1,04g 

Hepes -------------------------------------------------------------------------------------- 0,238g 

Bicarbonato de sódio ------------------------------------------------------------------- 0,220g 

Água mili-Q ------------------------------------------------------------------------------- 100mL 

 

14. Tampão de Lise a base de Cloreto de amônio (pH 7,4) 

 

Cloreto de amônio ---------------------------------------------------------------------- 4,01g 

Bicarbonato de sódio ------------------------------------------------------------------ 0,42g 

EDTA dissódico ------------------------------------------------------------------------- 0,18g 

Água mili-Q ------------------------------------------------------------------------------- 500mL 
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15. Tampão de FACS 

 

Soro bovino fetal --------------------------------------------------------------------------- 2 mL 

PBS 1X ------------------------------------------------------------------------------------ 100 mL 

 

16. Tampão de fixação 

 

Formaldeído 37% ------------------------------------------------------------------------ 10mL 

PBS 1X ------------------------------------------------------------------------------------- 90mL 

 

17. Anestésico a base de quetamina e xilazina de curta duração – desafio 

intranasal 

 

Quetamina 10% ------------------------------------------------------------------------ 0,78 mL 

Xilazina 2% ------------------------------------------------------------------------------ 0,22 mL 

Solução de NaCL 0,9% ------------------------------------------------------------------ 1 mL 

 

18. Anestésico a base de quetamina e xilazina de longa duração 

 

Quetamina 10% -------------------------------------------------------------------------- 1 mL 

Xilazina 2% ------------------------------------------------------------------------------ 0,75mL 

 

19. Solução de azul de Evans 

 

A solução de azul de Evans (C34H24N6Na4O14S4, Dinâmica), a 2% em 

solução fisiológica (0,9% de Nacl). 

Foram injetados 100 mL desta solução via intravenosa na cauda dos 

camundongos. 

 

20. Solução de TMB (1,6 mM) 
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Pesar 3,845 mg/mL em DMSO (dimetilsulfóxido) - proteger da luz e 

manusear em capela de solventes 

 

21. H2O2 (0,002%) 

 

 Diluir 1:10 (em água destilada) a solução estoque 30% = H2O2 3% 

 Adicionar 7 uL de H2O2 3% em 12 mL de Tampão 2 

 

 

22. Técnica de inclusão em parafina para processamento histológico de 

pulmão 

Processar os pulmões pela técnica de inclusão em parafina que consiste 

na passagem dos pulmões nas seguintes etapas: 

 

1. Álcool 70% por 2h 

2. Álcool 80% por 2h 

3. Álcool 90% por 2h 

4. Álcool absoluto usado por 2h 

5. Álcool absoluto novo por 2h 

6. Xilol por 40 min 

7. Embebição pela parafina por 40 min 

 

23. Técnica de coloração Hematoxilina e Eosina (HE) 

 

É a principal técnica de coloração de tecidos em histologia. Por meio 

desta técnica, podemos diferenciar partes basófilas (pela hematoxilina) e 

acidófilas, ou eosinofílicas (pela eosina), devido respectivamente a 

hematoxilina ter atração por substâncias ácidas componentes dos tecidos, 

como as proteínas, ricas em radicais de amina, como os núcleos e o retículo 

endoplasmático rugoso e ácidos nucléicos. Já a eosina, sendo basófila, 

apresentando coloração predominante pelo citoplasma, fibra de colágeno e 

outras estruturas compostas de substâncias com caráter básico. 
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Técnica 

1- Desparafinar Xilol II e Xilol I: 30 min 

2- Hidratar em ordem decrescente de álcool (absoluto II, 90°, 80°, 70°) em 3 

mergulhos 

3- Lavar em água corrente: 5 min 

4- Hematoxilina: 1'30'' a 3 min 

5- Lavar em água corrente branda: 40 min 

6- Eosina de Putt: 40 min 

7- Lavar rapidamente em água corrente 

8- Desidratar em ordem crescente de álcool (70°, 80°, 90°, absoluto I e II) em 2 

mergulhos rápidos 

9- Colocar imediatamente para secar usando ventilador 

 

OBS: Se for necessário, pelo excesso de corantes entre as etapas 5 e 6, 

diferenciar em álcool acidulado (diferenciar hematoxilina) mergulhos rápidos 

 

24. Protocolo da coloração por P.A.S. (Ácido Periódico de Schiff) 

 

A coloração PAS é principalmente usada para estruturas contendo uma 

alta proporção de macromoléculas de carboidratos (glicogênio, glicoproteína, 

proteoglicanos), tipicamente encontrado em tecidos conjuntivos, mucos, e 

lâminas basais. A reação do ácidoperiódico seletivamente oxida os resíduos de 

glicose, produzindo aldeídos que reagem com o reagente de Schiff e produz 

uma cor púrpura-magenta. 

 

Técnica 

1- Desparafinar  

2- Hidratar em ordem descrescente de alcoóis 

3- Lavar em água corrente: 5 min 

4- Lavar em água destilada: 1 mergulho 

5- Ácido periódico: 0,5% 5 minutos 

6- Lavar em água destilada: 2 mergulhos 
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7- Reativo de Schiff 10 min ou mais (até os cortes ficarem rosa, usar um papel 

branco por baixo das lâminas para ajudar na observação) 

8- Lavar em água corrente: 10 min 

9-Contracorar com Hematoxilina ou verde luz: 30 seg 

10- Lavar em água corrente (20 min Hematoxilina e no Verde luz 3 mergulhos) 

11-Desidratar em álcool etílico (70%, 80%, e 90% respectivamente) 2 

mergulhos (cada) 

12- Desidratar em álcool etilico absoluto I e II: 3 minutos 

13- Montar 

 

25. Protocolo da coloração Tricômico de Gomori 

 

A coloração de Tricômico de Gomori, é um método de coloração que, 

em um único passo, combina a coloração cromotropo 2R e coloração de fibras 

colágenas (verde luz) em uma solução de ácido fosfotungstico e ácido acético 

glacial. Identificação de fibras musculares e de colágeno. 

 

Técnica 

1- Desmarafinar 

2- Hidratar 

Obs; Se o fixador contiver mercúrio passe para a etapa n°3, se não tiver passe 

para etapa n°6  

3- Solução de lugol: 5 min 

4- Lavar rapidamente em água corrente 

5- Bissulfito de sódio 5% até clarear 

6- Lavar em água corrente: 5 min 

7- Corar pela Hematoxilina: 1'30'' 

8- Lavar em água corrente: 30 a 60 minutos 

9- Corar pelo corante Gomori: 15 min 

10- Lavar em água destilada rapidamente para remover o excesso 

11- Desidratar em série crescente de álcool 

12- Secar rapidamente com uso de ventilador 

13- Montar 
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Fixador utilizado foi o formol nesse sentido, pulou-se as etapas: 3, 4 e 5. 

Resultados: Fibras musculares: vermelho; Colágeno: verde e Núcleo: azul e 

preto. 

 

 

 


