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RESUMO 

 
Farnesi, TS.  Avaliação do efeito imunomodulatório de agonistas de PPAR-γ no 
recrutamento eosinofílico. [dissertação]. Uberaba: Universidade Federal do Triângulo 
Mineiro; 2011. 
 
 

Eosinófilos são células essenciais nos processos inflamatórios alérgicos e 
parasitários, além de ser uma das principais células que expressam o receptor 
ativador de proliferação de peroxissomos-gama (PPAR-γ). Os ligantes de PPAR-γ 
regulam negativamente as células do sistema imune inato e adaptativo e excelentes 
resultados vêm sendo obtidos em diferentes modelos de doenças inflamatórias, 
sugerindo que estes ligantes possam ser utilizados como agentes terapêuticos em 
diferentes doenças. No entanto, há poucos estudos que avaliam o efeito destes 
ligantes e a relação com os eosinófilos e os processos alérgicos. Portanto, no 
presente estudo foram utilizados agonistas PPAR-γ, 15d-PGJ2 e rosiglitazone (RGZ), 
a fim de avaliar seus efeitos no recrutamento eosinofílico e na regulação da 
eosinopoiese em um modelo de eosinofilia. Camundongos C57Bl/6 wild type 
(C57Bl/6 WT) e C57Bl/6 knouckout para o gene da inteleucina-17 (C57Bl/6 IL-17-/-), 
receberam um implante de clara de ovo coagulada pelo calor (EWI), que induz uma 
inflamação eosinofílica. Transcorrido 15 dias os animais foram pré-tratados com 
diferentes doses de 15d-PGJ2 (100, 300 e 1000 µg/kg, de 12-12 hs, s.c.) e RGZ (1, 3 
e 10mg/kg, de 24-24hs, v.o.), 30 minutos antes do desafio alergênico com 
ovalbumina (10ug/animal i.p.), sendo, então, avaliado o efeito destes fármacos no 
recrutamento eosinofílico 48hs após o desafio. As citocinas (IL-5, IL-33, IL-17 e IL-
23) além da IgE, foram mensuradas, por ELISA, a partir do lavado peritoneal e do 
soro, respectivamente. De acordo com os resultados foi possível determinar que a 
15d-PGJ2 reduziu significativamente o recrutamento eosinofílico para a cavidade 
peritoneal (300 e 1000ug/kg), no entanto, apenas a dose de 1000ug/kg foi capaz de 
diminuir a eosinopoiese na medula. O RGZ também mostrou efeito similar, sendo a 
dose efetiva de 10mg/kg. A síntese de IL-5 foi diminuída após tratamento com 15d-
PGJ2 (1000ug/Kg) e RGZ (10mg/Kg) corroborando com a inibição do recrutamento 
eosinofílico, pois a IL-5 age seletivamente na linhagem eosinofílica, promovendo a 
eosinopoiese, recrutamento, ativação e sobrevida dos eosinófilos. Interessante que 
a  IgE diminuiu apenas com a administração de 1000ug/Kg de 15d-PGJ2. Neste 
modelo de eosinofilia também foi observado a diminuição na síntese de IL-33, IL-17 
e IL-23. Os animais IL-17-/- submetidos à cirurgia não conseguiram montar uma 
resposta alérgica, demonstrando a importância desta citocina na montagem do 
quadro inflamatório alérgico. Ambos os agonista de PPAR-γ conseguiram modular a 
resposta eosinofílica, diminuindo a síntese tanto de citocinas específicas da resposta 
Th2  e de outros perfis, como do Th17, sendo a modulação da IgE foi observada 
apenas com a utilização de 15d-PGJ2(1000ug/Kg). Com isso, nossos resultados 
sugerem que os agonistas de PPAR-γ, principalmente a 15d-PGJ2, pode ser uma 
boa estratégia terapêutica em desordens mediadas por eosinófilos. 
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ABSTRACT 

 
Farnesi, TS. Evaluation of the immunomodulatory effect of PPAR-γ agonists in the 
eosinophilic recruitment. [dissertation]. Uberaba (BR): Universidade Federal do 
Triângulo Mineiro; 2011. 
 
 

Eosinophils are essential cells in the allergic and parasitic inflammatory 
processes, as well as one of the main cells expressing the Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-gamma (PPAR-γ). The PPAR-γ ligands negatively regulate the 
cells of the innate and adptative immune system and present excellent results in 
different models of inflammatory diseases, suggesting the use these ligands as 
therapeutic agents in different diseases. However, few studies have  evaluated the 
effects of these ligands and the relationship with eosinophils and the allergic process. 
Thus, in this study we used the PPAR-γ ligands, 15d-PGJ2  and rosiglitazone (RGZ), 
in order to evaluate the effects in the eosinophilic recruitment and the regulation of 
eosinopoiesis in an eosinophilic model. C57Bl/6 wild type (C57Bl/6 WT) and C57Bl/6 
knouckout  for interleukin-17 (C57Bl/6 IL-17-/-), received a subcutaneous implant of 
heat-coagulated egg white (EWI), that induced an eosinophilic inflammation. After 15 
days the mice were received a pretreatment with different doses of 15d-PGJ2 (100, 
300 and 1000 µg/kg, of 12-12 hs, s.c.) and RGZ (1, 3 and 10mg/kg, of 24-24hs, v.o.), 
30 minutes before allergenic challenge with ovalbumin (10ug/animal i.p.), and so 
evaluated the effects of these drugs on eosinophilic recruitment, 48 hours after 
challenge. The cytokines (IL-5, IL-33, IL-17 and IL-23) and IgE were measured by 
ELISA, from the peritoneal fluid and serum, respectively. According with results were 
possible determinate 15d-PGJ2 significantly reduced eosinophil recruitment to the 
peritoneal cavity (300 and 1000ug/kg), however only the dose of 1000ug/kg was able 
to down-regulate the bone marrow eosinopoiesis. The RGZ also showed similar 
effect, and the effective dose was 10mg/kg. The synthesis of IL-5 was decreased 
after treatment with 15d-PGJ2 (1000ug/Kg) and RGZ (10mg/Kg) corroborating with 
the eosinophilic recruitment, since IL-5 acts selectively on the eosinophilic lineage, 
promoting eosinopoiesis, recruitment, activation and survival of the eosinophils. 
Interesting, the serum IgE was decreased only after the administration of 1000ug/Kg 
of 15d-PGJ2. In this eosinophilia model, decreased synthesis of IL-33, IL-17 and IL-
23 was also observed. The IL-17-/- transgenic mice subjected to surgery failed to 
develop an allergic response, showing the importance of this cytokine to mount an 
allergic inflammatory response. Both PPAR-γ agonists are able to modulate the 
eosinophilic response, decreasing synthesis of Th2 specifics citokynes and citokynes 
of others profiles, as Th17, and the IgE modulation were observed only with the use 
of 15d-PGJ2 (1000ug/Kg). Thus, our results suggest that PPAR-γ agonists, mainly 
15d-PGJ2, could be a good therapeutic strategy for eosinophil-mediated disorders. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O sistema imune é dividido em dois tipos de respostas: a imunidade inata 

e a adquirida. A imunidade inata é responsável pelas respostas iniciais e atua 

basicamente da mesma forma para as sucessivas e diferentes infecções, já a 

imunidade adquirida consegue diferenciar pequenas características entre os mais 

diversos antígenos, sendo mais específica do que a inata, por ativar mecanismos 

efetores humorais e celulares específicos. Entretanto, quando este sistema não 

funciona adequadamente pode levar a ocorrência de algumas doenças, que 

produzem uma reatividade alterada e conseqüente um dano maior ao organismo, 

sendo denominadas de hipersensibilidades, como é o caso das doenças alérgicas 

(BRUGIOLO, 2010; PONTE, RIZZO e CRUZ, 2007; WILLS-KARP E HERSEY, 2003; 

SANTOS, 2008). 

As hipersensibilidades foram classificadas, de acordo com Coombs e Gell, 

em quatro tipos (MAJNO e JORIS 2004; AVERBECK et al., 2007), de acordo com os 

mecanismos envolvidos (Tabela 1):  

1) a hipersensibilidade imediata ou do tipo I, que é caracterizada por uma 

reação que se estabelece imediatamente após o contato com o alérgeno, sendo 

mediada por imunoglobulina E (IgE), que ativa mastócitos, basófilos e eosinófilos; 

2) a hipersensibilidade tipo II ou reações por anticorpos citotóxicos, nas 

quais os anticorpos reagem com receptores ou antígenos associados à superfície da 

célula, levando ao dano tecidual, disfunção do receptor, ou ambos;  

3) a hipersensibilidade tipo III ou reações por imuno-complexos, nas quais 

o dano é mediado por complexos imunes circulantes formados devido ao excesso de 

antígenos  e;  

4) a hipersensibilidade tipo IV, tardia ou celular, na qual os processos 

inflamatórios são iniciados por células T, ocorrendo sem a presença de anticorpos 

(WILLS-KARP E HERSEY, 2003; SANTOS, 2008; MAJNO e JORIS, 2004). 
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Tabela 1 – Classificação das Reações de Hipersensibilidades, de acordo com Coombs e Gell 

Hipersensibilidade mediada por Anticorpo 

Hipersensibilidade 

mediada por 

Célula 

Tipo I Tipo II Tipo III Tipo IV 

Hipersensibilidade 

Imediata mediada 

por IgE 

Resposta Imune 

Humoral Citotóxica 

Resposta Imune 

mediada por 

imuno-complexo 

Hipersensibilidade 

tardia mediada por 

células T 

- Rinite Alérgica 

- Asma brônquica 

- Citopenia 

induzida por 

drogas 

- Vasiculite por 

imuno-complexo 

- Alveolite alérgica 

exógena 

- Alergia de contato 

- Exantema 

induzido por drogas 

Fonte: Adaptado de AVERBECK et al., 2007. 

 

A hipersensibilidade imediata, comumente chamada de doença atópica ou 

alérgica, não tem relação com a existência obrigatória de um patógeno, podendo, 

então, ser causada por respostas imunes a antígenos ambientais, a presença de 

uma proteína inofensiva, como a ovalbumina, ou a um medicamento, como a 

penicilina (BARRADAS, 2010).  

Vários antígenos que desencadeiam respostas alérgicas são proteínas ou 

substâncias químicas ligadas a proteínas as quais os indivíduos predispostos são 

repetidamente expostos. No entanto, não se sabe por que alguns antígenos induzem 

respostas Thelper 2 (Th2) mais fortes que outros. O que se sabe é que a ativação 

crônica e repetida dos linfócitos T conduz para a via Th2, uma vez que eles próprios 

secretam interleucina-4 (IL-4), a principal citocina indutora de Th2. 

O mecanismo imunopatológico da hipersensibilidade tipo I é comum à 

doenças como a asma brônquica, a dermatite atópica e a rinite alérgica, todas 

caracterizadas por uma reatividade intensa a antígenos ambientais em indivíduos 

previamente sensibilizados, ou seja, expostos a estes antígenos, e com 

predisposição genética a desencadearem respostas humorais e celulares com 

significativos aumentos de anticorpos da classe IgE (MAJNO e JORIS 2004) e 

recrutamento de neutrófilos e eosinófilos, principalmente.  
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As reações de hipersensibilidade imediata induzem, no primeiro contato 

com o alérgeno, à diferenciação dos linfócitos T CD4+ na subpopulação de células 

Th2, com conseqüente produção de citocinas, principalmente IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. 

A polarização em Th2 é dependente de IL-4, que funciona ativando o fator de 

transcrição STAT-6 (do inglês, “Signal Transducer and Activator of Transcription-6”) 

que junto com os sinais dos TCRs (do inglês, T-cell receptors), induzem a expressão 

do fator de transcrição GATA-3, que atua como um regulador-mestre da 

diferenciação deste subtipo (Th2), aumentando a expressão dos genes das citocinas 

IL-4, IL-5 e IL-13, além de bloquear a diferenciação na subpopulação Th1 (JIANG, 

HARRIS e ROTHMAN, 2000; KUPERMAN e SCHLEIMER, 2008). Após a 

polarização das células T naives (”virgens”) para o perfil Th2, as citocinas secretadas 

por este perfil desempenham inúmeras funções. A IL-4 e IL-13 estimulam os 

linfócitos B, para que haja uma troca de classe, com produção de IgE alérgeno-

específica, que se liga aos receptores FcεRI (receptor de alta afinidade para a região 

Fc da Imunoglobulina E) dos mastócitos e basófilos, sensibilizando-os. Em uma 

segunda exposição ao mesmo antígeno, há uma ligação cruzada com os anticorpos 

IgE ligados ao FcεRI  que estão associados a estas células, e as mesmas são 

estimuladas e degranulam-se liberando vários mediadores pré-formados. A IL-5 

ativa e recruta eosinófilos, um tipo de célula abundante em muitas reações de 

hipersensibilidade imediata; a IL-13 está associada ao desenvolvimento de 

hiperesponssividade das vias aéreas por estimular a produção de muco pelas 

células epiteliais e a IL-9 que é um quimioatraente e também ativador de mastócitos 

(BARNES, 2008; RENAULD, 2001). 

