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Eosinófilos são células efetoras que desempenham um papel importante na fisiopatologia de 

doenças alérgicas. Eosinófilos são fontes cruciais de proteínas citotóxicas, mediadores 

lipídicos e citocinas, que podem contribuir para a gravidade da doença. O acúmulo 

de eosinófilos no tecido depende não somente do número de células a serem recrutadas, mas 

também, do número de células que deixam o tecido. Assim, um defeito na remoção destas 

células está associado com o desenvolvimento de doenças inflamatórias crônicas. 

Investigamos no presente trabalho o papel desempenhado pelas espécies reativas de oxigênio 

na resolução inflamatória no modelo de pleurisia alérgica e asma. Para indução da resposta 

inflamatória, administramos ovalbumina com adjuvante hidróxido de alúminio em 

camundongos sensibilizados previamente com esse mesmo antígeno. Observou-se um 

acúmulo inicial de neutrófilos com 12 horas e um aumento de eosinófilos a partir de 24 horas 

da indução da pleurisia alérgica e asma. A resolução da resposta inflamatória eosinofilica 

iniciou-se com 48 horas e foi substancialmente resolvida após 72 horas do desafio antigênico. 

A administração de SOD e H2O2 resolveu a inflamação eosinofílica. Além disso, a resolução 

da inflamação induzida pelo tratamento com SOD e H2O2 foi acompanhada por um aumento 

de eosinófilos em apoptose. A produção de ROS em camundongos gp91phox-/- foi 

significativamente menor quando comparada aos camundongos selvagens e ocorreu um atraso 

na resolução da resposta inflamatória. Além disso, a inibição da produção de ROS pela 

NADPH oxidase através do tratamento com apocinina prolongou a resposta inflamatória no 

modelo de asma. Houve um atraso na resolução eosinofílica em camundongos gp91phox-/- 

mas não em camundongos iNOS-/-. Interessantemente, a produção de ROS foi 

significativamente menor em camundongos gp91phox-/- e a inibição da produção de ROS 

pela apocinina prolongou a resposta inflamatória no modelo de asma. Nossos resultados 

sugerem que a administração exógena ou a geração endógena de H2O2, pode induzir a 

resolução da inflamação in vivo em modelos de resposta inflamatória alérgica através da 

indução de apoptose nos eosinófilos. Esses resultados podem ser relevantes como futuras 

estratégias terapêuticas para o tratamento de doenças inflamatórias que se tornam crônicas 

devido a não resolução eosinofílica. 
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Eosinophils are effector cells that play an important role in the pathophysiology of 

allergic disease. In allergic diseases, such as asthma, eosinophils are a crucial source of 

cytotoxic proteins, lipid mediators, oxygen metabolites, and cytokines, which may contribute 

to the severity of disease. The accumulation of eosinophil in tissue depends not only on the 

number of cells being recruited at any particular time, but also on the number of cells that are 

cleared or leave the tissue. Thus, defective removal of these cells plays an important role in 

the initiation and propagation of chronic inflammatory diseases. Here we investigated the role 

of ROS in the resolution of the inflammatory response after induction of asthma and allergic 

pleurisy in mice. Previous studies have demonstrated the role of ROS as pro-inflammatory 

mediators but the role of ROS in the resolution phase is poorly understood. For induction of 

the inflammatory response to ovalbumin adjuvant aluminum hydroxide in mice previously 

sensitized with the same antigen. There was an initial accumulation of neutrophils at 12 hours 

and an increase of eosinophils after 24 hours of pleurisy and asthma  induction. The resolution 

of the eosinophilic inflammatory response was initiated with 48 hours and was substantially 

resolved after 72 hours of antigenic challenge. Administration of H2O2 or SOD resolved 

eosinophilic inflammation. In addition, the resolution of inflammation induced by SOD or 

H2O2 was accompanied by an increase in the number of apoptotic eosinophils. Furthermore, 

eosinophil resolution was delayed in gp91phox-/- mice but not in iNOS-/- mice. Interestingly, 

ROS production was diminished in gp91phox-/- mice.  Moreover, the inhibition of ROS 

production by apocinin prolonged inflammatory response in asthma model. Our findings 

indicate that levels of H2O2 increase during eosinophil influx and are necessary for the 

resolution of allergic inflammation in vivo by induce apoptosis of eosinophils. These results 

may be relevant as future therapeutic strategies for the treatment of inflammatory diseases that 

may to become chronic due to lack of resolution. 
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1-Inflamação  
 

 A resposta inflamatória pode ser caracterizada como um processo fisiológico, pelo 

qual os tecidos do corpo respondem a diferentes estímulos, sejam eles teciduais, infecciosos, 

químicos, imunológicos, entre outros (SHERWOOD et.al., 2004). Modificações na 

microcirculação, tais como os fenômenos angiogênicos, migração de leucócitos através do 

leito vascular e liberação de moléculas solúveis nos tecidos danificados são as principais 

características da inflamação, que é uma reação secundária em resposta às lesões a fim de que 

a estabilidade inicial seja restaurada (NATHAN, 2002). 

A inflamação elimina o agente nocivo e desencadeia eventos que podem curar e 

reconstituir o tecido lesado (FIALKOW et al., 2007). O reparo começa logo nas fases iniciais 

da inflamação, entretanto, só finda quando a influência nociva for neutralizada. Em 

contrapartida, a resposta inflamatória e o reparo podem se tornar prejudiciais. A inflamação é, 

por exemplo, a base de várias doenças crônicas como a artrite reumatóide, a aterosclerose, a 

asma e a fibrose pulmonar, como também de reações de hipersensibilidade potencialmente 

fatais a picadas de insetos e toxinas.  

 A inflamação pode ocorrer de forma aguda ou crônica de acordo com o tempo de 

duração da resposta, eventos celulares, vasculares e tipos de células envolvidas na reação 

inflamatória.  As respostas celulares e vasculares desencadeadas no processo inflamatório, 

seja ele agudo ou crônico, são mediadas por fatores químicos que atuam em combinação 

levando ao recrutamento de leucócitos presentes na circulação para o tecido. Esse 

extravasamento celular é um dos fatores marcantes numa resposta inflamatória. 

 A inflamação aguda é a resposta imediata e/ou precoce a um estímulo inflamatório. A 

resposta aguda é caracterizada por aumento do fluxo sanguíneo devido a alterações do calibre 
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vascular, alterações da microvasculatura permitindo o extravasamento de proteínas e 

leucócitos da circulação e emigração dos leucócitos com seu acúmulo no foco da lesão. Na 

maioria das inflamações agudas, os neutrófilos predominam no infiltrado inflamatório nas 

primeiras 6 às 24h, sendo seguidamente substituído por células mononucleares. Esse padrão 

de infiltrado inflamatório pode ocorrer devido à secreção de certos tipos de moléculas durante 

uma resposta inflamatória aguda que estimulam a migração de neutrófilos para o tecido. 

 A inflamação crônica é caracterizada por uma resposta de duração prolongada que se 

inicia com uma resposta de baixa intensidade, podendo suceder uma resposta inflamatória 

aguda. Em um sítio de inflamação crônica ocorre a infiltração de células mononucleares, 

destruição tecidual, tentativas de cicatrização, onde ocorre formação de novos vasos 

(angiogênese) e fibrose. Os eosinófilos também são células características de resposta 

inflamatória crônica. 

Recrutamento de leucócitos: 
 

Durante um processo inflamatório provocado por uma injúria ou pela presença de 

algum patógeno, os leucócitos migram para esses locais em resposta a fatores quimiotáticos, 

como por exemplo, citocinas ou quimiocinas (MENTEN et al., 2002). Além disso, este 

processo ocorre por interações especificas com moléculas de adesão presentes no endotélio 

vascular. (CARA et.al., 2000; CHIBA et.al. 1999). O recrutamento de leucócitos para os 

diversos tecidos durante uma resposta inflamatória envolve três etapas fundamentais: captura 

e rolamento das células, adesão firme e transmigração (Figura 1).  O processo tem início com 

a captura (“tethering”) do leucócito pelo endotélio ativado com participação de molécula P-

selectina. Os leucócitos deslocam do centro do vaso até a periferia do endotélio. Uma vez 

capturado, o leucócito passa por uma condição transiente de adesão e inicia-se então a etapa 

do rolamento, os leucócitos diminuem sua velocidade e rolam sobre a camada de células 

endoteliais. Esse rolamento é mediado principalmente por uma família de moléculas de 
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adesão, glicoproteínas conhecidas como selectinas (P-selectina, Eselectina e L-selectina) e são 

capazes de interagir com ligante 1 de P-selectina (PSGL1) e outros ligantes glicosilados. A 

molécula P-selectina tem papel crítico na etapa de rolamento. (MCEVER & CUMMINGS, 

1997; KANSAS, 1996). 

A expressão de E-selectina das células endoteliais tem participação fundamental no 

rolamento lento, que é a etapa seguinte ao rolamento (JUNG & LEY, 1991). Em seguida, 

aqueles leucócitos que rolaram podem ser ativados e se aderidos ao endotélio por integrinas. 

As integrinas se ligam a moléculas da superfamília das imunoglobulinas e os leucócitos 

transmigram para o tecido a favor de um gradiente quimiotático (HUANG et.al., 1992). 

 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo das etapas do processo de recrutamento e migração de 

eosinófilos através do endotélio vascular.  

 

Os diversos leucócitos, neutrófilos, monócitos, eosinófilos e diferentes linfócitos 

utilizam moléculas diferentes, entretanto superpostas, para o processo de recrutamento. Esse 

fato explica, em parte, a seletividade por certos tipos celulares em determinados tipos de 
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resposta inflamatória. Esse modelo de recrutamento também é válido para a migração de 

diferentes leucócitos para os órgãos linfóides contribuindo para o homeostase do sistema 

imunológico.  

2- Inflamações alérgicas, eosinófilos e seus mecanismos de recrutamento: 
 

A prevalência de doenças alérgicas tem aumentado continuamente. As reações 

alérgicas podem ocorrer em duas fases distintas: uma resposta inicial que é caracterizada pela 

degranulação de mastócitos e aumento de produção de mediadores inflamatórios e 

posteriormente uma resposta caracterizada por resposta do tipo TH2, com aumento de 

citocinas inflamatórias (MADDOX, 2002; MIROTTI, 2010).  As inflamações alérgicas são 

doenças inflamatórias que envolvem um grande número de células. Entretanto, três tipos 

celulares parecem ser de principal importância para o desenvolvimento dessas respostas 

inflamatórias. Essas células incluem os linfócitos T do fenótipo Th2, mastócitos e eosinófilos. 

Eosinófilos são granulócitos de vida curta derivados da medula óssea presentes, 

principalmente, nas mucosas. No sangue, somente de 1 a 3% dos leucócitos são constituídos 

por eosinófilos (GIEMBYCZ et.al., 1999). Essas células apresentam núcleo bilobulado e 

contêm grânulos característicos no seu citoplasma denominados grânulos primários, grânulos 

secundários, grânulos pequenos e os corpos lipídicos (CARA et.al., 2000). Esses grânulos são 

constituídos de proteínas catiônicas que apresentam um importante papel nas doenças 

associadas à eosinófilos tais como nas doenças alérgicas e infecções helmínticas (CARA et.al., 

2000; LACY et.al., 2001).  

O papel de eosinófilos em condições normais não é bem entendido e, por isso, os 

mecanismos de recrutamento, expressão e produção de moléculas são estudados em associação 

com doenças alérgicas ou infecciosas. Em condições normais, essas células estão presentes nas 

mucosas (ROTHENBERG, 2003). 
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Existem muitas evidências sugerindo a participação dos eosinófilos na patofisiologia de 

doenças alérgicas, tais como, rinite (HOWARTH, 1995), dermatite (LERIFERMAN et.al., 

2001), conjutivite (BONINI et.al., 1997), asma (DJUKANOVIC et.al., 1990; CARA et.al., 

2000) e doenças parasitárias (CARA et.al., 2000). Eosinófilos têm a capacidade de exercer 

ação efetora sobre as vias aéreas de indivíduos asmáticos pela sua capacidade de produzir 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999). A 

importância dos eosinófilos na asma foi enfatizada pelos achados que correlacionavam o grau de 

eosinofília no sangue e no LBA com o grau de hiperreatividade brônquica e gravidade da doença 

(GONZALO et al., 1998; SATO et al., 1999; TRIVEDI & LLOYD, 2007, HOLGATE, 2008).   

Em resposta a diversos estímulos, os eosinófilos são recrutados da circulação para o local 

inflamado, onde modulam a resposta inflamatória. E assim como outros leucócitos, o 

recrutamento de eosinófilos para um sítio inflamatório pode ser divido nos seguintes passos: 

primeiramente, os eosinófilos são ativados na circulação, rolam sobre as células endoteliais, 

aderem firmemente a essas células, transmigram através das células endoteliais e são 

recrutados para o foco inflamatório (Figura 1). Muitos estudos têm sido realizados para a 

identificação de seletivos e potentes fatores quimiotáticos para os eosinófilos. Vários fatores 

têm sido sugeridos ser importante para direcionar o recrutamento dessas células.  

3-Resolução do processo inflamatório 
 

 Os leucócitos produzem e secretam uma grande quantidade de substâncias que 

contribuem para a iniciação e manutenção das respostas inflamatórias. Os mediadores 

derivados dos grânulos de leucócitos podem levar à lesão tecidual e disfunção do órgão. 

Assim, existe um grande interesse em entender os mecanismos responsáveis pela eliminação 

dessas células e inativação dos mediadores secretados do sítio inflamatório. Durante a 
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resolução do processo inflamatório umas séries de eventos podem contribuir para a 

terminação da resposta inflamatória.  

A vasodilatação e formação de edema contribuem para a redução das concentrações 

efetivas do estímulo inflamatório, os leucócitos recrutados eliminam o agente efetor, 

mediadores inflamatórios são desativados espontaneamente ou enzimaticamente, moléculas 

com função inibitória são produzidas e as células efetoras são eliminadas do tecido. As 

células inflamatórias podem ser eliminadas por recirculação sistêmica, drenagem linfática ou 

por morte celular (GILROY, 2004). A resolução é imperativa para que haja uma resposta 

adequada do hospedeiro, para proteção tecidual e para um retorno à homeostase (SCHWAB, et. 

al, 2007; SERHAN & SAVILL, 2005; NATHAN, 2002; GILROY et al., 2004). E para o 

desenvolvimento normal de sua função, o sistema imune requer morte celular mediada por 

vias de sinalização distintas e altamente regulada (FEIG et.al., 2007).  

 Apoptose, também conhecida como morte programada de células, é definida como 

uma forma programada ou fisiológica de morte celular por um mecanismo altamente 

controlado que não induz inflamação e tem morfologia característica. Durante a apoptose a 

célula sofre encolhimento, retenção de organelas, condensação da cromatina e fragmentação 

nuclear. E, em algumas linhagens celulares ocorre a formação dos corpos apoptóticos 

(SAVILL, 2002). 

 Como revisto por KIECHLE em 2002, vários estudos demonstraram o envolvimento 

de inúmeros genes e seus produtos e de vários elementos das vias bioquímicas na apoptose 

(KIECHLE, 2002). Durante a apoptose, ativação de endonucleases endógenas resulta na 

clivagem da cromatina resultando na fragmentação do ácido desoxirribonucléico (ADN) em 

porções de 180 a 200pb de comprimento. Em adição, células apoptóticas expressam 

moléculas de fosfatidilserina na superfície externa da membrana plasmática e apresentam 

alterações em várias outras moléculas presentes na membrana que permitem o seu 
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reconhecimento por fagócitos e sua subseqüente remoção do tecido (MADERNA E 

GODSON, 2003; DANIAL E KORSMEYER, 2004). A morte celular por apoptose tem um 

papel fundamental na maioria dos processos biológicos e a desregulação desse mecanismo é 

um importante fator na patogênese e progressão de inúmeras doenças (NICHOLSON, 2000). 

Assim, excessiva morte celular por apoptose ou falta de apoptose está associada com o 

desenvolvimento de doenças. Como por um lado uma morte acelerada de células está 

associada a muitas doenças autoimunes, uma reduzida capacidade de sofrer apoptose é uma 

característica básica de muitos tumores e doenças inflamatórias. Apoptose descontrolada pode 

ocorrer em muitas doenças neurológicas tais como, doença de Alzheimer, doença de 

Parkinson e esclerose múltipla. Contudo, durante doenças inflamatórias como artrite, 

dermatite atópica asma, ocorre uma redução ou atraso da apoptose (GILROY et.al., 2004). 