As reações de hipersensibilidade imediata consistem basicamente de 

duas reações: (1) as reações de fase imediata ou precoce, que ocorre em segundos 

ou minutos após a reexposição ao alérgeno (AVERBECK et al., 2007) e onde há 

algumas alterações fisiológicas, como aumento da permeabilidade vascular, 

vasodilatação e broncoconstrição da musculatura lisa visceral, formação de pápula e 

halo eritematoso, em decorrência da liberação de vários mediadores como a 

histamina, serotonina, PGD2 (prostaglandina D2), LTC4 / LTD4 (leucotrienos C4 e D4) 

e PAF (fator ativador de plaquetas), principalmente por mastócitos e basófilos; e (2) 

as reações de fase tardia (LPR, do inglês late-phase reaction), normalmente 

posterior às reações imediatas, que ocorrem 8 a 12hs após o contato (AVERBECK 
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et al., 2007), sendo caracterizadas por uma intensa infiltração de neutrófilos, 

basófilos, mas principalmente de células típicas destas reações, os eosinófilos e 

células Th2 (DEMONCHY  et al., 1985; KAY, 1988; FREW e KEY, 1990; SIQUEIRA 

et al., 1997; FACINCONE et al., 1997; MAJNO e JORIS 2004). As reações de fase 

tardia da hipersensibilidade imediata podem ser distinguidas da hipersensibilidade 

do tipo tardia ou tipo IV (DTH, do inglês Delayed-Type Hypersensitivity) por começar 

mais precocemente quando comparada à DTH e por possuir infiltrado inflamatório 

basicamente eosinofílico (DEMONCHY  et al., 1985; FACINCONE et al., 1997), ao 

contrário da DTH que é predominantemente notável a presença de linfócitos com 

perfil Th1 que secretam IFN-γ (interferon-γ) e conseqüentemente ativam macrófagos 

(CHER e MOSMANN, 1987; CZARNOBILSKA et al., 2007). 

Houve um aumento significativo na prevalência de doenças alérgicas nas 

últimas 2 a 3 décadas (YAZDANBAKHSH et al., 2002). Muitas dessas doenças, 

como a asma brônquica e a rinite alérgica, são doenças que possuem alta 

prevalência, principalmente, em países desenvolvidos gerando alto impacto 

socioeconômico (WEISS e SULLIVAN, 2001; ACCORDINI et al., 2008), 

possivelmente explicável pela hipótese da higiene, na qual os indivíduos de países 

desenvolvidos estão expostos à uma baixa variedade de agentes infecciosos 

durante infânica, o que favorece ao aumento das desordens atópicas uma vez não 

há  uma regulação no balanço do desenvolvimento dos perfis Th1 e Th2 (SHEIK e 

STRACHAN, 2004; YAZDANBAKHSH et al., 2002; KRAMER et al., 2009). 

A asma é uma desordem inflamatória crônica (RUSSO et al., 1997; 

DOHERTY e BROIDE, 2007), de etiologia multifatorial (SCHWARTZ, 2009) que 

afeta cerca de 300 milhões de indivíduos ao redor do mundo (BOUSQUET e 

KHALTAEV, 2007; BOUSQUET et al., 2010). É caracterizada por infiltrado 

inflamatório de células Th2, eosinófilos e mastócitos ativados (PASCUAL e PETERS, 

2005; DOHERTY e BROIDE, 2007). A presença recorrente destas células 

inflamatórias e suas secreções nos tecidos culminam com a hiperesponssividade 

aérea (AHR, do inglês Airway Hyperesponsiveness), remodelamento aéreo, 

incluindo fibrose subepitelial e hiperplasia das células caliciformes e das fibras do 

músculo liso (PARK, 2010). Outra atopia normalmente associada à asma é a rinite 

alérgica que também possui alta prevalência, além de apresentar um intenso perfil 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cher%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mosmann%20TR%22%5BAuthor%5D
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inflamatório das reações tardias da hipersensibilidade imediata, principalmente com 

um número maciço de eosinófilos. 

 

 

A HEMATOPOIESE E A EOSINOPOIESE 

 

 

A medula óssea é um tecido altamente especializado e tem por função 

auxiliar na manutenção e desenvolvimento das células-tronco hematopoiéticas 

(PAPAYANNOPOULOU e SCADDEN, 2008), que se auto-renovam, proliferam e se 

diferenciam para então se deslocarem para os tecidos periféricos e exercerem suas 

funções (BRYDER et al., 2006; ABUD, 2010). O estroma medular é formado pelas 

células reticulares, endoteliais, macrófagos, fibroblastos, adipócitos, células 

osteogênicas, células-tronco mesenquimais, citocinas, fatores de crescimento e 

secreção de proteínas da matriz celular (MAJUMDAR et al., 1998; TRAVLOS, 2006; 

WAGEY, 2008; ABUD, 2010). 

A hematopoiese consiste na formação dos elementos figurados do 

sangue (eritrócitos, leucócitos e plaquetas) (PINTO, 2007) e a medula óssea 

representa o principal órgão hematopoiético, sendo essencial para a renovação dos 

elementos sanguíneos como, monócitos, macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, 

linfócitos, eritroblastos, eritrócitos, megacariócitos e plaquetas (TRAVLOS, 2006). 

A hematopoiese é mantida por células-tronco que são auto-renováveis, 

que além de gerarem novas células-tronco, geram um número equivalente de 

células progenitoras (PINTO, 2007), que possuem a capacidade de dar origem a 

todos os elementos hematopoiéticos, tanto de origem mielóide, que se diferenciam 

em granulócitos, eritrócitos, monócitos, células dendríticas e megacariócitos, quanto 

de origem linfóide, representada pelos linfócitos T e B, pelas células natural killer e 

também células dendríticas (BRYDER et al., 2006; TRAVLOS, 2006).  
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De acordo com METCALF (1977; 1993), os progenitores são capazes de 

formar colônias em meio semi-sólido (agar ou metilcelulose) contendo fatores de 

crescimentos hematopoiéticos. Já precursores, formas mais avançadas de 

diferenciação, perderam a capacidade de iniciar o crescimento de colônia em meio 

semi-sólido, mas podem ser distinguidos com base na sua morfologia, nas suas 

reações citoquímicas e na expressão de marcadores imunológicos (WEISSMAN et 

al., 2001; SANTOS, 2008).  

Os principais reguladores da hematopoiese são as diferentes citocinas 

hematopoiéticas (ZHU e EMERSON, 2002), que podem regular de forma geral todas 

as linhagens, induzindo a proliferação celular, como a IL-3 e o GM-CSF (do inglês, 

Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating Factor) (BARRADAS, 2010), ou então 

atuam de forma mais específica promovendo a diferenciação linhagem-específica de 

algumas células, como a eritropoetina ou a trombopoetina (AKASHI, 2000) que 

direcionam a diferenciação para eritrócitos e plaquetas, respectivamente. 

Um dos braços que as células-tronco hematopoiéticas podem originar são 

os precursores mielóides e dentre estes a linhagem eosinofílica. Alguns autores 

questionam essa origem propondo a existência de um progenitor comum a basófilos 

e eosinófilos, com exclusão das outras células granulocíticas e monocíticas, com 

base no padrão de expressão de IL5Rα (do inglês, interleukin-5 receptor-α), receptor 

expresso principalmente em eosinófilo e basófilos, requerido para a ligação 

específica com a IL-5, (DENBURG et al., 1985; TUYPENS et al., 1992 e 

TAVERNIER et al., 1992). No entanto, alguns estudos demonstram que granulócitos 

e monócitos originam-se de um progenitor mielóide comum (ELSAS et al., 2003; 

ROTHENBERG et al., 2005; SANTOS, 2008). 

A eosinopoiese (Figura 1) é um processo de diferenciação celular de 

progenitor a eosinófilo maduro com restrição progressiva do potencial de 

desenvolvimento e capacidade proliferativa (PINTO, 2007). 

A diferenciação das células-tronco hematopoiéticas em progenitores 

mielóides é influenciada por alguns fatores como Slf ou SCF (Stem Cell Factor ou 

ligante de c-kit ou ainda Steel Factor), ligante de Flt-3 (FMS-like tyrosine kinase 3), 

IL-3, IL-11, GM-CSF, eritropoetina e trombopoetina (AKASHI, 2000; OGAWA, 1993; 

PINTO, 2007). A via definitiva de diferenciação eosinofílica começa mesmo com a 
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resposta dos progenitores de granulócitos e macrófagos (GMPs) aos fatores SCF, 

IL-3, GM-CSF e IL-5 (IWASAKI et al., 2005; CLUTTERBUCK et al., 1989; 

SANDERSON, 1992; SINGH e SANDERSON, 1997; DEVEREUX e LINCH, 1988), 

sendo que IL-3 e GM-CSF regulam a eosinopoiese no estágios iniciais e 

intermediários, enquanto que a IL-5 age nos progenitores terminais e nas células 

maduras (SONODA, 1993), atuando na diferenciação terminal, crescimento, 

sobrevida e função dessas células (GIEMBYCZ et al.,1999; BUSSE et al., 2001, 

COFFMAN et al., 1989; SANDERSON, 1992; LEE et al., 1997).  

 

 

Figura 1 – Esquema simplificado da eosinopoiese. As setas em azul indicam as etapas de formação 
dos eosinófilos, enquanto que as citocinas em vermelho são as relacionadas com o processo de 
diferenciação. No final visualiza-se um eosinófilo humano, corado por giemsa, e um eosinófilo murino, 
revelado por reação histoquímica da peroxidase resistente ao cianeto.  
Fonte: PINTO, 2007. 
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O GM-CSF, também aumenta o número de unidades formadoras de 

colônias eosinofílicas responsivas a IL-5, resultando num sinergismo. Além de 

estimular a diferenciação e a proliferação da linhagem eosinofílica, também prolonga 

a vida destas células in vitro (TOMAKI et al., 2002).  

Muito se tem descrito sobre a importância da IL-3 e do GM-CSF na 

hematopoiese, mas pouco se sabe sobre o grau de contribuição destes fatores na 

inflamação eosinofílica. TOMAKI e cols (2002), realizaram experimentos com anti-IL-

3 e com anti-GM-CSF em camundongos com eosinofilia alérgeno-induzida por 

ovalbumina, avaliando a eosinopoiese e a eosinofilia pulmonar e constataram um 

efeito suave no que diz respeito a diminuição da resposta eosinofílica e à 

eosinopoiese, quando comparado com os animais tratados apenas com anti-IL-5. 

O GM-CSF, que é produzido por uma variedade de células, incluindo 

monócitos/macrófagos, fibroblastos, células endoteliais, linfócitos e mastócitos 

(ABUD, 2010) é rotineiramente utilizado em tratamentos clínicos, para a estimulação 

da produção celular (METCALF, 2008). 

A potencial contribuição de outras quimiocinas e citocinas, como a 

eotaxina e a IL-9, para a regulação da eosinopoiese tem sido apreciada de maneira 

crescente (BAGGIOLINI et al., 1997;  RENAULD, 1998).  A eotaxina é um potente e 

específico quimioatraente, atraindo os eosinófilos para os sítios da inflamação e das 

reações alérgicas, além de ser expressa nos sítios hematopoiéticos, promovendo o 

crescimento e diferenciação dos mastócitos (QUACKENBUSH et al., 1998, 1997). 

Após a maturação completa dos eosinófilos, a eotaxina em sinergia com a IL-5 

promove a mobilização seletiva dos eosinófilos e de seus progenitores para a 

corrente sanguínea, com conseqüente migração para os sítios de inflamação 

alérgica (PALFRAMAN et al., 1998; LI et al., 2005). 

Já a IL-9 foi originalmente identificada como um fator de crescimento para 

subpopulações de clones de células T em camundongos (UYTTENHOVE et al, 

1988; TEMANN et al, 2006; DONG et al., 1999; RENAULD, 2001), e é um membro 

da família de citocinas com receptor comum de cadeia γ, incluindo IL-2, IL-4, IL-7, IL-

15 e IL-21 (NOELLE e NOWAK, 2010).  Mais atividades da IL-9 em vários tipos 

celulares foram descritas, incluindo mastócitos, progenitores hematopoiéticos, 

eosinófilos, neutrófilos e células epiteliais aéreas (LONGPHRE et al., 1999; 
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HULTNER e MOELLER, 1990; TEMANN et al., 2006). Além disso, a IL-9 promove a 

produção de IgE pelos linfócitos B (PETIT-FRERE et al., 1993; SOUSSI-GOUNNI et 

al., 2001), e parece promover a proliferação de progenitores eosinofílicos e induzir 

indiretamente a migração dessas células para os pulmões, como sugerido pela 

observação de DONG e cols (1999), em que a IL-9 aumenta a expressão da 

eotaxina e outras quimiocinas pelas células epiteliais pulmonares. De acordo com 

SOROOSH e DOHERTY (2009), as fontes de IL-9 são os mastócitos e os 

eosinófilos, mas a maior fonte são os linfócitos do perfil Th2, uma vez que estudos in 

vivo revelaram que a produção de IL-9 em resposta a um antígeno protéico é 

significativamente reduzida na ausência de células T, além de relatos indicando que 

há uma alta expressão dessa citocina em infecções parasitárias (FALLON et al., 

2000; FAULKNER et al., 1998) e alérgicas (TEMANN et al., 2006). 