4. Papel de espécies reativas de oxigênio na resposta inflamatória  
 

Vários mediadores e vias moleculares modulam a sobrevivência e morte de 

leucócitos nos locais de inflamação incluindo moléculas intracelulares da família das vias de 

sinalização PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), cascata das MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinase) e NF-KB (LELEKOV-BOISSARD T et.al., 2009), citocinas pró-

inflamatórias (ANDINA N et.al., 2009) e espécies reativas de oxigênio (inglês: reactive 

oxygen species: ROS).   Em condições inflamatórias, a produção de superóxido é aumentada, 

pois este desenvolve um importante papel na resposta imune de mamíferos. O superóxido tem 

ação antimicrobiana e facilita a morte de microorganismos invasores, pois através de oxidação 

lipídica a membrana plasmática é degradada (GUERRA et al., 2007). 

Podemos ressaltar ainda que a SOD e espécies reativas de oxigênio podem ter um 

papel importante no controle do acúmulo de leucócitos durante a inflamação. Sob condições 

de estresse oxidativo, a superóxido dismutase (SOD) age como um sistema de defesa celular 
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endógeno que degrada superóxido (O2-) em oxigênio e peróxido de hidrogênio (H2O2). H2O2 

tem sido demonstrado induzir a apoptose em células epiteliais (HUSSAIN et.al., 2010), 

células endoteliais (FANG et.al., 2010), células de hepatócitos humanos (KIM et.al., 2010) 

miócitos (WANG et.al., 2010) e neutrófilos (LOPES et.al., 2011). Além disso, o potencial 

terapêutico da SOD na resolução da resposta inflamatória pode ser uma importante ferramenta 

para terapia anti-oxidativa baseada na sua capacidade de catalisar a dismutação de radicais 

superóxido. O tratamento com reagentes que mimetizam a SOD reduzem a produção de 

citocinas pro - inflamatórias e diminuem a expressão de moléculas de adesão em células 

endoteliais (CUZZOCREA et al., 2001).  

Recentemente foi descrito que a apoptose pode ser desencadeada através da inibição 

das vias de sinalização associada à manutenção de sobrevivência das células.  Em leucócitos, 

incluindo neutrófilos, uma via de sobrevivência importante é dependente de PI3K/AKT e NF-

kB (PINHO et.al., 2005). Já foi demonstrado que o aumento da geração de H2O2 pela 

administração de SOD diminui a fosforilação de AKT e a ativação de NF-kB. Portanto, o 

potencial de H2O2 para resolver a inflamação depende da sua capacidade em controlar a 

ativação de PI3K e NF-kB e, conseqüentemente a sobrevivência de leucócitos em um modelo 

de artrite induzida por antígeno.  Dessa forma, a produção endógena ou administração 

exógena de ROS desempenha um papel ativo na resolução da inflamação neutrofílica. 

(LOPES et.al., 2011). No entanto o papel de espécies reativas de oxigênio na resolução da 

resposta inflamatória alérgica é pouco compreendido. O entendimento dos mecanismos 

envolvidos na ativação, recrutamento e sobrevivência de eosinófilos em locais de inflamação 

alérgica, pode ser útil para o desenvolvimento de novas terapias farmacológicas para o 

controle de doenças alérgicas.  

Como revisto por STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008, a apocinina tem sido usada 

como um eficiente inibidor do complexo NADPH-oxidase em muitos modelos experimentais 
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envolvendo células fagocíticas e não fagocíticas. O mecanismo de inibição não é totalmente 

conhecido, mas envolve o comprometimento da translocação para a membrana do 

componente citosólico da NADPH-oxidase (Figura 2). Não se sabe muito sobre a cinética da 

apocinina in vivo e seus efeitos colaterais são desconhecidos, no entanto, foi demonstrado que 

a apocinina tem toxidade muito baixa (LD50: 9 g/kg) após a administração oral em ratos.  

 

 

Figura 2. Mecanismo de inibição da NADPH oxidase pela Apocinina. (Adaptado de 

STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008). 
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5.  Modelos experimentais de inflamação alérgica: Asma e Pleurisia 
 
 
 Nas doenças inflamatórias das vias aéreas, diversos tipos celulares como linfócitos, neutrófilos, 

mastócitos e especialmente eosinófilos, desempenham funções importantes (KAY, 2005; 

HOLGATE, 2008). A ativação destas células leva à liberação de mediadores pró-inflamatórios e 

citocinas, como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6), interleucina 

(IL-9), interleucina 13 (IL-13) e fator estimulante de colônia de macrófago-granulócito (GM-

CSF) (KAY, 2006; AFSHAR, 2008; HOLGATE, 2008; NOURI-ARIA & DURHAM, 2008), 

os quais causam aumento da permeabilidade vascular, contração da musculatura brônquica, 

infiltração de células inflamatórias, hipersecreção de muco, hiperreatividade brônquica e, por 

último, remodelamento de tecido.  

Para compreender de maneira mais abrangente a resposta inflamatória alérgica, 

utilizamos inicialmente um modelo experimental de pleurisia alérgica e em seguida um 

modelo de asma alérgica, mais específico e associado a uma doença clínica.  

5.1 Modelo experimental de pleurisia 
 

O modelo de pleurisia foi originalmente desenvolvido em ratos e mais tarde em 

cobaias (SEDGWICK et.al., 1989). Este modelo possibilita a avaliação do extravasamento de 

liquidos, bem como a migração de células, e mediadores químicos como citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias. (DALMARCO et.al., 2002; DALMARCO et.al., 2004; 

SALEH et.al., 1996.)  

Assim como descrito para o modelo de asma alérgica, o antígeno utilizado para 

indução do modelo de pleurisia é a OVA com o adjuvante de hidróxido de alumínio.  No 

modelo da pleurisia admite-se que o sitio primário da inflamação seja a microvasculatura 

subpleural, local onde se iniciará a exsudação e o influxo de células inflamatórias. A partir do 

processo inflamatório induzido experimentalmente, ocorre acumulo de liquido, o qual pode 
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apresentar características de exsudato, com ou sem fibrina, ou transudado. Os mediadores 

envolvidos neste tipo de inflamação são liberados por células residentes ou por aquelas que 

migram para o local do processo inflamatório (PEREIRA, 2006). 

 

5.2 Modelo experimental de asma 
 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, 300 milhões de pessoas de todas as idades, 

em todo o mundo, sofrem de asma. E cerca de 250.000 pessoas morrem de asma anualmente. 

A asma e as doenças alérgicas estão entre os principais problemas de saúde pública em 

ascensão, principalmente, na população infantil (COOPER et al., 2006; PEARCE & 

DOUWES, 2006).  

O modelo de asma em animais tem sido utilizado há mais de um século (KAROL, 

1994). Embora os modelos em ratos e cobaias sejam relevantes, o modelo murino é mais 

usado devido à disponibilidade de ferramentas imunológicas, como linhagens de 

camundongos isogênicos, knockouts e transgênicos; disponibilidade de anticorpos e proteínas 

recombinantes (DIERTRICH et al., 1996; ELIAS et al., 2003). Dentre as linhagens de 

camundongos a mais utilizada para estes modelos é a do camundongo Balb/c, o qual exibe 

uma tendência determinada geneticamente para desenvolver resposta imune do tipo Th2. 

Contudo, a reação inflamatória semelhante à asma e a pleurisia também pode ser induzida em 

camundongos da linhagem C57BL/6, mesmo tendo menor perfil Th2 (SCHORDER & 

MAURER, 2007).   

O procedimento freqüentemente utilizado em modelos animais é a indução de um 

estado alérgico, frente ao uso de antígeno conhecido, como a ovalbumina (OVA) associado ao 

alúmen (hidróxido de alumínio). O alúmen é o adjuvante amplamente usado para a indução da 

síntese de anticorpos, particularmente da classe IgE. A administração de antígenos protéicos 
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associado ao alúmen resulta em imunidade mediada por células e formação de anticorpos, 

dependente de células T (no caso, células Th2) (BREWER et al., 1999; KIPS et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Justificativa 
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Dentro do processo inflamatório, para que haja um mínimo de dano tecidual um 

programa de resolução precisa ser ativado. Assim, o entendimento das vias específicas 

envolvidas na permanência de leucócitos no tecido seria de grande interesse para o 

desenvolvimento de estratégias capazes de interferir com o processo inflamatório. Isso seria 

importante, também, para o controle de diversas doenças, tais como doenças autoimunes 

(GOULDING et al., 1998), fibrose cística (CONESE et al., 2003), lesões provenientes de 

isquemia e reperfusão de tecidos (SOUZA et al., 2002, SOUZA et al., 2003) e sepse 

(ALDRIDGE, 2002). 

Estudos anteriores demonstraram o papel de ROS como mediadores pró-inflamatórios, 

mas o papel de ROS na fase de resolução é pouco compreendido. Em nosso grupo de pesquisa 

foi verificado que o aumento da formação de H2O2 parece estar envolvido em alguns 

parâmetros anti-inflamatórios, é interessante estudar essa via no contexto da permanência de 

leucócitos na resposta inflamatória alérgica.  

Neste contexto, foi proposto neste trabalho que o mecanismo que poderia contribuir 

para o adiantamento da resolução da resposta inflamatória seria a indução de apoptose de 

eosinófilos pela formação de H2O2 pela administração de SOD exógena. 
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Objetivo geral 

 

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a importância da formação de ROS com 

enfoque na via de formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) para o acúmulo (permanência) 

de leucócitos em modelos de resposta inflamatória alérgica.  

 

Objetivos específicos: 

 
- Estudar a cinética da resposta inflamatória envolvida na pleurisia alérgica e verificar o efeito 

da administração exógena da superóxido dismutase (SOD) na manutenção de eosinófilos na 

cavidade pleural e na resolução da resposta inflamatória em camundongos selvagens. 

 

- Estudar a cinética da resposta inflamatória envolvida na asma em camundongos selvagens e 

investigar o efeito da administração exógena da superóxido dismutase (SOD), da catalase e 

H2O2 na manutenção de eosinófilos no espaço bronquioalveolar e na resolução da resposta 

inflamatória. 

 

-Verificar se a administração exógena de SOD, catalase e H2O2 estão envolvidas na apoptose 

de eosinófilos. 
 

- Investigar como ocorre a resposta inflamatória em camundongos gp91phox-/-deficientes na 

produção de ROS pela NADPH oxidase no modelo de asma. 

  

- Investigar a produção de ROS na resposta inflamatória envolvida na asma induzida por 

antígeno (ovalbumina) em camundongos selvagens e gp91phox-/-. 

 

- Investigar se espécies reativas de nitrogênio estão envolvidas na resolução da resposta 

inflamatória após indução de asma em camundongos. 

 

- Verificar o efeito do tratamento com apocinina na manutenção da resposta eosinofílica no 

modelo de asma induzida por antígeno (ovalbumina) em camundongos. 
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Estratégia experimental 
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Para responder as perguntas propostas neste trabalho, utilizamos estratégias 

farmacológicas como à administração exógena de SOD, catalase, H2O2 e apocinina (inibidor 

da formação de ROS) 24h após a indução por OVA da pleurisia e da asma em camundongos 

selvagens. Dessa maneira, interferindo nas vias de formação de ROS (destacadas em 

vermelho) demonstradas no esquema abaixo: 

 

 
Figura 3. Esquema das vias de formação de espécies reativas de oxigênio.  
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Metodologia 
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Comissão de ética: 

 
O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de ética em experimentação animal 

(CETEA) sob o protocolo de pesquisa número 218/11. 

 

 Animais: 

 
 Neste estudo utilizamos camundongos C57Bl/6 obtidos no Centro de Bioterismo do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-

ICB/UFMG). Os camundongos gp91phox-/- e INOS-/- foram adquiridos no biotério mantido pelo 

nosso grupo de pesquisa (Laboratório de Imunofarmacologia). 

 

 Drogas e reagentes 

 
Superóxido Dismutase de Eritrócito Bovino (SOD), Catalase, Albumina de Soro 

Bovino Metilada (mBSA), Albumina de Soro Bovino (BSA) e ovalbumina foram adquiridos 

da Sigma (St. Louis, MO). 2´,7´ Diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCF-DA) 

(Invitrogen), 4,5 Diaminofluoresceína diacetato (DAF-2DA) (Invitrogen) e dihidrorodamina-

123 (DHR-123) (Invitrogen).  

 

 Modelo de Pleurisia induzida por antígeno: 

 
Camundongos foram imunizados por via subcutânea nos dias 1 e 8 com 0.2 mL de 

uma solução contendo (5mg de ova em 10ml de PBS) 100 μg de Ova e 170 μL de hidróxido 

de alumínio (Reheiss, Dublin, Ireland). Foram desafiados pela administração intrapleural de 

antígeno (ovalbumina) ou salina sete dias após a sensibilização.  O lavado da intrapleural foi 

realizado para se obter leucócitos presentes na cavidade pleural. Após sacrifício nos tempos 
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determinados (intervalos de 12 a 96 h após o primeiro desafio intrapleural), a cavidade pleural 

de cada animal foi exposta o lavado foi feito através da injeção de duas alíquotas de 1 mL de 

PBS gelado, injetadas e recolhidas 3 vezes cada uma com uma pipeta de Pasteur, obtendo-se 

1,7 – 2,0 mL de volume final recuperado do lavado. O líquido recolhido do lavado foi 

centrifugado em tubos de 5 mL a 4°C, por 5 minutos, a uma velocidade de 1500 rpm, 

formando um pellet de células utilizado para contagem total e diferencial de células (Figura 

4). 

 

  

 

Figura 4. Delineamento experimental. Esquema do protocolo de sensibilizações e 

desafios aplicados para camundongos no modelo experimental de pleurisia.  

 

Modelo de asma induzida por antígeno: 

 
Camundongos foram imunizados por via intraperitoneal com 0.2 ml de uma solução 

contendo 100 μg de OVA em hidróxido de alumínio a 2%.  Foram desafiados pela 

administração intranasal de antígeno (OVA) ou salina (grupo controle) 9, 10 e 11 dias após 
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sensibilização (Figura 5). Os protocolos de sensibilização e desafio foram realizados de 

acordo com KUROWSKA-STOLARSKA et.al., 2008. 

 O lavado broncoalveolar (LBA) foi realizado para se obter leucócitos presentes no 

espaço alveolar. Após sacrifício nos tempos determinados (intervalos de 12 a 96 h após o 

primeiro desafio intranasal), a traquéia de cada animal foi exposta novamente e canulada com 

um catéter de polipropileno de 1,7 mm. O lavado foi feito através da injeção de duas alíquotas 

de 1 mL de PBS gelado, injetadas e recolhidas 3 vezes cada uma, obtendo-se 1,7 – 2,0 mL de 

volume final recuperado do lavado. O líquido recolhido do lavado foi centrifugado em tubos 

de 5 mL a 4oC, por 5 minutos, a uma velocidade de 1500 rpm, formando um pellet de células 

utilizado para confecção de lâminas em citocentrífuga para posterior contagem total e 

diferencial de células.  Ao término do lavado bronco-alveolar, os pulmões dos animais foram 

perfundidos com 5 mL de PBS 1x pelo ventrículo direito do coração, para remoção de sangue 

do leito vascular pulmonar, e imediatamente extraídos para análise histopatológica. 

 

Figura 5. Delineamento experimental. Esquema do protocolo de sensibilizações e desafios 

aplicados para camundongos no modelo experimental de asma. 
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Tratamento 

 
Os camundongos foram tratados com SOD, H2O2, catalase, apocinina ou veículo após 

uma resposta inflamatória significativa. As dosagens foram determinadas através de 

experimentos de dose resposta. 

 

Contagem total dos leucócitos 

 
Alíquotas de 10µL do lavado pleural ou brônquio-alveolar foram diluídas em líquido 

de Turk, na proporção de 1:10, sendo que a contagem total dos leucócitos foi realizada em 

câmara de Neubauer, com o auxílio de microscópio óptico (aumento de 40x) e contador 

manual. Os resultados foram expressos como número de células x 104 /cavidade. 