A IL-5, uma glicoproteína de 124 aminoácidos, produzida por células Th2 

ativadas e mastócitos, é considerada uma das citocinas mais importantes nos 

quadros alérgicos, uma vez que é responsável pela regulação da diferenciação, 

maturação e expansão dos eosinófilos na medula óssea (KOIKE e TAKATSU, 1994, 

DENBURG et al., 1999; KAY et al., 2003; ZABEAU et al., 2003), bem como na 

potencialização da mobilização destes para o sangue, além de amplificar o 

recrutamento tecidual deste leucócito (FOSTER et al., 2001). Estudos demonstraram 

que a administração intratraqueal de IL-5 é capaz de promover o acúmulo de 

eosinófilos no pulmão de cobaias in vivo e induzir quimiotaxia de eosinófilos em 

Câmara de Boyden in vitro (COLLINS et al., 1995). Outro estudo também demonstra 

que camundongos transgênicos para IL-5, apresentam, naturalmente, elevada 

eosinofilia sanguínea (DENT et al., 1990) e pulmonar (XAVIER-ELSAS et al., 2007), 

em contraste com camundongos deficientes em IL-5, que apresentam baixo número 

de eosinófilos no sangue e nos pulmões mesmo após provocação alergênica 

(FOSTER et al., 1996; SANTOS, 2008). A IL-5 também se mostrou um potente 

estimulante à diferenciação e proliferação eosinofílica em cultura líquida 

(YAMAGUCHI et al., 1990; SANDERSON, 1992).  

A IL-5, como vimos, além de ter um papel central na mediação, na 

proliferação, na diferenciação e na inflamação eosinofílica, parece que sinergiza com 

outra citocina, a eotaxina, nos eventos alérgicos. A eotaxina, uma quimiocina isolada 

primeiramente do lavado broncoalveolar de porco, se liga seletivamente a um 
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receptor (CCR3) altamente expresso em eosinófilos, basófilos e mastócitos, 

contribuindo com a atração de eosinófilos (PAPLINSKA et al., 2007). Estudiosos 

demonstraram que, assim como a IL-5, a eotaxina regula o efluxo de células 

progenitoras da medula óssea (FOSTER et al., 2001), além de possuir papel crucial 

na eosinofilia tecidual, onde a co-expressão destas citocinas resultam em uma 

amplificação sinérgica do número de eosinófilos recrutados para a via aérea com 

aumento concomitante do número de eosinófilos circulantes (MOULD et al., 1997; 

FOSTER et al., 2001). 

 

 

EOSINÓFILOS 

 

 

Os eosinófilos desempenham importantes funções, como células efetoras, 

no mecanismo de defesa contra infecções parasitárias e reações alérgicas 

(ADAMKO et al., 2003; LEMANSKE e BUSSE, 2003; ELSAS et al., 2004; BARNES 

et al., 1988; GLEICH, 1990; BASCOM et al., 1989; KAY, 1985), além de poder 

mediar danos teciduais (ROTHENBERG, 1998), sendo portanto, considerado a 

principal célula efetora do perfil de resposta do tipo Th2. 

Os eosinófilos são granulócitos polimorfonucleares, com núcleo bi-

lobulado, no caso de eosinófilo humano (figura 2B), podendo, em algumas doenças, 

o número de lóbulos aumentar para mais que quatro, e têm de 8-15µm de diâmetro 

(SOKOL et al., 1987; GLEICH et al., 1992; GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999; 

WARDLAW et al., 1995; WELLER, 1991). Já em camundongos o núcleo se 

apresenta em forma de rosca (figura 2A), (PINTO, 2007; SANTOS, 2008). 

Normalmente, constituem de 1 a 3% das células nucleadas do sangue periférico 

humano (IWASAKI  et al., 2005), sendo considerados células com tropismo por 

tecidos, e observadas em locais como o trato respiratório, gastrointestinal, genito-

urinário inferior, pele (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999; ROTHENBERG, 1998; 

WELLER, 1991), timo, linfonodos e baço (BYSTROM et al., 2011). 
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Figura 2 – Foto de Eosinófilos, em A) Eosinófilo maduro de camundongo corado pela técnica de 
peroxidase resistente ao cianeto; B) Eosinófilo maduro humano, corado com Giemsa.  
Fonte: PINTO, 2007. 

 

 

O primeiro relato da existência dos eosinófilos ocorreu, provavelmente, 

em 1846 por T. W. Jones, que observou células sangüíneas contendo grânulos 

grosseiros (JONES, 1993). No entanto, o mais provável é que ele tenha observado 

células da linhagem mais abundante do sangue periférico, os neutrófilos. Sendo 

assim, foi Paul Ehrlich, em 1879, quem observou células com numerosos grânulos 

citoplasmáticos com afinidade por corantes ácidos e as denominou de eosinófilos 

(JONES, 1993). 

Estas células, como anteriormente discutido, originam-se de célula-tronco 

hematopoiética de linhagem mielóide, sendo, a IL-5 importante para a diferenciação, 

proliferação e maturação das mesmas na medula (KAY et al., 2003; ZABEAU et al., 

2003). Quando ativadas são capazes de realizar fagocitose de pequenas partículas 

e bactérias (SANTOS, 2008), porém sua principal função é produzir, armazenar e 

liberar moléculas biologicamente ativas, como proteína eosinofílica catiônica (ECP), 

a proteína básica maior (MBP), neurotoxina eosinofílica, mediadores lipídicos 

(prostaglandinas, leucotrienos e tromboxano A2), fator ativador de plaquetas (PAF) e 

diversas citocinas como o fator de necrose tumoral α (TNF-α), (GLEICH et al., 1993; 

WELLER, 1994; GLEICH, 2000; HOGAN et al., 2008; VALENT, 2009), IL-2, IL-4, IL-

5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-18; TGF-α/β (fator de crescimento tumoral) (KITA, 

1996; ROTHENBERG e HOGAN, 2006). A maioria destas moléculas tem efeito pró-

inflamatório, além de agir sobre o sistema de adesão, na modulação do tráfico 

celular e na ativação e na regulação da permeabilidade vascular, secreção de muco 

e constrição muscular lisa. Alguns estudos indicam que os eosinófilos podem iniciar 

uma resposta imune antígeno-específica, agindo como células apresentadoras de 

antígenos (APCs), processando e apresentando uma variedade de antígenos 

microbianos, virais e parasitários (SHI, 2004) além de expressarem moléculas co-
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estimulatórias MHC de classe II, CD40, CD80 e CD86 (AKUTHOTA et al., 2008; 

WALSH e AUGUST, 2009). Eles também regulam a polarização das células T 

através da síntese de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), uma enzima envolvida no 

metabolismo oxidativo do triptofano, catalizando a conversão do triptofano em 

kynurenina (KYN), um regulador do balanço entre Th1 e Th2 (ROTHENBERG e 

HOGAN, 2006), além de ativar a degranulação de mastócitos e basófilos. As 

funções dos eosinófilos estão sumarizadas na Figura 3 abaixo (ROTHENBERG e 

HOGAN, 2006). 

 

 

Figura 3 – Diagrama esquemático dos eosinófilos e suas funções. 

Fonte: Adaptado de ROTHENBERG e HOGAN, 2006. 

 

O recrutamento dos eosinófilos para sítios de inflamação alérgica 

depende de vários mecanismos para garantir a seletividade (BOCHNER, 2000; 

BOCHNER e SCHLEIMER, 2001; BROIDE e SRIMARAO, 2001). Várias citocinas e 

quimiocinas, incluindo as interleucinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, fator 

estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), e CCL17, têm 

mostrado induzir o recrutamento dos eosinófilos (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999). 

Além da eotaxina fortes evidências envolvem o receptor de leucotrieno B4 (BLTR) 

no recrutamento destas células para a cavidade peritoneal induzido por tioglicolato 

em camundongos (TAGER et al., 2000). 

O recrutamento destas células para o tecido envolve a sensibilização do 

local para produção de quimiotácticos ativados em combinação com moléculas de 
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adesão. A α4β1 integrina expressa nos eosinófilos apresenta-se particularmente in 

vivo (WEG et al., 1993), ligando à VCAM-1 expressa nas células endoteliais do vaso. 

A citocinas do perfil Th2, IL-4 e IL-13, são capazes de reforçar a expressão de 

VCAM-1 e outras moléculas de adesão e rolamento pelas células endoteliais com o 

propósito de facilitar a fixação dos eosinófilos com a superfície do endotélio 

(WELLER et al., 2005). 

Uma característica dos eosinófilos é a presença de muitos grânulos 

ovóides e esféricos, que ocupam aproximadamente 1/5 do citoplasma (GIEMBYCZ e 

LINDSAY, 1999). Quatro tipos de grânulos podem ser encontrados nos eosinófilos: 

os grânulos primários, os grânulos secundários ou específicos, os grânulos 

pequenos e os corpos lipídicos, como observado na Figura 4 (HOGAN et al., 2008; 

EGESTEIN et al., 2001). Durante a maturação da linhagem eosinófilica, mais 

precisamente no estágio de promielócito, já surgem os primeiros grânulos, 

denominados grânulos primários, dentro dos quais já se podem identificar várias 

proteínas como as dos cristais de Charcot-Leyden (EGESTEIN et al., 2001), a 

peroxidase eosinofílica (EPO), fosfatase ácida e arilsulfatase, e outras enzimas 

lisossomais (ZUCKER-FRANKLIN, 1980), sendo estes grânulos precursores dos 

grânulos específicos (HARDIN e SPICER, 1970; GLEICH e LOEGERING, 1984). 

Os grânulos secundários (WARDLAW et al., 1995), têm em seu interior 

quatro proteínas catiônicas citotóxicas: a Proteína Básica Maior (MBP, do inglês 

Major Basic Protein), a Proteína Catiônica Eosinofílica (ECP, do inglês Eosinophil 

Cationic Protein), a Peroxidase Eosinofílica (EPO, do inglês Eosinophil Peroxidase) 

e a Neurotoxina derivada do Eosinófilo (EDN, do inglês Eosinophil Derived 

Neurotoxin) (GLEICH e ADOLPHSON, 1986; WARDLAW et al., 1995; 

ROTHENBERG e HOGAN, 2006). Além das proteínas catiônicas, há relatos de que 

nos grânulos específicos também há metais como o zinco (Zn), enzimas 

lisossômicas, pequenas quantidades de fosfatase alcalina, lecitina e fagocitina 

(GLEICH et al., 1992), fosfolipase, arilsulfatase, β-glucuronidase, ribonuclease e 

catepsina (PINTO, 2007). 
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Figura. 4 - Figura esquemática do eosinófilo. Núcleo bi-lobulado (BLN); Grânulos Primários (1º) 
contendo cristais de Charcot-Leyden; Grânulos Secundários (2º) onde usualmente se encontram as 
proteínas citotóxicas dos eosinófilos, a MBP (proteína básica maior), a ECP (proteína catiônica 
eosinofílica), a EDN (neurotoxina derivada do eosinófilo e a EPO (peroxidase eosinofílica); Corpos 
Lipídicos (LB) que representam o sítio de biosíntese dos mediadores lipídicos; e os grânulos 
pequenos (SG) que armazenam a arilsulfatase B e ácido fosfatase; 5’-LO (5’-lipoxigenase); COX 
(cicloxigenase); LTC4 Sintase (Leucotrieno C4 sintase); AA (ácido araquidônico) 
Fonte: GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999. 

 

Os grânulos pequenos contêm arilsulfatase, responsável pela degradação 

de glicosaminoglicanos (EGESTEIN et al., 2001), fosfatase ácida (PARMLEY e 

SPICER, 1974; DVORAK, 1991), catalase (IOZZO et al., 1982), além de outras 

enzimas. Já os corpos lipídicos são inclusões, de 0,5 a 2µm de diâmetro, ricas em 

lipídios não ligados à membrana, que aumentam em número quando o eosinófilo 

está ativado, sendo a principal fonte de ácido araquidônico (WELLER e DVORAK, 

1985; WELLER et al., 1991). SCHAEFFER e cols (1973) e GINSEL e cols (1990) 

descrevem ainda que os eosinófilos possuem numerosas vesículas secretórias em 

seu citoplasma, que além de conter albumina, servem como compartimento de 

reserva para receptores e outras proteínas que possam ser “solicitadas” 

rapidamente após uma ativação celular (EGESTEIN et al., 2001). 

Embora os eosinófilos estejam envolvidos no mecanismo de defesa do 

hospedeiro contra parasitas (CAPRON, 1992), eles podem induzir e causar 

disfunções e danos aos tecidos dos mamíferos através de uma variedade de 
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mecanismos que incluem a liberação de grânulos derivados de proteínas citotóxicas 

(GLEICH et al. 1988) e a geração de radicais livres (DAVIES et al. 1984). A liberação 

dos grânulos eosinofílicos ocorre gradualmente após estímulos farmacológicos ou 

imunológicos, onde se observa o esvaziamento total ou parcial dos grânulos 

(DVORAK, 1991; LOGAN et al., 2003). 