 

Contagem diferencial dos leucócitos  

 
As lâminas para contagem inicial foram preparadas por citocentrifugação de uma 

alíquota do lavado pleural ou brônquio-alveolar (citospin; Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, 

Pennsylvania, USA). As células foram examinadas em microscópio óptico através da objetiva 

de imersão em óleo (aumento de 100x), sendo contadas 100 células por lâmina diferenciando-

se 3 tipos celulares, neutrófilos, eosinófilos e monucleares. A quantificação de cada tipo 

celular presente na cavidade articular foi calculado pela percentagem dessas células contadas 

nas lâminas e pela quantidade de células totais obtidas na contagem total. Os resultados foram 

expressos como número de neutrófilos x 105 /cavidade. 
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Técnica histológica 

 
O pulmão foi isolado e imerso em formol tamponado a 10%, para fixação durante 24 

horas. Esses tecidos foram desidratados e incluídos em blocos de parafina. Cortes de 6 µm de 

espessura foram dispostos em lâminas de microscopia. As lâminas foram coradas segundo a 

técnica de coloração de hematoxilina e eosina. 

 

Caracterização morfológica da apoptose 

 

Caracterização morfológica foi realizada como rotineiramente realizado no laboratório 

(PINHO et al., 2005). Brevemente, as células que foram recuperadas após o estímulo 

inflamatório, tratados ou não com SOD, foram citocentrifugadas, fixadas e coradas com May-

Grunwald-Giemsa e contadas usando microscópio para determinar a proporção de células 

com morfologia apoptótica. 

 

-Caracterização bioquímica da apoptose: 

 

A medida do número de células apoptóticas foi realizada através de citometria de 

fluxo (usando Becton Dickenson FACScan e CELL quest software). Para isso, utilizamos 

uma marcação com anexina-V-FITC, que liga-se a fosfatidilserina exposta na superfície das 

células apoptóticas e  iodeto de propídio, como uma forma de excluir da amostra células que 

tenham perdido a integridade de membrana. A marcação com anexina-V-FITC foi 

considerada em células positivas para GR-1- FITC. 
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Determinação da produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio por 

fluorimetria: 

 

 Para avaliar a participação de espécies reativas na resolução do processo inflamatório 

alérgica, utilizaram-se os marcadores 2´, 7´ Diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCF-DA) 

(Invitrogen), 4,5 Diaminofluoresceína diacetato (DAF-2DA) (Invitrogen) e dihidrorodamina-

123 (DHR-123) (Invitrogen).  

 Espécies reativas de oxigênio (ROS) foram mensuradas com auxílio da sonda 2´-7´ 

diclorodihidrofluoesceína diacetato (DCF-DA), que é permeável à membrana celular e não-

fluorescente. Na presença de ROS, este composto é oxidado no interior da célula e produz um 

composto fluorescente, 2´, 7´- diclorofluoresceína (DCF), que permanece intracelular 

(SRIVASTAVA et al., 2009).  

 O diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2DA) é um reagente permeável à 

membrana celular que permite a determinação de NO intracelular. Essa metodologia baseia-se 

na capacidade do NO de oxidar o reagente 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2), que não é 

fluorescente para uma forma fluorescente. O marcador DAF-2DA é desacetilado e convertido 

a 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2) por meio da ação de esterases citoplasmáticas. O DAF-2 

não é permeável à membrana celular permanecendo, portanto, no interior das células. Em pH 

fisiológico, DAF-2 é relativamente não fluorescente. No entanto, na presença de NO e 

oxigênio, um produto fluorescente é formado, o triazolofluoresceína (DAF-2T). A medida da 

fluorescência é feita pela leitura da amostra no fluorímetro e é proporcional à concentração de 

NO nas células (HAVENGA et al., 2001; STRIJDOM et al., 2004).  

 A capacidade para gerar ROS e peroxinitrito (ONOO-) foi avaliada utilizando a sonda 

dihidrorodamina 123 (DHR-123). A DHR-123 é uma substância que se acumula na célula e é 
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oxidada, na presença de ROS e peroxinitrito, dando origem à rodamina 123 (R-123), que é 

uma substância fluorescente (SRIVASTAVA et al., 2009). 

 As células foram obtidas do lavado broncoalveolar e foram incubadas, separadamente, 

com as sondas DCF-DA (20 µM), e DHR-123 (5 µM), por 30 minutos, em estufa a 30ºC. Esta 

etapa do experimento foi realizada ao abrigo da luz, pois os marcadores são fotossensíveis. A 

leitura da fluorescência foi realizada em espectrofotômetro de fluorescência (Synergy 2, 

BIOTEK) com comprimentos de onda de excitação e emissão de 480 e 530 nm, 

respectivamente.  

 

Análises estatísticas 

 

Os dados foram apresentados com média + SE. A análise da diferença entre dois ou 

mais grupos foi ealizada, respectivamente, pelo teste t-student e ANOVA seguida do pós-teste 

Newman-Keuls. A significância estatística foi estabelecida em p<0,05. 
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Primeiramente, verificamos como ocorre o processo de resposta inflamatória após 

indução da pleurisia alérgica em camundongos e para isso administramos o antígeno (OVA) 

na cavidade pleural de camundongos C57/BL6 sensibilizados previamente com esse mesmo 

antígeno. Os grupos considerados como controle deste experimento foram sensibilizados com 

ovalbumina e desafiados com salina estéril. Observou-se um acúmulo de leucócitos no 

período de 12 à 48 horas (Figura 6A). A resposta inflamatória foi caracterizada por um 

acúmulo de neutrófilos 12 horas após o desafio que estava completamente resolvida após 24 

horas (Figura 6B). Após a 24ª hora do desafio houve um aumento do acúmulo de eosinófilos e 

a resolução da resposta inflamatória eosinofilica iniciou-se com 48 horas e após 72 horas do 

desafio antigênico o número de eosinófilos estava semelhante ao de animais não desafiados 

com antígeno (Figura 6C). Além disso, observamos que não houve diferença significativa na 

quantidade de células mononucleares, durante todo o período analisado (Figura 6D). 
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Figura 6. Cinética do recrutamento de células inflamatórias no modelo de pleurisia 

alérgica.  Número de células totais (A), neutrófilos (B), eosinófilos (C) e mononucleares (D) 

12, 24, 48 e 72 horas após indução da pleurisia alérgica em camundongos selvagens. Os 

animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram considerados como grupo 

controle do experimento. ND: Não detectado. Os resultados são apresentados como média ± 

erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. * P<0,05 quando comparados à animais 

do grupo controle (PBS). 
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Após verificar como ocorre a cinética da resposta inflamatória no modelo de pleurisia 

alérgica, o foco do nosso estudo foi verificar o efeito da administração exógena de SOD na 

manutenção de eosinófilos na cavidade pleural. Para este experimento inicial, duas doses 

diferentes de SOD foram testadas. Os resultados mostraram que a injeção de SOD na dose de 

3mg/kg 24 horas após o desafio, tempo no qual havia um grande acúmulo de eosinófilos, 

diminuiu o número de eosinófilos na cavidade pleural (figura 7A). Essa diminuição do 

número de eosinófilos foi coincidente com um aumento do número de células apoptóticas 

(Figura 7B). 

 

 

 

Figura 7. Tratamento com SOD reduz o numero de eosinófilos e aumenta os eventos 

apoptóticos no modelo de pleurisia alérgica. Número de eosinófilos (A) e eventos 

apoptóticos (B), após tratamento com superoxido dismutase (SOD; 3mg/kg ou 1mg/kg) ou 

veículo (ovalbumina). * P< 0,05 quando comparados aos animais tratados com veículo. Os 

resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada 

grupo.  
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Diante dos resultados obtidos no recrutamento de células no modelo de pleurisia 

alérgica e após verificar que SOD induz apoptose de eosinófilos e consequente resolução da 

resposta inflamatória, o próximo passo foi estudar o efeito do tratamento com SOD em um 

modelo de doença, a asma. Inicialmente, fizemos uma injeção intratraqueal do antígeno 

(ovalbumina) em camundongos C57/BL6 sensibilizados previamente com esse mesmo 

antígeno. Os grupos considerados como controle deste experimento foram sensibilizados com 

ovalbumina e desafiados com salina estéril. No experimento de cinética observou-se 

resultados semelhantes aos encontrados no modelo de pleurisia. A resposta inflamatória foi 

caracterizada por um acúmulo de leucócitos no período de 12 à 48 horas (Figura 8A). Houve 

um aumento do número de neutrófilos até 12 horas após o desafio antigênico (Figura 8B). 

Após a 24ª hora do desafio a resposta neutrofilica foi resolvida e houve um aumento do 

acúmulo de eosinófilos. A resolução da resposta inflamatória eosinofilica iniciou-se com 48 

horas e, após 72 horas do desafio antigênico, o número de eosinófilos estava semelhante ao de 

animais não desafiados com antígeno, ou seja, a resposta inflamatória estava resolvida. 

(Figura 8C). Além disso, observamos que não houve diferença significativa na quantidade de 

células mononucleares, que se mantiveram constantes durante todo o período analisado 

(Figura 8D).  
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Figura 8. Cinética do recrutamento de células inflamatórias no modelo de Asma. 

Número de células totais (A) neutrófilos (B), eosinófilos (C) e mononucleares (D) 12, 24, 48 e 

72 horas após indução da asma através do antígeno ovalbumina em camundongos selvagens. 

Os animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram considerados como grupo 

controle do experimento. * P< 0,05 quando comparados aos animais do grupo controle (PBS). 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada 

grupo. 
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Para verificar como ocorre a produção de ROS na inflamação alérgica, foi realizado 

um lavado broncoalveolar nos períodos iniciais e resolutivos da resposta inflamatória (12, 24, 

48, 72 e 96 horas após o desafio com antígeno) após a indução de asma em camundongos 

selvagens. Posteriormente medimos a intensidade de fluorescência emitida pelas células, após 

marcação com a sonda DCF-DA específica para ROS e comparamos à cinética de 

recrutamento de eosinófilos (Figura 9). Os resultados mostraram que em camundongos 

selvagens a produção de ROS acontece simultaneamente e à cinética de recrutamento de 

eosinófilos, aumenta consideravelmente 24 horas após o desafio com o antígeno, e diminui a 

partir de 48horas(Figura 9). O mesmo procedimento foi realizado em camundongos gp91phox-/- 

e estes foram comparados aos camundongos selvagens (Figura 10). Interessantemente, nos 

camundongos gp91phox-/- a produção de espécies reativas de oxigênio é significativamente 

menor quanto comparada aos camundongos selvagens (Figura 10). Estes dados juntos com a 

cinética de recrutamento de eosinófilos em gp91 phox-/- mostrados na figura 8, demonstram um 

atraso na resolução da resposta inflamatória na ausência de ROS.  
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Figura 9. Cinética da produção de espécies reativas de oxigênio e recrutamento de 

eosinófilos na asma em camundongos selvagens. Após indução da asma, foi realizado o 

lavado broncoalveolar.  Foi realizado a citocentrifugação das células e posterior contagem de 

eosinófilos (barras). Além disso, foi feito uma marcação com a sonda DCF-DA e 

posteriormente a medição da intensidade de fluorescência das células que estavam 

expressando ROS foram analisadas por um fluorímetro (linha). Animais que receberam salina 

durante o desafio e que, consequentemente não desenvolveram a doença, foram considerados 

o grupo controle (PBS). Valores expressos como média ± EPM. Oneway ANOVA seguida do 

teste Newman-Keuls. 
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Figura 10. Cinética da produção de espécies reativas de oxigênio no modelo de asma, em 

camundongos selvagens e em camundongos gp91phox-/-. Após indução da asma, foi 

realizado o lavado broncoalveolar em camundongos selvagens (Wild type- WT) e em 

gp91phox-/-. Foi feito uma marcação com a sonda DCF-DA e posteriormente a medição da 

intensidade de fluorescência das células que estavam expressando ROS foram analisadas por 

um fluorímetro. Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 

animais em cada grupo. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 



56 
 

 

Após verificar que ROS participa da resolução natural do processo inflamatório e tendo em 

vista que o tratamento com SOD reduziu o número de eosinófilos e aumentou os eventos 

apoptóticos no modelo de pleurisia alérgica, o próximo passo foi verificar se a administração 

exógena de SOD ou H2O2 implicaria em um aumento na morte de eosinófilos por apoptose no 

espaço bronquioalveolar de camundongos após indução da asma. Foram feitos tratamentos 

com superóxido dismutase (SOD; 3mg/kg), SOD mais catalase (CAT; 1,2 mg/kg) e H2O2 

(0.5mM). Foram considerados como controles dos tratamentos com SOD e H2O2: 

- Animais que receberam salina durante o desafio e o tratamento não desenvolveram a doença 

(PBS).  

- Animais que receberam o antígeno durante o desafio e desenvolveram a doença mas foram 

tratados com salina (ASMA). 

- Animais que receberam o antígeno durante o desafio e desenvolveram a doença e foram 

tratados com SOD + catalase (SOD+CAT). 

Observou-se uma redução no número de eosinófilos na cavidade broncoalveolar em 

animais que receberam o tratamento com SOD ou H2O2 quando comparados ao grupo não 

tratado (ASMA). Em contraste, animais que receberam SOD concomitantemente com a 

catalase, tiveram um resultado semelhante aos não tratados (Figura 11A).  A resolução da 

inflamação induzida pelo tratamento com SOD (Figura 11B e 12C) ou H2O2 (Figura 11B e 

12D) foi acompanhada pelo aumento de eosinófilos apoptóticos avaliados morfologicamente.  

Além disso, a apoptose de eosinófilos foi demonstrada bioquimicamente através da análise de 

citometria de fluxo, que revelou um aumento na expressão de anexina-V FITC+ Gr-1 nas 

células dos camundongos que receberam tratamento com SOD e H2O2 (Figura 11C).  
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Figura 11. Tratamento com SOD ou H2O2 reduz a quantidade de eosinófilos e aumenta 

os eventos apoptóticos em camundongos selvagens após indução de asma. Porcentagem 

de eosinófilos (A) e eventos apoptóticos (B) na cavidade broncoalveolar nos camundongos 

após injeção de ova (veículo), superoxido dismutase (SOD; 0,3mg/kg), ou SOD mais catalase 

(CAT; 1,2 mg/kg) ou H2O2 (0.5 mM) 24 horas depois da indução da asma.  Após 48 horas do 

desafio foi realizado o lavado broncoalveolar, a citocentrifugação das células e posterior 

contagem diferencial de eosinófilos e eventos apoptóticos.( C) células expressando anexina-V 

FITC+ Gr-1.* P< 0,05 quando comparados aos camungongos que receberam veículo 

(ASMA). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais 

em cada grupo. 
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Figura 12. Figuras representativas dos tipos celulares presentes no lavado bronco-

alveolar de animais PBS (A) ASMA (B) SOD (C) H2O2 (D). Ausência de inflamação, células 

mononucleares (A), infiltrado de eosinófilos normais (seta preta) (B), eosinófilos em apoptose 

(seta vermelha) (C, D). 100x Escala: 50 µm 
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Análises histopatológicas mostram que em camundongos não tratados (ASMA) ocorre uma 

inflamação moderada perivascular e peribronquiolar (Figura 13B), e intensa infiltração 

bronquiolar e alveolar de células inflamatórias (Figura 13C). No entanto, camundongos que 

receberam o tratamento com SOD (aumento da produção de H2O2 endógeno) apresentaram 

uma inflamação leve e focal (Figura 13D) e camundongos que receberam H2O2 diretamente, 

resolveram a inflamação (Figura 13E).  Quando foi realizada a administração de SOD 

concomitantemente com a Catalase, não houve resolução, ocorreu uma inflamação multifocal 

e pronunciada (Figura 13F). 
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Figura 13. Tratamento com H2O2 resolve a inflamação no modelo de asma. 