A Proteína Básica Maior (MBP) corresponde a mais de 50% do total de 

proteínas isoladas nos grânulos secundários e é uma pequena proteína citotóxica 

que consiste em uma cadeia simples composta por 117 aminoácidos (ZUCKER 

FRANKLIN, 1988; SHURIN, 1995). É expressa em dois homólogos diferentes, a 

MBP1 e a MBP2. A MBP1 pode ser detectada nos grânulos de basófilos, apesar de 

bem menos expresso quando comparados com os eosinófilos (ACKERMAN et al., 

1983). Os eosinófilos maduros perdem a capacidade de transcrever o mRNA que 

codifica a MBP, indicando que toda a MBP armazenada nos grânulos foram 

sintetizadas durante os primeiros estágios da eosinopoiese (POPKEN-HARRIS et 

al., 1998). Além disso, a MBP2 é expressa exclusivamente por eosinófilos (PLAGER 

et al., 2006). A MBP tem mostrado ser citotóxica para as vias aéreas e pode ser 

parcialmente responsável pelo dano tecidual associado com o infiltrado eosinofílico 

na mucosa brônquica na asma (FRIGAS et al., 1980; HISAMATSU et al. 1990; 

FURUTA et al. 2005). O efeito citotóxico da MBP é resultado do aumento da 

permeabilidade da membrana através das mudanças que na bi-camada lipídica 

(WASMOEN et al. 1988) culminam com a formação de poros (YOUNG et al., 1986). 

A Proteína Catiônica Eosinofílica (ECP) e a Neurotoxina Derivada 

Eosinófilo (EDN) são ribonucleases e tem mostrado possuir uma atividade antiviral 

(ROTHENBERG e HOGAN, 2006), além de possuírem alto grau de homologia e são 

as únicas em humanos e primatas, não sendo encontradas em outras espécies. 

Depois da síntese dessas ribonucleases, a ECP perde parte da sua atividade de 

ribonuclease, mas adquire atividade citotóxica, enquanto que a EDN permanece 

uma potente ribonuclease (ROSENBERG et al., 1995; BYSTROM e BISHOP-

BARLEY, 2011). A ECP está presente na matriz dos grânulos específicos rodeando 

a MBP, é uma proteína de cadeia simples de polipeptídeos com 16 aminoácidos 

(WARDLAW et al., 1995; WELLER et al., 1991), sendo principalmente produzida 

durante a expansão terminal dos eosinófilos na medula óssea (BYSTROM e 

BISHOP-BARLEY, 2011). Possui atividades não-citotóxicas, como a supressão da 
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resposta T proliferativa e na síntese de imunoglobulinas pelas células B, induz a 

degranulação dos mastócitos e a estimulação da secreção de muco nas vias 

respiratórias e a produção de glicosaminoglicanos pelo fibroblastos humanos 

(VENGE et al., 1999). 

A Neurotoxina Derivada do Eosinófilo (EDN), um outro membro da família 

de multigene RNase A (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999), também é conhecida como 

proteína eosinofílica X (EPX) (SLIFMAN et al., 1986), porque é capaz de induzir uma 

disfunção neurológica, quando injetada no cérebro de coelhos e ratos (GLEICH e 

ADOLPHSON, 1986). Possui alta homologia – 70% - com a ECP, sugerindo que 

estas duas proteínas derivam de um mesmo gene durante o desenvolvimento 

evolucionário (HAMANN et al., 1990). A EDN também tem sido identificada em 

basófilos, células mononucleares e em neutrófilos (ROSENBERG et al., 1989; TEN 

et al., 1991; WILDE et al., 1992).  

Um dos principais grânulos, é a Peroxidase Eosinofílica (EPO), uma 

proteína com 2 cadeias, sendo uma cadeia leve de aproximadamente 15kDa e uma 

cadeia pesada de 2-55 kDa (CARLSON et al., 1985) e  um membro da família das 

haloperoxidases (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999). É uma proteína distinta da 

mieloperoxidase dos neutrófilos e células mononucleares (JONES, 1993), sendo 

localizada na matriz dos grânulos secundários, associada à morte bacteriana. 

Quando combinada com o peróxido de hidrogênio constitui um potente sistema 

bactericida e helminticida, bem como se torna citotóxico para células tumorais e do 

hospedeiro (GLEICH e ADOLPHSON, 1986). Além disso, este mesmo sistema induz 

a degranulação não-citotóxica dos mastócitos e a liberação de histamina 

(HENDERSON et al., 1980), sendo também uma das proteínas utilizadas para a 

identificação dos eosinófilos (TEN et a., 1989). 
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EOSINÓFILOS, ALERGIA E OUTRAS CITOCINAS ENVOLVIDAS 

 

 

Embora a resposta imune Th2 desempenhe um papel crucial na 

montagem e amplificação da inflamação nas doenças alérgicas (NIKAJIMA e 

HIROSE, 2010), existem forte indícios da participação de outros perfis de citocinas 

no processo de desenvolvimento e sustentação desta doença.  

Recentemente uma nova citocina da família IL-1, a IL-33, foi inicialmente 

identificada como um fator nuclear (NF) de vênulas do endotélio (NF-high endothelial 

venule) expresso abundantemente por células endoteliais nos tecidos linfóides 

(BAEKKEVOLD et al., 2003; CARRIERE et al., 2007; SCHNEIDER et al., 2009). 

Posteriormente foi identificada sua expressão em uma variedade de células de 

tecidos estromais, predominantemente na pele, pulmões e sistema nervoso central, 

sugerindo desempenhar um papel fisiopatológico nestes órgãos (STOLARSKI et al., 

2010).  

KUROWSKA-STOLARSKA e colaboradores (2008) demonstraram que 

em animais que foram induzidos à inflamação das vias aéreas com ovalbumina, 

expressaram níveis consideráveis de IL-33 nas células epiteliais pulmonares e em 

macrófagos. Por ser, também, um importante indutor de citocinas Th2 e mediadores 

inflamatórios, a IL-33, pode desempenhar um papel patogênico nas inflamações 

alérgicas, pois foi demonstrado que após ser administrada por via intranasal, em 

animais naive, os mesmos apresentaram eosinofilia e altas concentrações de IL-5, 

IL-13, quimiocinas, IgE, além de aumento da produção de muco bem como 

hiperreatividade das vias aéreas (SCHMITZ et al., 2005; KUROWSKA-STOLARSKA 

et al., 2009; KONDO et al., 2008). Devido a IL-33 estar envolvida com a produção de 

citocinas do perfil Th2, STOLARSKI e cols (2010) demonstraram que em culturas de 

células progenitoras hematopoiéticas esta citocina age diretamente na estimulação 

da diferenciação da linhagem eosinofílica de maneira dependente de IL-5, além de 

estimular as funções dos eosinófilos, e segundo SCHNEIDER et al., 2009, agindo 

também nas atividades dos basófilos quanto a síntese de citocinas como IL-6, IL-13 

e a IL-4, que realçam a adesão, a expressão de integrina, a degranulação e a 
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sobrevida dos basófilos (LIEW et al., 2010). Terapias experimentais com anticorpos 

monoclonais anti-IL-33 demonstraram prevenir a asma em um modelo experimental 

(LIU et al., 2009). Estes achados sugerem que a sinalização promovida pela IL-33, 

tem um papel crucial nas doenças alérgicas inflamatórias. 

Além da participação de linfócitos Th2 nas doenças alérgicas, há também 

os linfócitos T CD4+ produtores de IL-17, que são definidos como uma nova 

subpopulação (Th17), e são comumente relacionados à diversas doenças auto-

imunes e inflamatórias, que não podiam ser completamente explicadas pelo 

paradigma Th1/Th2, como a artrite reumatóide (DUARTE et al., 2010), a 

encefalomielite experimental e a doença inflamatória intestinal (FUJINO et al., 2003; 

PARK et al., 2009). E segundo HARRINGTON e colaboradores (2005) o 

desenvolvimento das células Th17 ocorre independentemente da ativação dos 

fatores transcricionais envolvidos na polarização de Th1 (T-BET, STAT-4, STAT-1) e 

de Th2 (STAT-6 e GATA-3), sendo a presença de IL-23 crucial para o 

desenvolvimento dos linfócitos Th17. A IL-23, um membro da família IL-12, 

demonstra atuar na expansão, na sobrevivência e na manutenção das células Th17, 

indicando que o eixo IL-23-Th17 desempenha um papel chave nas doenças 

inflamatórias, incluindo as doenças atópicas, como a asma (NAKAJIMA et al., 2010). 

Há ainda estudos que demonstram que para a orquestração desta 

subpopulação (Th17) há a participação de outras citocinas. Como a IL-6, 

responsável pela inibição da diferenciação das células T reguladoras (Tregs) e pela 

indução de RORγt, um fator de transcrição requerido para o desenvolvimento de 

Th17 (IVANOV et al., 2006; SONDEREGGER et al., 2008).  A IL-1β e o TGF-β, que 

apesar da literatura indicar ser um fator crucial para diferenciação de Tregs 

(BETELLI et al., 2006), é capaz de  aumentar a expressão de IL-23R, (receptor da 

IL-23), conferindo responsividade à IL-23 (MANGAN et al., 2006).  

A IL-17 age em células teciduais, especialmente em células epiteliais de 

tecidos inflamados (SOUWER et al., 2010). Alguns estudos sugerem que esta 

citocina desempenha um papel na sustentação das doenças alérgicas (SOUWER et 

al., 2010). Em 2001, o grupo de WONG dosou algumas citocinas em pacientes 

asmáticos e controles saudáveis e observaram que o nível plasmático de IL-17 

estava aumentado nos asmáticos quando comparados com os controles. Já MOLET 
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et al. (2001) demonstrou que na saliva e no lavado broncoalveolar de pacientes 

asmáticos o número de células IL-17 positivas é significativamente maior em 

comparação aos controles, além de relatar pela primeira vez, que os eosinófilos das 

vias aéreas destes mesmos pacientes asmáticos também são uma fonte potencial 

de IL-17, sugerindo uma amplificação da resposta inflamatória na doença alérgica. 

 

 

PROSTAGLANDINAS – MEDIADORES LIPÍDICOS 

 

 

Os lipídeos, juntamente com as proteínas, carboidratos e ácidos 

nucléicos, são as principais macromoléculas biológicas. Geralmente apresentam alto 

valor calórico e são os principais constituintes das membranas biológicas e podem 

atuar como mediadores capazes de agir sobre células alvo que apresentam 

receptores específicos (CANAVACI, 2007). 

Os metabólitos oriundos da oxidação do ácido araquidônico, como as 

prostaglandinas, os leucotrienos e o fator de ativação plaquetária (PAF) são 

exemplos de mediadores lipídicos. Com uma ação parácrina estes metabólitos, 

derivados de fosfolipídios presentes na membrana celular ou em compartimentos 

intracitoplasmáticos como os corpos lipídicos, apresentam um importante efeito 

regulatório sobre as células do sistema imunológico (PERES et al, 2005; 

VENKATESH et al., 2006; LANGE et al., 2006; CANAVACI, 2007), através da 

liberação de citocinas e quimiocinas (NICOLETE, 2008). 

O ácido araquidônico, que é um ácido graxo essencial, é liberado a partir 

dos lipídios de membrana e outros ésteres lipídicos pela ação de enzimas como a 

fosfolipase A2 (PLA2). O ácido araquidônico livre pode gerar diversos metabólitos 

biologicamente ativos, chamados eicosanóides (CANAVACI, 2007), basicamente por 

duas vias enzimáticas distintas, que se distribuem de modo variável em células 

diferentes. As prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs) se formam pela via das 

ciclooxigenases (COX) -1 ou -2, ao passo que os leucotrienos (LTs), as lipoxinas 
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(LXs) e os ácidos hidroxieicosatetraenóico (HETE) e hidroperoxieicosatetraenóico 

(HPETE) se formam pela via das lipoxigenases (LOX) (ROCCA e FITZGERALD, 

2002). 

A metabolização do ácido araquidônico pelas lipoxigenases (5-, 12-, 15-

lipoxigenase) sendo a 5-lipoxigenase a mais estudada, leva à síntese dos 

leucotrienos (leucotrieno B4, C4, D4 e E4) que participam de inúmeras doenças 

inflamatórias e/ou alérgicas (BERGER et al., 2007; SHIMIZU, 2009). 

Por terem sido primeiramente descobertas e isoladas no líquido seminal, 

como secreção da próstata, as prostaglandinas foram assim denominadas, sendo 

que o sufixo “glandinas” é associado à glândula. Atualmente sabe-se que as PGs 

estão presentes em todos os tecidos, exercendo várias funções e que após sofrerem 

ciclização pelas ciclooxigenases formam um anel ciclopentano (BELL-PARIKH et al., 

2003).  

A nomenclatura das prostaglandinas descreve dez grupos moleculares 

específicos, designados pelas letras A – J, que se caracterizam por variações nos 

grupos funcionais ligados ao anel ciclopentano. 