Fotomicrografias de secções do pulmão de animais PBS (A), ASMA (B-C), SOD (D), H2O2 

(E) e SOD+CATALASE (F). H&E. Pulmão com aspecto histológico normal (A). Inflamação 

moderada perivascular e peribronquiolar (B). Intensa infiltração bronquiolar e alveolar de 

células inflamatórias (C). Inflamação leve e focal (D). Resolução do processo inflamatório 

(E). Inflamação multifocal e pronunciada (F). 100x. Escala: 50 µm 
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Para reafirmar a importância do ROS produzido pela NADPH oxidase no processo 

inflamatório, foi realizado um experimento de cinética utilizando camundongos gp91 phox-/-, 

deficientes na subunidade gp91 da NADPH oxidase, portanto não produzem ROS por esta 

via. Ovalbumina foi administrada na cavidade broncoalveolar de camundongos C57/bl6 

(grupo ASMA), gp91 phox-/- sensibilizados previamente com esse mesmo antígeno. Os animais 

do grupo PBS foram imunizados com ovalbumina e receberam a administração de salina 

estéril. O lavado broncoalveolar para análise das células foi realizado com 72 e 96 horas após 

o desafio antigênico. Observou-se que os animais gp91 phox-/-  não resolveram a inflamação de 

neutrófilos (Figura 14A ) e eosinófilos (Figura 14B), quando comparados aos grupos controle 

ASMA e PBS, que resolvem com 72h.  
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Figura 14. Cinética do recrutamento de células inflamatórias no modelo de asma em 

camungongos gp91phox-/-.Número de neutrófilos (A) eosinófilos (B), 72 e 96 horas após 

indução da asma em camundongos selvagens (ASMA), deficientes na produção de ROS 

(gp91phox-/-). Os animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram considerados 

como grupo controle do experimento. * P< 0,05 quando comparados aos PBS. Os resultados 

são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 

A B 
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As análises histopatológicas do tecido pulmonar mostraram que camundongos selvagens 

(WT) e gp91phox-/-, apresentam infiltrados inflamatórios perivasculares e peribronquilares 

evidentes com 48 horas de inflamação (Figura15B e 15C). Com 72 horas a inflamação já 

apresenta-se leve e focal no camundongo selvagem (Figura 15D). Em contraste, no 

camundongo gp91phox-/- a inflamação cronifica-se e é focalmente extensa (Figura 15E). 

 

 

 

Figura 15.  Fotomicrografias de secções do pulmão de animais PBS (A), WT (B e D) e 

Gp91phox-/- (C e E). H&E. Pulmão com aspecto histológico normal (A). Infiltrados 

inflamatórios perivasculares e peribronquilares evidentes (asteriscos) (B) e (C), 48 horas. 

Inflamação leve e focal (D). Inflamação crônica focalmente extensa (E), 72 horas. 100x. 

Escala: 50 µm 
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Para reafirmar nossos resultados obtidos com animais gp91phox-/-, foi realizado um 

tratamento intranasal com um inibidor da NADPH oxidase, a apocinina na dose de 10 mg/kg. 

Os resultados mostraram que camundongos que receberam tratamento tiveram a resposta 

inflamatória prolongada quando comparados aos não tratados (WT) (Figura 16). 
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Figura 16.  Tratamento com apocinina no modelo de asma em camundongos selvagens. 

Apocinina foi administrada 24horas depois da indução da asma na dose de 10 mg/kg. Após 24 

horas, foi realizado o lavado broncoalveolar , a citocentrifugação das células e posterior 

contagem diferencial de eosinófilos. * P< 0,05 quando comparados aos camundongos não 

tratados (WT). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média de 4-6 

animais em cada grupo. 
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Para investigar se espécies reativas de nitrogênio participam da resolução da resposta 

inflamatória no modelo de asma alérgica, verificamos o acúmulo de eosinófilos em 

camundongos INOs -/- (deficientes na produção de óxido nítrico) 72 horas após a indução da 

doença e em camundongos selvagens, 48 e 72 horas após a indução da doença. Observou-se 

que camundongos INOs-/- apresentam acúmulo de eosinófilos semelhantes aos camundongos 

selvagens (Figura 17). Além disso, medimos a intensidade de fluorescência emitida pela 

células na presença de óxido nítrico através da sonda 4,5 Diaminofluoresceína diacetato 

(DAF-2DA) e peroxinitrito através da sonda dihidrorodamina-123 (DHR-123), 48 horas após 

a indução da doença. Os resultados mostraram que não tem diferença significativa na 

produção de peroxinitrito (Figura 18A) ou oxido nítrico (Figura 18B) quando comparados ao 

controle (PBS). Esses dados sugerem, então, que RNS não são essenciais para resolução da 

resposta inflamatória alérgica.  
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Figura 17. Cinética de eosinófilos na resposta inflamatória no modelo de asma em 

camungongos selvagens e INOs-/-. 48 e 72 horas após indução da asma em camundongos 

selvagens (ASMA), e 72 horas após indução da asma em camundongos deficientes na 

produção de NO (INOs-/-). Os animais que receberam salina estéril (PBS) no desafio foram 

considerados como grupo controle do experimento. * P< 0,05 quando comparados aos 
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camundongos selvagens (ASMA). Os resultados são apresentados como média ± erro padrão 

da média de 4-6 animais em cada grupo. 

 

 

 

 
 

 

Figura 18. Produção de espécies reativas de nitrogênio no modelo de asma em 

camundongos selvagens. Após indução da asma, foi realizado o lavado broncoalveolar em 

camundongos selvagens. Foram feitas marcações com as sondas DAF e DHR-123 e 

posteriormente a medição da intensidade de fluorescência das células que estavam 

expressando NO e ONOO- respectivamente. Animais que receberam salina durante o desafio 

e que, consequentemente não desenvolveram a doença, foram considerados o grupo controle 

(PBS). * P< 0,05 quando comparados aos PBS. Os resultados são apresentados como média ± 

erro padrão da média de 4-6 animais em cada grupo. 
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Discussão 
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Nas últimas décadas a prevalência e gravidade de doenças alérgicas aumentaram 

significativamente em ambientes urbanos. A asma e as doenças alérgicas estão entre os 

principais problemas de saúde pública em ascensão, principalmente, na população infantil 

(COOPER et al., 2006). Atualmente, existem duas principais categorias de fármacos 

utilizados no tratamento da asma: broncodilatadores e anti-inflamatórios. Apesar da ampla 

utilização e de aliviarem parte dos sintomas da asma, fármacos broncodilatadores 

desempenham sua função da forma desejada quando estão em associação com substâncias 

anti-inflamatórias. Essa combinação é a terapia mais eficiente para o tratamento da asma e 

atua de forma sinérgica. (CORRÊA et.al, 2008). Mesmo com as diferentes abordagens 

terapêuticas existentes para o tratamento da asma, a terapia atual ainda é inadequada e a 

grande maioria apresenta uma série de efeitos colaterais como: risco aumentado de náuseas, 

dor de cabeça, arritmias cardíacas,  convulsões,  osteoporose e, em crianças, distúrbios 

metabólicos graves que levam à alteração do crescimento e comportamento (BARNES, 2004; 

RANG et al., 2004; LAZAAR & PANETTIERI, 2004; LEATH et al., 2005; 

WANNMACHER, 2006; BARNES, 2006). Existe, consequentemente, uma grande 

necessidade de novas moléculas mediadoras que atuem de forma mais específica nas 

diferentes fases do processo asmático, suas sinalizações e produtos inflamatórios produzidos, 

e que não apresentem os efeitos adversos e  indesejáveis das terapias atuais (CORRÊA et.al., 

2008). A fim de buscar futuras estratégias terapêuticas para o tratamento de doenças 

inflamatórias alérgicas, investigamos no presente trabalho o papel desempenhado pelas 

espécies reativas de oxigênio na resolução inflamatória no  modelo de pleurisia alérgica e 

asma. Estudos anteriores demonstraram o papel de ROS como mediadores pró-inflamatórios, 

mas o papel de ROS na fase de resolução é pouco compreendido. 
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Nossos resultados mostraram que espécies reativas de oxigênio são importantes para 

resolução da resposta inflamatória eosinofílica através da indução de apoptose de eosinófilos. 

Esta conclusão é apoiada pelos seguintes achados: (1) O aumento de ROS através do 

tratamento com SOD ou H2O2 diminuiu o número de eosinófilos e, consequentemente, 

aumentou o número destas células em apoptose nos modelos de pleurisia alérgica e asma. (2) 

A produção de ROS em camundongos gp91phox-/- foi significativamente menor quando 

comparada aos camundongos selvagens e ocorreu um atraso na resolução da resposta 

inflamatória no modelo de asma. 