A síntese das prostaglandinas a partir do ácido araquidônico livre começa 

pela oxigenação e ciclização de um anel pentano, através da ação das 

ciclooxigenases, levando a formação de um endoperóxido instável, a PGG2, que 

logo é reduzida a PGH2, sob a ação da peroxidase. Prostaglandinas sintases de 

células específicas catalisam a conversão de PGH2 em produtos finais 

biologicamente ativos, como PGE2, PGF2, PGD2, e tromboxano A2 (ROCCA e 

FITZGERALD, 2002; CANAVACI, 2007; ZINGARELLI e COOK, 2005). 

Em geral, as prostaglandinas contribuem para a inflamação, promovendo 

a vasodilatação, extravasamento vascular, dor, podendo regular a diferenciação de 

linfócitos B, e outros perfis, como linfócitos Th17 e T reguladores (CRUZ, 2004) além 

da ativação de células do sistema imune (linfócitos T) durante a resposta 

inflamatória, que são responsáveis pela captura, fagocitose de antígenos e secreção 

de citocinas e quimiocinas. Além disso, as PGs têm efeitos importantes sobre os 

músculos lisos, sistema nervoso, sistema gastrointestinal dentre outros (TSUBOI et 

al., 2002; SCHER e PILLINGER, 2005).  
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Além dos efeitos descritos acima, os mediadores neoformados têm 

múltiplos efeitos, transitórios, vasoativos, quimiotáticos e ativadores sobre leucócitos 

e plaquetas (BARRADAS, 2010). 

A prostaglandina E2 (PGE2) sinergiza nos sítios inflamatórios, com outros 

mediadores solúveis da inflamação como a histamina e a bradicinina induzindo ao 

aumento da permeabilidade vascular e hiperalgesia (USHIKUBI et al., 2000), além 

de ser o principal produto da ciclooxigenase em uma série de processos fisiológicos, 

cujos resultados podem ter efeitos tanto anti quanto pró-inflamatórios (HATA e 

BREYER, 2004). Estudos sugerem que esta PG modula a polarização em Th2, uma 

vez que na presença de PGE2, células dendríticas produzem menor quantidade de 

IL-12, e conseqüentemente menores níveis de IFN-γ são gerados (KAPSENBERG et 

al, 1999; VIEIRA et al., 2000). Outros pesquisadores demonstraram que células 

dendríticas de pacientes alérgicos produzem mais PGE2, do que àquelas 

comparadas dos indivíduos controles (LONG et al., 2004).  

A prostaglandina D2 (PGD2), que é sintetizada em vários tecidos, é a 

principal prostaglandina liberada por mastócitos, e medeia a vasodilatação e/ou 

vasoconstrição, broncoconstrição, inibe a agregação plaquetária, além de modular 

respostas alérgicas e a quimiotaxia de linfócitos Th2 e eosinófilos (ELLIS et al., 

1979; LEWIS et al., 1981; ALVING et al., 1991; ITO, 1989; DUMITRASCU, 1996; 

HERSCHMAN, 1996; MATSUOKA et al., 2000; HIRAI et al., 2001; KANAOKA e 

URADE, 2003). De acordo com MATSUOKA et al. (2000) esta prostaglandina 

parece estar intimamente relacionada ao desenvolvimento de doenças alérgicas, 

uma vez que animais deficientes no receptor para este mediador apresentam 

menores concentrações de IgE após sensibilização e desafio com ovalbumina 

(OVA).  

Estudos recentes demonstraram a descoberta da 15-deoxy-Δ-12,14 –PGJ2 

(15d-PGJ2), uma prostaglandina ciclopentânica,  que exerce efeitos anti-

inflamatórios sobre o sistema imune (SCHER e PILLINGER, 2005; ZINGARELLI e 

COOK, 2005; NAPIMOGA et al, 2008a). A produção das PGs ciclopentânicas está 

relacionada com a reposta celular ao estresse (atividade cicloprotetora) com 

atividade anti-proliferativa (CRUZ, 2004). 
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A síntese da 15d-PGJ2 inicia-se com a ação seqüencial de três enzimas 

(SCHER e PILLINGER, 2005), que culminam com a formação da PGH2 que é logo 

convertida em PGD2 sob a ação de uma enzima específica, a PGD sintase, 

mostrando que a 15d-PGJ2 é derivada da PGD2. A PGD2 sofre, espontaneamente, 

uma desidratação no anel ciclopentano formando a PGJ2.  Mais uma desidratação, 

catalizada pela presença de albumina leva à produção de  Δ-12-PGJ2 e quando não 

há a presença de albumina há a formação da 15-deoxy-Δ-12,14 –PGJ2 (15d-PGJ2) 

(ZINGARELLI e COOK, 2005). Na Figura 5, observamos um esquema da síntese da 

família da PGJ2, com seus principais precursores. 

 

 

 

Figura 5 – Síntese esquemática de 15-deoxy-Δ12,14-PGJ2.  
Fonte: Adaptado de MIWA et al., 2004 
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Uma vez sintetizadas as PGs são liberadas ou exportadas para o espaço 

extracelular, agindo de maneira autócrina ou parácrina (SCHER e PILLINGER, 

2005). 

Apesar de se conhecer os mecanismos intracelulares de ação dos 

agonistas do PPAR-γ, não se conhece ao certo os mecanismos pelos quais a 15d-

PGJ2 entra nas células, mas acredita-se que seja por meio de transporte ativo ou 

então pelo auxílio dos receptores de membrana DP1 e DP2, este último também 

conhecido como CRTH2 (do inglês, Chemoattractant Receptor on Th2 Cells) 

(NARUMIYA e FUKUSHIMA, 1986; SCHER e PILLINGER, 2005). O receptor DP2 

tem sido identificado expresso exclusivamente em células Th2, células T citotóxicas, 

eosinófilos e basófilos (HIRAI et al, 2001), podendo desempenhar um papel na 

inflamação alérgica através da indução do recrutamento quimiotático e/ou ativação 

de células Th2, eosinófilos e basófilos (TANAKA et al., 2004). 

 

 

RECEPTORES ATIVADORES DE PROLIFERAÇÃO DE PEROXISSOMOS (PPAR) 

 

 

Receptores ativadores de proliferação de peroxissomos (PPARs, do 

inglês, peroxisome proliferator-activated receptors) são membros de uma 

superfamília de receptores nucleares (LEMBERGER, 1996; NAPIMOGA et al., 

2008a), que são encontrados em muitos tipos celulares, incluindo células 

musculares lisas vasculares, monócitos, macrófagos, fibroblastos e precursores da 

medula óssea humana (GREENE et al., 1995; BRAISSANT et al., 1996; SCHER e 

PILLINGER, 2005), funcionando como fatores transcricionais que controlam a 

regulação de genes pró-inflamatórios. Há três diferentes isoformas descritas em 

mamíferos, os quais são codificados por diferentes genes além de possuírem 

diferentes promotores, são eles: PPARα, PPARβ/δ e PPAR-γ (MANGELSDORF et 

al., 1995; ZHU et al., 1995; ZINGARELLI e COOK, 2005). As três isoformas 

possuem padrões distintos em relação à distribuição celular e de tecidos. 
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Originalmente, sabia-se que o PPAR-γ era expresso em adipócitos e hepatócitos, 

porém atualmente, o PPAR-γ é encontrado em macrófagos, monócitos, miócitos, 

fibroblastos, células precursoras de medula (BRAISSANT et al., 1996) e linfócitos B 

(PADILLA et al., 2000).  Outras células também expressam o receptor PPAR-γ, 

sendo HARRIS e PHIPPS (2001), os primeiros a relatarem a expressão de PPAR-γ, 

em linfócitos T naives e ativados de camundongos, assim como o estudo de UEKI e 

cols (2003), que identificaram, pela primeira vez, a sua expressão em eosinófilos 

humanos em cultura estimulados ou não com IL-5. 

O PPAR-γ é importante na regulação da proliferação dos adipócitos, 

aceleração da degradação dos leucotrienos, carcinogênese, arteriosclerose, 

inflamação e proliferação celular (ZINGARELLI e COOK, 2005). Acredita-se que o 

PPAR-γ em estado inativado esteja conjugado com proteínas co-repressoras, 

localizado no citoplasma ao invés do núcleo (BISHOP-BAILEY e HLA, 1999). A 

ligação do PPAR e seus agonistas induzem a dissociação do PPAR de seus 

repressores, e permite a interação com co-ativadores (por exemplo; receptores 

esteróides), o que resulta na translocação deste do citoplasma para o núcleo (ZHU 

et al., 1997). O resultado desta translocação é a ativação da expressão ou repressão 

de uma variedade de genes (NEGISHI e KATOH, 2002).  

 

Existem agonistas naturais de PPAR-γ (15d-PGJ2) e também uma grande 

variedade de agonistas sintéticos, sendo que os mais utilizados pertencem a classe 

das drogas antidiabéticas dos glitazones, utilizado no tratamento da diabetes tipo 2 

(YKI-JARVINEN, 2004). Estão incluídas nesta classe drogas como rosiglitazone, 

pioglitazone, ciglitazone e troglitazone. Os glitazones têm função hipoglicemiante 

através da estimulação do receptor PPAR-γ (BERGER et al., 1996). Nos últimos 

anos, entretanto, inúmeros estudos têm demonstrado que os benefícios terapêuticos 

dos agonistas de PPAR-γ vão além do uso contra o diabetes, aumentando a 

evidência do potencial antiinflamatório contra uma variedade de modelos 

experimentais que variam de pancreatite a sepse (BELVISI et al., 2006), reduz 

lesões artríticas e a reabsorção óssea em ratos (KOUFANY et al., 2008), efeito 

antiinflamatório (NAPIMOGA et al., 2008a; ALVES et al., 2011), inibidor da dor 

inflamatória (NAPIMOGA et al., 2008b; PENA-DOS-SANTOS et al., 2009) além de 
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evidências do possível emprego destes agonistas a fim de minimizar a reabsorção 

óssea na doença periodontal (DI PAOLA et al., 2006; HASSUMI et al., 2009) e 

inflamações cerebrais (SAITO et al., 2007). 

PPAR-γ e outros membros dessa superfamília caracterizam-se pela 

necessidade de se ter um ligante antes de sua ativação. Uma vez ativados pelos 

ligantes agonistas, como a 15d-PGJ2 e os glitazones, o PPAR-γ forma um 

heterodímero com o receptor de ácido retinóico (RXR) implicando em três 

mecanismos de repressão dos genes pró-inflamatórios. Estes mecanismos incluem 

o recrutamento de co-ativadores que inibem a ativação de vários fatores de 

transcrição, que promoveriam um aumento na expressão de moléculas de adesão, 

moduladores apoptóticos e mediadores inflamatórios (ZINGARELLI e COOK, 2005), 

como o fator nuclear-κB (NF-κB), ativador de proteína-1 (AP-1), transdutores de 

sinais e ativadores da transcrição (STATs) e fator nuclear de células T ativadas 

(NFAT) (RICOTE et al, 1998a; SCHER e PILLINGER, 2005); incluem, também, a 

capacidade de ligação direta do PPAR-γ-RXR com o NFAT, com as subunidades 

p50 e p65 do NF-κB, com a proteína kinase ativada por mitógeno (MAP-kinase) e 

com a c-Jun kinase amino terminal (JNK), que reprimem a expressão de genes pró-

inflamatórios (ZINGARELLI e COOK, 2005). 

Vários estudos têm demonstrado que a ativação do PPAR-γ pela 15d-

PGJ2 produz efeitos anti-inflamatório. Estudos com monócitos/macrófagos 

demonstraram que o agonista natural do PPAR-γ, a 15d-PGJ2, pode ser a 

responsável pela inibição de genes que codifica IL-1β, TNF-α, iNOS, 

metaloproteinase 2 e ciclooxigenase-2 (JIANG et al., 1998; RICOTE et al., 1998b; 

RICOTE et al, 1999; NAPIMOGA et al, 2008a). Estas observações vislumbram a 

possibilidade dos agonistas de PPAR-γ serem um potencial composto terapêutico 

para o tratamento de doenças inflamatórias. Entretanto, outros estudos não 

conseguiram demonstrar o efeito inibitório da 15d-PGJ2 com relação a expressão de 

TNF-α e IL-6 em culturas de monócitos/macrófagos (THIERINGER et al., 2000). Em 

estudo realizado utilizando o rosiglitazone, um agonista sintético do PPAR-γ, os 

autores não conseguiram reduzir a secreção de IL-8 após estimulação com LPS em 

linhagem celular monocítica, mas observaram a diminuição da expressão de 

metaloproteinase-9 (MMP-9). 
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Em estudo recente, Zingarelli et al. (2007) demonstrou in vitro que os 

agonistas do PPAR-γ, ciglitazone e a 15d-PGJ2, modulam a sinalização intracelular 

em modelo de isquemia e reperfusão. Os autores demonstraram que o ciglitazone 

diminui a ativação do ligante de transcrição do DNA, o fator NF-κB que inibe em 

seqüência a atividade da proteína IKK, fundamental para a transcrição do DNA. Em 

conseqüência desta diminuição, os autores sugerem que devido a inibição do fator 

NF-κB pelo ciglitazone, ocorre a diminuição da síntese de TNF-α e, 

conseqüentemente, reduz a infiltração de neutrófilos, sugerindo uma modulação 

negativa desta citocina e das moléculas de adesão ao nível genético. 

Foi demonstrado que monócitos pré-incubados com rosiglitazone modula 

negativamente a reorganização da polimerização de actina devido a estimulação da 

sinalização de Ca2+ e inibição da fosforilização da via Akt, importante para o inicio do 

processo (SINGH et al., 2005). Dados do nosso grupo de pesquisa têm demonstrado 

que o agonista natural do receptor PPAR-γ, diminui o infiltrado inflamatório, 

especialmente os neutrófilos, devido entre outros fatores, a diminuição da expressão 

de ICAM-1 no endotélio dependente de óxido nítrico (NAPIMOGA et al., 2008a). Em 

outro estudo de nosso grupo, o agonista de PPAR-γ, a 15d-PGJ2, inibiu a dor 

inflamatória através da estimulação da liberação de opióides por macrófagos 

(NAPIMOGA et al., 2008b). Thompson et al. (2007) sugere que o efeito 

antiinflamatório do rosiglitazone é devido à capacidade deste em estimular a 

produção de IL-10 de células dendríticas e linfócitos T CD4+. 

Embora haja, na literatura, a descrição do papel dos PPARs em várias 

doenças inflamatórias, o possível papel dos PPARs na doença inflamatória alérgica, 

como a asma, foi descrito em 2003 (TRIFILIEFF et al., 2003). Com o auxílio de 

técnicas de imunofluorescência de biopsias de tecido broncoalveolar obtido de 

pacientes asmáticos, Benayoun et al. (2001), demonstraram que os eosinófilos e os 

macrófagos são as principais células que expressam os receptores PPAR-γ na 

submucosa broncoalveolar. Além disso, a expressão do PPAR-γ estava aumentada 

nos pacientes asmáticos se comparados aos pacientes que não apresentavam tal 

condição. Ward e colaboradores (2002) demonstraram que a 15d-PGJ2 é capaz de 

induzir a apoptose de eosinófilos de maneira independente de PPAR-gama, 

provavelmente envolvendo o NF-κB. Outro estudo sugere que a ativação de PPAR-γ 

suprime a expressão da COX-2 prevenindo a ativação e a translocação do NF-κB. 
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Além disso, PACIENZA e cols (2010), mostraram pela primeira vez, que a 15d-PGJ2 

tem um efeito regulatório negativo na sobrevida dos progenitores hematopoiéticos. 

Agonista sintético de PPAR-γ, ciglitazone, diminuiu consideravelmente a produção 

de IgE e a eosinofilia, com concomitante diminuição de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 

(WOERLY et al., 2003). 

Atualmente não existem tratamentos inteiramente satisfatórios para a 

asma alérgica, e o controle da doença se baseia no controle dos sintomas e por isso 

os glucocorticóides, que são potentes agentes antiinflamatórios, vêm sendo 

adotados. Além disso, os glucocorticóides também são empregados no tratamento 

da asma e outras doenças inflamatórias crônicas, por inibirem principalmente a 

migração celular (DAS et al., 1997; GETTING et al., 1997). Para se estudar os 

mecanismos envolvidos no recrutamentode eosinófilos em diferentes modelos 

experimentais, pesquisadores têm utilizado glucocorticóides, que são capazes de 

bloquear a liberação e/ou a ação de diferentes mediadores (LAPA e SILVA et al., 

1995; WHELAN, 1996; EUM et al. 1996), interferindo assim no recrutamento 

eosinofílico. Embora os glucocorticóides sejam drogas amplamente usadas para o 

tratamento destas doenças, há pacientes que com a retirada do medicamento 

apresentam uma exacerbação dos sintomas ou ainda desenvolvem um quadro de 

resistência à ação terapêutica dos glucocorticóides (MURPHY et al, 2010), além de 

estarem associados com efeitos sistêmicos adversos (RICHARDS et al., 2010). 

Os agonistas naturais de PPAR-γ, assim como os sintéticos, podem ser 

boas ferramentas terapêuticas na intervenção da asma e doenças alérgicas, uma 

vez que possivelmente possam beneficiar os portadores destas doenças não apenas 

na melhora dos sintomas, mas através da atuação nos mecanismos patológicos, 

como ocorre com o ciglitazone que é capaz de inibir os efeitos das quimiocinas 

liberadas pelas células epiteliais (SERHA e DEVCHAND, 2001), ou seja, age como 

componente antiinflamatório, impedindo a migração celular. 
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IMPLANTE DE CLARA DE OVO COAGULADA: UM IMPORTANTE MODELO DE 

EOSINOFILIA ALÉRGICA 

 

 

Os estudos em modelos animais são essenciais para o melhor 

entendimento fisiológico e imunopatológico das diversas doenças que acometem o 

homem. E é a partir disso que é possível o desenvolvimento de novas e efetivas 

terapias e drogas que auxiliarão o tratamento das mais diversas doenças.  

No entanto, nenhum modelo experimental reproduz todas as 

características das doenças humanas, sendo então freqüentemente questionado 

sobre a validade destes modelos. Em uma doença como a asma alérgica, uma 

doença complexa, esses questionamentos fazem parte da rotina. No entanto, os 

pesquisadores tentam focar nos caminhos que geram a inflamação alérgica através 

da sensibilização e do desafio dos animais com uma variedade de proteínas 

estranhas (BATES et al., 2009), levando ao desenvolvimento das principais 

características da doença, como a resposta imune alérgica, caracterizada 

principalmente pela eosinofilia e pelo aumento de produção de imunoglobulinas 

(EPSTEIN, 2004). 

Os camundongos são a espécie de escolha na indução do modelo de 

alergia, pois eles apresentam algumas características que os tornam viáveis, como 

serem pequenos, o que facilita o manuseio, rápida reprodução além da possibilidade 

de manipulação genética, produzindo animais transgênicos e com deleções gênicas 

(TORRES et al., 2005). Dentre as linhagens de camundongos, a mais comumente 

usada é a BALB/c, uma vez que estes animais exibem uma tendência 

geneticamente determinada para desenvolver uma resposta imune desviada para 

Th2 (BRUGIOLO, 2010). No entanto, LU e cols (2010) encontraram, após indução 

com OVA, inflamação eosinofílica (na medula óssea, sangue e pulmão) semelhante 

tanto na linhagem Balb/C quanto na C57Bl/6. 

Vários protocolos têm sido empregados, mas a maioria dos modelos de 

indução de alergia utiliza uma sensibilização sistêmica com diferentes tipos de 

proteínas associados à um adjuvante, seguida por um período de novo desafio, que 
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consiste na re-exposição do animal frente ao antígeno (ZOSKY e SLY, 2007; 

SCHRÖDER e MAURER, 2007). Um dos antígenos empregados é a proteína 

ovalbumina (OVA), um alérgeno alimentar que apesar de não representar um 

alérgeno pulmonar relevante no homem, é um dos antígenos mais empregados em 

modelos experimentais de alergia, devido a facilidade para sua obtenção e 

capacidade de induzir resposta imune mediante imunização, que é claramente 

mediada por linfócitos Th2 juntamente com infiltrado eosinofílico e alta produção de 

imunoglobulinas OVA-específicas, além da produção de citocinas do perfil Th2, 

como a IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (CASTRO, 2010). Alguns adjuvantes como o hidróxido 

de alumínio são conhecidos por promover o desenvolvimento do fenótipo Th2 

(BREWER et al., 1999), mas há outros, como o adjuvante completo de Freund, que 

promovem uma resposta baseada no perfil Th1, além disso os adjuvantes podem 

levar à exclusão dos modelos animais, uma vez que podem afetar o mecanismos de 

sensibilização dos alérgenos (ZOSKY e SLY, 2007). 

A asma é uma doença pulmonar crônica onde o proeminente infiltrado 

eosinofílico é um dos traços característico da doença (MARTIN et al., 1996). Assim é 

interessante um modelo que mimetize isto. Apesar dos diversos modelos já descritos 

na literatura, todos eles requerem o uso de adjuvantes nas imunizações e alguns 

deles não apresentam a resposta típica da fase tardia da hipersensibilidade tipo I, 

como a que ocorre nos humanos (PRETOLANI e VARGAFTIG, 1993).  

Um modelo experimental descrito por FACINCONE e cols em 1997, o 

modelo de implante de clara de ovo (em inglês, Egg White Implant – EWI), reproduz 

as reações de fase tardia da hipersensibilidade imediata, que é caracterizada por 

recrutamento de leucócitos, principalmente os eosinófilos e células Th2, com síntese 

de imunoglobulina alérgeno-específica, e inflamação, para o local de inoculação do 

antígeno na estimulação alergênica.  

A eosinofilia que se desenvolve é de base alérgica, uma vez que a 

provocação destes animais por via respiratória com ovalbumina 15 dias após a 

cirurgia leva ao desenvolvimento de intensa eosinofilia pulmonar, e ao surgimento de 

hiperreatividade broncopulmonar, que lembram os achados histológicos e funcionais 

da asma humana. 48h após a provocação alergênica com 600 μg de ovalbumina 

intratraqueal, o grupo de animais implantados (EWI) apresentou uma porcentagem 



46 
 

de eosinófilos no lavado broncoalveolar (BAL) bastante elevada (35%), inclusive se 

comparada a um grupo de animais imunizados com ovalbumina - alúmen (10.4%) 

(SIQUEIRA et al., 1997). 

Várias vantagens são descritas para o modelo de EWI: que é um modelo 

de fácil manuseio, barato, de fácil reprodutibilidade em diferentes linhagens de 

diferentes espécies, como em ratos; não requer o uso de adjuvantes ou imunização 

com múltiplos estímulos; o alérgeno persiste por longo período de tempo no animal, 

o que se assemelha à exposição alergênica contínua como a presente no meio 

ambiente, possui um perfil associado ao padrão Th2, induz lesões pulmonares de 

longa duração como as encontradas nos humanos com asma, além de eosinofilia na 

medula óssea (SIQUEIRA et al, 1997; RUSSO et al., 1997). Sendo assim a indução 

da eosinofilia pelo modelo de EWI induz uma sensibilização contra a OVA de longa 

duração, o que torna este modelo de estudo estável no que diz respeito à ao 

recrutamento eosinofílico e à eosinopoiese, uma vez que a eosinofilia está presente 

por mais de 30 dias (CHERAIM et al, 2008). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Os ligantes de PPAR-γ demonstraram regular negativamente as células 

do sistema imune inato e adaptativo, além de apresentarem excelentes resultados 

em diferentes modelos in vivo de doenças inflamatórias, vislumbrando o uso destes 

ligantes como possíveis agentes terapêuticos nas diferentes doenças. Entretanto, 

pouco se sabe sobre o uso destes ligantes e a relação com os eosinófilos e os 

processos alérgicos. 
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3 HIPÓTESE 

 

 

Com base nos dados já descritos, nossa hipótese é de que os agonistas 

sintéticos e naturais de PPAR-γ possuem efeito imunomodulatório sobre a 

eosinopoiese e sobre o recrutamento eosinofílico, sendo também um potencial 

agente terapêutico em doenças inflamatórias mediadas por intenso infiltrado 

eosinofílico. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

 

Confirmar a validade do modelo de eosinofilia quanto ao recrutamento de 

eosinófilos para a cavidade peritoneal à eosinopoiese em camundongos, após os 

mesmos sofrerem um implante subcutâneo de clara de ovo coagulada pelo calor 

(Egg White Implant, EWI), e avaliar se os agonistas de PPAR-γ, a 15d-PGJ2 e 

Rosiglitazone, possuem atividades inibitórias sobre o recrutamento eosinofílico.  

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 

4.2.1 Confirmar a especificidade da resposta à ovalbumina em animais imunizados 

(EWI); 

 

4.2.2 Avaliar se a 15d-PGJ2 e o Rosiglitazone possuem atividade antiinflamatória no 

modelo de EWI; 

 

4.2.3 Avaliar se a administração de 15d-PGJ2 e de Rosiglitazone influenciam na 

liberação de  citocinas, no acúmulo de eosinófilos para a cavidade peritoneal e na 

eosinopoiese destes camundongos; 
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4.2.4 Determinar a curva dose-resposta de ambas as drogas, 15d-PGJ2 e 

Rosiglitazone, através da contagem do número de eosinófilos para o foco 

inflamatório (peritôneo) assim como avaliar a eosinopoiese (medula óssea); 

 

4.2.5 Quantificar as citocinas no lavado peritoneal, pelo método de ELISA; 

 

4.2.6 Quantificar a imunoglobulina IgE no soro destes animais, pela técnica de 

ELISA; 

 

4.2.7 Avaliar o papel da IL-33, da IL-17 e da IL-23 no recrutamento eosinofílico, pela 

técnica de ELISA. 
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5 METODOLOGIA 

 

 

5.1 Aspectos Éticos 

 

 

Todos os procedimentos realizados com os animais estão de acordo com 

as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA 

(ANDERSEN, 2004; MEZADRI et. al, 2004). O Projeto de Pesquisa do presente 

trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade de Uberaba (CEP-UNIUBE) sob o protocolo nº 049/2009 (Anexo A). 