De fato, já foi descrito que sob condições de estresse oxidativo, a superóxido 

dismutase (SOD) age como um sistema de defesa celular endógeno que degrada superóxido 

(O2-) em oxigênio e peróxido de hidrogênio (H2O2). H2O2 tem sido demonstrado induzir a 

apoptose em células epiteliais (HUSSAIN et.al., 2010), células endoteliais (FANG et.al., 

2010), células de hepatócitos humanos (KIM et.al., 2010) miócitos (ZHANG et.al., 2011). 

Dados recentes mostram que o tratamento com catalase, que degrada H2O2, atrasa a resolução 

da inflamação e em contraste, a administração de SOD, que gera H2O2, acelera a resolução da 

inflamação resultando em um maior número de neutrófilos apoptóticos. Além disso, 

camundongos gp91phox-/- tiveram um atraso na resolução da inflamação neutrofílica e este 

processo foi revertido pela administração exógena de H2O2 em um modelo de artrite induzida 

por antígeno (LOPES et.al., 2011).  

Em termos gerais nossos dados demonstraram um papel fundamental para ROS como 

um mediador pró-resolutivo, não investigamos aqui os mecanismos e as vias de sinalização 

pelos quais ROS induzem a apoptose de eosinófilos, mas sugerimos que a inibição de vias de 

sinalização ligadas à sobrevivência de leucócitos podem estar associadas a este processo. 

Como demonstrado por nosso grupo de pesquisa, a inibição de vias de sobrevivência da 

PI3K/NF-kB por H2O2 promove a apoptose de neutrófilos (LOPES et.al., 2011). Estudos 
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recentes demonstraram que a utilização de inibidores específicos de PI3Ks, wortmannin e 

LY294002 levam a uma redução do número de eosinófilos na cavidade pleural. E esta 

redução está associada à um aumento no número de células em apoptose na pleura. (PINHO 

et.al., (2005). Além disso, a inibição das vias de PI3K/Akt e NF-kB por AMP cíclico promove 

a resolução da pleurisia alérgica através da apoptose de células inflamatórias (SOUSA et.al., 

2009). Outras vias moleculares que podem modular a sobrevivência e morte de leucócitos nos 

locais de inflamação incluem a cascata das MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

(LELEKOV-BOISSARD T et.al., 2009) e CDK (ciclinas dependentes de quinases). A 

inibição seletiva de CDK através do inibidor AT7519 promove a resolução da pleurisia 

alérgica através da apoptose de eosinófilos e aumenta o número de macrófagos contendo 

corpos apoptóticos na cavidade pleural in vivo (ALESSANDRI et al., 2011).  A via 

mitocondrial é outra via importante na apoptose e pode ser ativada por diferentes estímulos, 

incluindo espécies reativas de oxigênio, radiação e agentes quimioterápicos. Altas 

concentrações de ROS induzem a formação de poros na membrana de mitocôndrias e 

desacopla a transferência de elétrons resultando em apoptose. (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2006). Através dos poros ou da ruptura de sua membrana externa, a 

mitocôndria libera compostos apoptogênicos como o citocromo c (cit c). Uma vez no citosol e 

na presença de ATP, o cit c se liga ao fator 1 de ativação de protease apoptótica (Apaf-1) e 

induz a oligomerização do complexo APAF-1-cit c denominado apoptossomo. Este complexo 

recruta e ativa pró-caspase 9, esta por sua vez, ativa caspase-3 e em resposta aos sinais pró-

apoptóticos promove a apoptose. Além de proteínas que podem desencadear ou aumentar a 

ativação de caspases, mitocôndrias também liberam proteínas pró-apoptóticas, como o fator 

de indução de apoptose (AIF) e endonuclease G (Endo G). Estas proteínas estão envolvidas 

na fragmentação do DNA cromossômico e subsequente condensação, um dos traços 
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característicos morfológicos da morte celular programada (JIANG et.al., 2004; HOTCHKISS 

et.al., 2006). 

Como revisto por STEFANSKA & PAWLICZAK, 2008, a apocinina tem sido usada 

como um eficiente inibidor do complexo NADPH oxidase em muitos modelos experimentais 

envolvendo células fagocíticas e não fagocíticas. O mecanismo de inibição não é totalmente 

conhecido, mas envolve a translocação do componente citosólico p47 phox do complexo 

NADPH oxidase para a membrana. Neste trabalho foram realizados tratamentos com 

apocinina em camundongos selvagens após a indução da asma e os resultados mostraram que 

camundongos que receberam tratamento tiveram a resposta inflamatória prolongada quando 

comparados aos não tratados (WT), reforçando nossos resultados anteriores, que ROS é 

importante para resolução da resposta inflamatória alérgica. 

  Além de ROS, espécies reativas de nitrogênio (RNS do inglês: reactive nitrogen 

species), como o óxido nítrico (NO), participam do processo inflamatório nas vias aéreas de 

pacientes asmáticos. A função do NO depende da sua concentração e da sua interação com 

biomoléculas e proteínas. O NO reage com oxigênio e ROS formando nitrito, nitrato e 

espécies reativas de nitrogênio como peroxinitrito (ONOO-) (MORCILIO et al., 1999; 

FOLKERTS et al,. 2001; ANDREADIS et al., 2003). NO tem sido demonstrado estar 

envolvido na regulação da apoptose: pode prevenir ou induzir a apoptose dependendo do tipo 

celular e da concentração em que é produzido (CHUNG et al., 2001). Em nosso estudo, 

verificou-se que na ausência da produção de NO por iNOS não houve modificação da 

resolução de eosinófilos. Além disso, a produção de peroxinitrito ou oxido nítrico no 

camundongo após a indução de asma não tem diferença significativa com relação ao controle 

(PBS). Estes estudos iniciais nos sugerem que RNS não são essenciais na fase resolutiva da 

resposta inflamatória no modelo de asma, entretanto, para melhor entender o papel de RNS, 
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necessita-se fazer um estudo mais aprofundado do acúmulo de leucócitos nos animais INOs 

além de fazer dosagem RNS em tempos variados da resposta inflamatória. 

Importante para o processo de resolução é a participação de macrófagos na fagocitose 

de células apoptóticas. Macrófagos possuem diversas funções, bem como um fenótipo 

diferente compatível com o seu ambiente inflamatório (MARTINEZ et.al., 2008).  Já foi 

descrito que macrófagos apresentam capacidade de proliferar, secretar quimioatraentes para 

células T e B, apresentar antígenos e participar de outros aspectos resolutivos como a geração 

de lipoxinas pró-resolutivas que são importantes na fagocitose de células apoptóticas em um 

modelo de peritonite induzida por zimosan (MELANIE, 2011). Entretanto, o fenótipo de 

macrófagos nos tecidos em diferentes fases da resposta inflamatória (início versus resolução; 

resposta adaptativa versus lesão tecidual) ainda é pouco compreendido (STABLES et.al., 

2011). Em consonância, nossos dados mostram que o número de macrófagos apresenta-se 

constante tanto na fase inicial como na fase resolutiva da inflamação alérgica. No entanto, são 

necessários mais estudos para caracterizar os fenótipos e a o papel dos macrófagos que estão 

presentes durante toda resposta inflamatória alérgica e após resolução induzida pelo aumento 

de espécies reativas de oxigênio. 

A perpetuação da resposta inflamatória alérgica pode levar a hiperreatividade 

brônquica e causar lesões, como fibroses, irreversíveis no tecido pulmonar. Assim, é muito 

importante que ocorra a resolução da inflamação para a volta da função do órgão. Foram 

feitas análises histopatológicas do pulmão de camundongos que receberam o tratamento com 

SOD e H2O2 e houve uma resolução da inflamação no modelo de asma alérgica. Este 

resultado é de fundamental importância uma vez que o retorno do tecido ao seu estado natural 

é necessário para a manutenção de sua função e integridade. 
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Em conclusão nossos achados sugerem que a administração exógena ou a geração endógena 

de H2O2, pode induzir a resolução da inflamação in vivo em modelos de resposta inflamatória 

alérgica através da indução de apoptose nos eosinófilos. Esses resultados podem ser 

relevantes como futuras estratégias terapêuticas para o tratamento de doenças inflamatórias 

que se tornam crônicas devido a não resolução eosinofílica.  
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