 

 

5.2 Animais Utilizados 

 

 

Neste trabalho foram utilizados camundongos isogênicos machos, da 

linhagem C57Bl/6 selvagem (C57Bl/6 WT) e C57Bl/6 IL17-/-, com peso médio de 20g 

e entre 6 a 8 semanas de idade, sendo que os animias C57Bl/6 WT foram 

provenientes do Biotério Central da Universidade de Uberaba e os animais C57Bl/6 

IL17-/- oriundos do Biotério do Laboratório de Farmacologia da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. Todos os animais foram 

mantidos em condições controladas de temperatura (23 ± 1º C), umidade (55 ± 5%) 

e luz (ciclo claro/escuro 12h), e com alimento e água ad libitum.  

Para o delineamento experimental definimos os seguintes grupos 

experimentais: 
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GRUPOS CONTROLES: 

 

- Animais C57Bl/6 WT operados sem implante de OVA (SHAM) + desafio 

com PBS1. 

- Animais C57Bl/6 WT operados sem implante de OVA (SHAM) + desafio 

com OVA2. 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com PBS. 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA. 

- Animais C57Bl/6 IL-17-/- operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA. 

 

 GRUPOS DE TRATAMENTO COM AGONISTAS DE PPAR-γ: 

 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 100µg/Kg de 15d-PGJ2
3. 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 300µg/Kg de 15d-PGJ2. 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 1000µg/Kg de 15d-PGJ2. 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 1mg/kg de RGZ4. 

                                                           
1 Phosphate Buffered Saline 1x – diluente das drogas 
2 Ovalbumina - 10µg/animal 
3 Agonista Natural de PPAR-γ 
4 Agonista Sintético de PPAR-γ (RGZ = Rosiglitazone) 
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- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 3mg/kg de RGZ. 

- Animais C57Bl/6 WT operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 10mg/kg de RGZ. 

- Animais C57Bl/6 IL-17-/- operados com implante de OVA (EWI) + desafio 

com OVA + 1000µg/Kg de 15d-PGJ2. 

 

 

5.3 Ovalbumina coagulada pelo calor 

 

 

Clara de ovo de galinha liofilizada (ITO AVICULTURA, BRASIL) foi 

dissolvida em água destilada,, a uma concentração final de 100g/L, e dispensada 

45µL por poço em uma placa de 96 poços (4,5mg/well). A coagulação pelo calor se 

deu em microondas (90 segundos a 900W). Os pellets formados foram recuperados 

e desidratados em etanol absoluto por 48hs. Os pellets desidratados foram 

armazenados a temperatura de 4°C até o uso. Os fragmentos de clara de ovo 

coagulada pelo calor foram reidratados em PBS 1x por 2 horas antes da implantação 

nos animais (CHERAIM et al, 2008). 

 

 

5.4 Imunização e Desafio Alergênico 

 

 

A imunização foi avaliada em camundongos Balb/c e C57Bl/6 e C57Bl/6 

IL17-/-, após a aplicação do modelo de implante subcutâneo de clara de ovo 

(ovalbumina) como descrito por Cheraim et al. (2008). 
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No dia 0, os animais foram anestesiados intraperitonealmente, com 

tribromoetanol (250mg/Kg), fez-se uma tricotomia e assepsia no local com álcool 

iodado 0,1% antes da incisão. Uma incisão de aproximadamente 1 cm foi feita, e 

colocou-se um fragmento de ovalbumina coagulada pelo calor no tecido subcutâneo 

do dorso dos animais (sendo estes animais definidos como: Egg White Implant – 

EWI), antes de suturar o corte. Transcorridos 15 dias, uma estimulação alergênica 

foi realizada através administração intraperitoneal de ovalbumina (10ug/animal 

diluída em 200µL de PBS). A concentração de ovalbumina utilizada para a 

estimulação alergênica foi baseada em trabalho prévio (CHERAIM et al., 2008). 

Animais controle foram submetidos à cirurgia sem a inoculação do implante de 

ovalbumina, sendo denominados animais SHAM. A eutanásia dos animais ocorreu 

48 horas após a estimulação alergênica dos mesmos. Sendo que para a definição 

do melhor dia para a eutanásia, fez uma curva de recrutamento eosinofílico em 

24hs, 48hs e 72hs, estabelecendo-se 48hs como o dia em que houve o maior 

recrutamento destas células para a cavidade peritoneal. Na Figura 6 é possível 

observar um esquema simplificado da imunização. 

 

 

Figura 6 – Esquema simplificado do Processo de Imunização e Desafio Alergênico. 

 

 

5.5 Administração dos agonistas de PPAR-γ 

 

 

Para investigar os efeitos dos fármacos aqui empregados sobre a 

migração de eosinófilos induzida pela ovalbumina, a administração das drogas deu-
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se no 15º dia após a imunização dos animais, sendo o esquema de tratamento feito 

da seguinte forma: (a) os animais foram pré-tratados, por via subcutânea, com 

diferentes doses de 15d-PGJ2 (100 µg/Kg, 300 µg/Kg; 1000 µg/Kg) 30 minutos antes 

da estimulação alergênica e a cada 12 horas após, sendo a migração eosinofílica 

avaliada 48 horas após este desafio (Figura 7). Em um grupo de animais utilizou-se 

PBS como controle (veículo do fármaco); (b) o grupo tratado com o agonista 

sintético, rosiglitazone, recebeu, por via oral, também diferentes doses do fármaco 

(1mg/Kg; 3mg/Kg; 10mg/Kg), 30 minutos antes da estimulação e 24 horas após, 

sendo a avaliação da migração eosinofílica realizada 48 horas após o desafio com 

ovalbumina intraperitonealmente (Figura 8). 

 

 

 

Figura 7 – Esquema simplificado do Tratamento com o Agonista Natural – 15d-PGJ2. 

 

 

 

Figura 8 – Esquema simplificado do Tratamento com o Agonista Sintético – Rosiglitazone. 
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5.6 Avaliação da imunomodulação dos agonistas de PPAR-γ no 

modelo de eosinofilia 

 

 

5.6.1 Obtenção das Células do Lavado Peritoneal 

 

 

A eutanásia dos animais foi realizada por deslocamento cervical, sendo a 

cavidade peritoneal lavada com 3mL de PBS acrescido de EDTA, com o auxilio de 

uma seringa de 10mL e agulha 25x7, sendo a contagem total de células realizada 

pelo método de coloração com solução de Azul de Türk, em hemocitômetro manual 

(Câmara de Neubauer). A contagem diferencial foi realizada pelo preparo de 

esfregaços em citocentrífuga (Cytospin® 3; Shandon Lipshaw Inc; Pittsburgh, 

Pennsylvania, EUA), os quais foram submetidos à coloração para peroxidase 

resistente ao cianeto (TEN et al., 1989) e contra-coloração em Hematoxilina de 

Harris sendo as células diferenciadas em microscópio óptico através da objetiva de 

imersão em óleo (aumento de 100x). Uma parte do volume coletado durante o 

lavado foi armazenada a -70°C, para posterior dosagens das citocinas.  

 

 

5.6.2 Obtenção das Células da Medula Óssea 

 

 

Após a eutanásia dos animais, por deslocamento cervical, e assepsia do 

local, os dois fêmures de cada animal foram retirados com auxílio de material 

cirúrgico estéril (pinças e tesouras), e transferidos para uma placa de Petri de 100 

mm de diâmetro (CORNING) contendo meio RPMI 1640 suplementado com 1% de 

soro fetal bovino. O canal medular foi lavado com o meio de cultura contido na placa, 

utilizando-se uma seringa de 10 mL e agulha 25x7. Após esse procedimento, a 
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suspensão celular foi transferida para um tubo de 50 mL (Falcon®), homogeneizada 

e preparada para a contagem pelo método de coloração com solução de Azul de 

Türk, em hemocitômetro manual. 

A contagem diferencial foi realizada pelo preparo de esfregaços em 

citocentrífuga (Cytospin® 3; Shandon Lipshaw Inc; Pittsburgh, Pennsylvania, EUA), 

os quais foram submetidos à coloração para peroxidase resistente ao cianeto (TEN 

et al., 1989) e contra-coloração em Hematoxilina de Harris  sendo as células 

diferenciadas em microscópio óptico através da objetiva de imersão em óleo 

(aumento de 100x). 

 

 

5.6.3 Obtenção de Soro  

 

 

O soro dos animais foi obtido do sangue total colhido através de punção 

do plexo venoso retro orbital, a centrifugação à 1200 rpm por 5 minutos, para a 

separação do soro, e este foi armazenado em eppendorfs e congelados a -70°C 

para posterior dosagem da IgE. 

 

 

5.6.4 Quantificação de Citocinas e Imunoglobulina 

 

 

As citocinas (IL-5, IL-33, IL-17 e IL-23) foram quantificadas a partir de 

alíquotas da suspensão obtida no lavado peritoneal. Já a dosagem de 

imunoglobulina (IgE) foi feita a partir de soro obtido do sangue total dos animais, 

sendo ambas dosagens feitas por ensaio imunoenzimático (ELISA), tipo sanduíche, 

utilizando anticorpos comercialmente disponíveis (R&D Systems e BD OptEIATM, BD 
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Pharmingen, USA). Placas de polipropileno de alta afinidade, com 96 poços de 

fundo chato (Corning Star) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de 

captura (100µL/poço) contra cada citocina e imunoglobulina (anti-IL-5; anti-IL-23; 

anti-IL-33 e anti-IL-17A: R&D Systems e anti-IgE: BD OptEIATM, BD Pharmingen, 

USA) diluídos em tampão de sensibilização e incubadas overnight à 4ºC (IgE) ou em 

temperatura ambiente (demais citocinas). Após a incubação foram feitas sucessivas 

lavagens com tampão de lavagem (tampão fosfato acrescido de Tween20, Sigma, 

St. Louis, MO) e as mesmas foram secadas por inversão. Adicionamos em cada 

poço PBS contendo 1% de BSA (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) e incubamos 

por 2 horas à temperatura ambiente. Após o bloqueio os poços foram novamente 

lavados e secados, seguindo com a adição de 100 µL das amostras coletadas 

previamente para a quantificação. A curva-padrão com as citocinas recombinantes 

possuem 8 pontos, em diluições seriadas, com pico máximo de 100ng/ml (IgE), de 

1000pg/ml (IL-33 e IL-17), de 2000pg/ml (IL-5) e de 2500pg/ml (IL-23). Após a 

incubação da placa contendo as amostras e os recombinantes foram cobertas e 

incubadas por 2 horas à temperatura ambiente o procedimento de lavagem foi 

repetido e adicionado 100 µl em cada poço dos respectivos anticorpos de detecção 

biotinilado, diluídos em tampão de bloqueio na concentração que varia de 100ng/ml 

a 800ng/ml. Percorrido 2 horas de incubação à temperatura ambiente novo ciclo de 

lavagens foi realizado, e em seguida feito a amplificação da reação com adição de 

100 µl de estreptoavidina (streptavidin-HRP) em cada poço por 20 minutos à 

temperatura ambiente ao abrigo da luz. Após novo ciclo de lavagem, foram 

adicionados 100 µl de solução de substrado, contendo H2O2 e tetrametilbenzidina 

(TMB) (BD, Pharmigen, San Diego, CA), e as placas foram incubadas novamente 

por 20 minutos à temperatura ambiente protegido da luz. As reações foram 

bloqueadas adicionando à cada poço 50 µl solução de parada contendo ácido 

sulfúrico (H2SO4) à 0,8%. A densidade ótica foi avaliada utilizando leitor de 

microplacas (Thermoplate TO Reader) em 450 nm e a concentração das citocinas e 

imunoglobulina calculadas a partir da curva-padrão. Todos os procedimentos 

realizados seguiram  as instruções dos fabricantes. 
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5.7 Técnica de Coloração 

 

 

5.7.1 Preparo do Esfregaço e Coloração para Peroxidase Resistente ao 

Cianeto 

  

 

As células oriundas da medula óssea e do lavado peritoneal foram 

citocentrifugadas - citocentrífuga Cytospin® 3 (Shandon Lipshaw Inc; Pittsburgh, 

Pennsylvania, EUA), por 5 minutos a 700rpm. As células presentes nas lâminas 

foram coradas pela técnica descrita e desenvolvida por Ten e colaboradores (1989), 

onde à solução de PBS adiciona-se o cromógeno DAB – diaminobenzidine (Sigma), 

juntamente com cianeto de potássio 600mM (pois a peroxidase do eosinófilo de 

camundongo é a única resistente à adição de cianeto ao sistema) e peróxido de 

hidrogênio à 30%. Este tampão foi adicionado sobre as células e incubado por 

aproximadamente 30 minutos em câmara úmida, em temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Posteriormente as células foram lavadas com PBS e contra coradas 

com Hematoxilina de Harris por 10 minutos. Os eosinófilos corados por esta técnica 

aparecem como células marcadas com um precipitado marrom nos seus grânulos 

cioplasmáticos e um núcleo corado em roxo pela hematoxilina, enquanto as demais 

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

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

entre os eosinófilos e as demais células. 

 

 

5.8 Análise Estatística 

 

 

Os dados foram analisados por uma distribuição normal e depois 

submetidos a One-way Analysis of Variance (ANOVA) seguido de Teste de 
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Bonferroni. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. Os gráficos foram construídos e analisados estatisticamente usando o 

programa GraphPad Prism versão 4 para Windows, sendo os dados expressos em 

média + o desvio padrão. 
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6  RESULTADOS 

 

 

6.1 Padronização do Modelo Experimental para Determinar o melhor 

dia de Análise para Experimentos Posteriores 

 

 

Trabalhos anteriores que padronizaram a técnica de imunização por meio 

de implante de clara de ovo, estabeleceram que o melhor dia para a administração 

de ovalbumina (OVA) intraperitoneal seria o 15º dia após o implante (SIQUEIRA et 

al., 1997), e que a concentração ideal, de OVA, utilizada na estimulação alergênica 

(ou 2º desafio) para a indução da eosinofilia seria de 10ug por animal (CHERAIM et 

al, 2008). Para comprovarem a relação entre a duração da sensibilização induzida 

pelo implante de clara de ovo, e a magnitude da migração eosinofílica seguida do 

desafio, os trabalhos prévios citados desafiaram animais EWI e SHAM com 

ovalbumina (10ug/animal) em diferentes tempos (15, 21 e 30 dias) e definiram o 15º 

dia como dia de maior migração de eosinófilos, sendo que nos outros dias não 

observaram uma diferença estatística na migração celular, considerando, assim, a 

existência de uma resposta tempo-dependente. Além disso, observaram que a 

indução da eosinofilia pelo modelo de EWI induz uma sensibilização contra a OVA 

de longa duração (CHERAIM et al, 2008), o que torna este modelo de estudo estável 

no que diz respeito à migração eosinofílica e à eosinopoiese. 

Em nosso estudo, os animais foram então submetidos à imunização 

através de implante de clara de ovo (EWI) seguida por uma estimulação alergênica 

com 10ug/animal de ovalbumina no 15º dia, injetada intraperitonealmente, conforme 

modelo de eosinofilia estabelecido por CHERAIM et al (2008). Foi avaliado o 

recrutamento dos eosinófilos para a cavidade peritoneal em diferentes períodos - 

24hs, 48hs e 72hs, pela técnica da lavagem do líquido peritoneal seguida de 

contagem diferencial dos eosinófilos por meio da coloração da peroxidase resistente 

ao cianeto (TEN et al., 1989). Observamos então que o número de eosinófilo que 

migraram para a cavidade peritoneal deu-se, estatisticamente, 24 horas (p<0,01), 48 
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horas (p<0,01) e 72 horas (p<0,01). No entanto, concluímos que o melhor dia para 

análise dos resultados dos experimentos posteriores seria no 2º dia, ou seja, 48 

horas após a estimulação alérgica com OVA, conforme demonstra a Figura 9, uma 

vez que foi demonstrada diferença significativa quando comparada com os demais 

tempos (48hs para 24hs (#p<0,05) e 48 para 72hs (#p<0,05)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Tempo para o recrutamento eosinofílico após desafio alergênico com OVA. Os animais 
submetidos ou não (SHAM) ao implante de clara de ovo coagulada (EWI) foram desafiados, 15 dias 
após a cirurgia, com OVA (10 µg/animal i.p.). O recrutamento eosinofílico foi determinado por 
contagem celular apartir do lavado peritoneal em 24, 48 e 72 horas após o desafio. * p<0,01 
comparados com o grupo Sham + OVA; # p<0,05 comparado com os grupos EWI + OVA 24hs e EWI 
+ OVA 72hs; ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni. Os dados foram expressos em média + SD e 
representam 6 animais/grupo. 
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6.2 Efeito do Agonista Sintético, Rosiglitazone, de PPAR-γ sobre o 

Recrutamento Eosinofílico e a Eosinopoiese 

 

 

Novos grupos de animais foram imunizados, pela técnica de EWI, e 

desafiados com ovalbumina intraperitonealmente, 15 dias após a imunização. Estes 

grupos foram tratados com um agonista sintético de PPAR-γ, comercialmente 

vendido para tratamento de portadores de diabetes mellitus tipo 2, o rosiglitazone 

(Avandia ®, GlaxoSmith Kleine). 

Foram utilizadas três concentrações diferentes do fármaco (1mg/kg; 

3mg/kg e 10mg/kg), a qual foi diluída, previamente, em PBS e administrada por via 

oral, 30 minutos antes do desafio intraperitoneal de OVA, e a cada 24 horas por 48 

horas. Após este período determinamos o recrutamento eosinofílico para a cavidade 

peritoneal e a eosinopoiese, através da técnica de lavagem do líquido peritoneal e 

da coleta das células da medula com posterior contagem diferencial, pela técnica de 

Ten e cols (1989). 

No Figura 10, painel A, observamos que os grupos EWI submetidos ao 2º 

desafio apresentaram uma eosinofilia peritoneal significativamente maior que os 

grupos controles (SHAM e EWI, as três barras à esquerda; # p<0,05 em comparação 

com EWI sem OVA). No entanto, nos animais tratados com rosiglitazone 

observamos uma diminuição acentuada do recrutamento eosinofílico para o 

peritôneo, nas 3 doses utilizadas (*p<0,05), quando comparado ao grupo que não 

recebeu nenhum tratamento. Não houve diferença significativa entre cada uma das 

três doses utilizadas (p>0,05). Além do fármaco diminuir o recrutamento eosinofílico 

para o peritôneo após o desafio com OVA, também foi observada uma modulação 

na diferenciação de eosinófilos que ocorre na medula óssea (Figura 10, painel B), no 

entanto, apenas as dosagens de 3 mg/kg (*p<0,05) e 10mg/kg (*p<0,05) foram 

efetivas, não havendo também diferença significativa entre as mesmas. Como 

controle positivo utilizamos as contagens oriundas de animais EWI submetidos à 

estimulação alergênica com OVA, já como controles negativos utilizamos animais 

SHAM, ou seja, que foram submetidos ao estresse cirúrgico, porém sem 
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implantação da clara de ovo coagulada, que foram desafiados com PBS 1x (veículos 

de diluição da droga e da OVA) ou com OVA, além de animais EWI desafiados com 

PBS 1x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Rosiglitazone diminui o recrutamento eosinofílico e a eosinopoiese. Os animais 
submetidos ou não (SHAM) ao implante de clara de ovo coagulada (EWI) foram desafiados, 15 dias 
após a cirurgia, com OVA (10 µg/animal i.p.) ou PBS. Os animais do grupo EWI foram pré-tratados 
com rosiglitazone (1, 3, ou10 mg/Kg, v.o. de 24 em 24 horas), 30 minutos antes do desafio com OVA. 
Os eosinófilos foram recuperados da cavidade peritoneral (A) ou medula óssea (B), a partir do lavado 
peritoneal ou lavado medular, respectivamente, 48 horas após o desafio alergênico com OVA. # 
p<0,05 comparado com os grupos controles; * p<0,05 comparados com o grupo EWI - desafiado com 
OVA sem tratamento; ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni. Os dados foram expressos em média 
+ SD e representam 6 animais/grupo. 
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Como observado, o agonista sintético de PPAR-γ, rosiglitazone, foi capaz 

de imunomodular negativamente o recrutamento eosinofílico e a eosinopoiese, nos 

animais EWI após estimulação alergênica, com a administração das doses de 3 e 10 

mg/kg. 

 

 

6.3 Efeito do Agonista Natural, 15d-PGJ2, de PPAR-γ sobre o 

Recrutamento Eosinofílico e a Eosinopoiese 

 

 

Novo grupo de animais foi submetido à cirurgia para o implante de clara 

de ovo coagulada, na região dorsal. Transcorridos 15 dias os animais foram então 

submetidos ou não a um segundo desafio com OVA (10ug/animal), por meio de 

aplicação intraperitoneal. Os grupos que foram tratados com a 15-deoxy-Δ12,14-

prostaglandina J2 (15d-PGJ2), por via subcutânea, 30 minutos antes do estímulo 

alergênico com OVA. E devido a meia vida da droga, tempo este já estabelecido por 

nosso grupo de estudo (NAPIMOGA et al., 2008a), a mesma foi administrada de 12 

em 12 horas por 48 horas. 

Utilizamos três diferentes concentrações da 15d-PGJ2, a saber: 100µg/Kg; 

300µg/Kg  e 1000µg/Kg. A definição destas dose foi feita com base em estudos do 

nosso laboratório, sendo a mesma diluída em solução de PBS. A avaliação se deu 

por contagem das células provindas do lavado peritoneal e da medula óssea, que 

após citocentrifugação foram submetidas à coloração de peroxidase resistente ao 

cianeto com contracoloração com Hematoxilina de Harris, sendo a leitura diferencial 

feita em hemocitômetro manual. 

Com o tratamento dos animais EWI-OVA com a 15d-PGJ2, com reforço 

feito de 12 em 12 horas, observamos que este fármaco foi capaz de inibir o 

recrutamento eosinofílico para a cavidade peritoneal (Figura 11 – painel A) frente as 

doses de 300 e 1000µg/Kg de 15d-PGJ2, quando comparado com o grupo controle 

(EWI-OVA) sem tratamento, sendo que não houve nenhuma diferença estatística 
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entre as dosagens. Já quando analisamos os dados obtidos através da contagem de 

células obtidas da medula óssea (Figura 11 – painel B), notamos que o fármaco foi 

capaz de inibir a eosinopoiese apenas com a dosagem de 1000µg/Kg (*p<0,05) de 

15d-PGJ2, quando comparado com o grupo  EWI-OVA, reduzindo quase que ao 

mesmo nível que àquele grupo que não recebeu estímulo alergênico EWI-PBS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – 15d-PGJ2 diminui o recrutamento eosinofílico e a eosinopoiese. Os animais submetidos 
ou não (SHAM) ao implante de clara de ovo coagulada (EWI) foram desafiados, 15 dias após a 
cirurgia, com OVA (10 µg/animal i.p.) ou PBS. Os animais do grupo EWI foram pré-tratados com 15d-
PGJ2 (100, 300, ou1000 µg/Kg, s.c., de 12 em 12 horas), 30 minutos antes do desafio com OVA. Os 
eosinófilos foram recuperados da cavidade peritoneral (A) ou medula óssea (B), a partir do lavado 
peritoneal ou lavado medular, respectivamente, 48 horas após o desafio alergênico com OVA. # 
p<0,05 comparado com os grupos controles; * p<0,05 comparados com o grupo EWI - desafiado com 
OVA sem tratamento; ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni. Os dados foram expressos em média 
+ SD e representam 6 animais/grupo. 
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A 15d-PGJ2 é capaz de diminuir o recrutamento eosinofílico e a 

eosinopoiese, assim como o RGZ, porém parece provocar uma diminuição mais 

acentuada da eosinofilia. 

 

 

6.4 Avaliação da Síntese de Imunoglobulina E (IgE) frente à Ação 

Terapêutica do Agonista Natural e Sintético de PPAR-γ 

 

 

Em condições alérgicas, um dos principais marcadores da resposta 

imune, além da eosinofilia, é a produção de imunoglobulina E pelas células B, que é 

tida por alguns autores como o marco das doenças atópicas, como a asma. A IgE ao 

se ligar aos receptores FcεRI dos mastócitos, resultam na síntese e liberação de 

uma variedade de mediadores e citocinas pró-inflamatórias (HAMELMANN e 

GELFAND, 2001). 

Como vimos nos resultados expostos anteriormente, os agonistas de 

PPAR-γ, 15d-PGJ2 e rosiglitazone, demonstraram capacidade em imunorregular 

negativamente tanto a migração eosinofílica (Figuras 10A e 11A) para o sítio do 

estímulo alergênico quanto o processo de maturação da linhagem eosinofílica 

(Figuras 10B e 11B), em diferentes concentrações, no entanto apenas a dose de 

1000µg/Kg de 15d-PGJ2 foi capaz de atenuar consideravelmente a eosinopoiese. 

Para avaliarmos a concentração de imunoglobulina E, contida do soro 

oriundo da coleta de sangue obtido por punção do plexo orbital dos animais tratados 

tanto com RGZ quanto com 15d-PGJ2 por 48 horas desafio alergênico com OVA. 

Após o procedimento observamos que o agonista sintético de PPAR-γ não 

conseguiu induzir uma diminuição na síntese de IgE, apesar de termos observado 

que o mesmo foi capaz de atenuar a eosinofilia e a eosinopoiese. Já os animais que 

receberam 15d-PGJ2 notamos uma uma diminuição significativa na síntese de IgE 

apenas para a dose de 1000µg/Kg (*p<0,05), como observado na Figura 12. 
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Figura 12 – 15d-PGJ2, mas não RGZ, é capaz de diminuir a concentração sérica de IgE. Os animais 
submetidos ou não (SHAM) ao implante de clara de ovo coagulada (EWI) foram desafiados, 15 dias 
após a cirurgia, com OVA (10 µg/animal i.p.) ou PBS. Os animais do grupo EWI foram pré-tratados 
com diferentes doses de 15d-PGJ2 (100, 300, ou1000 µg/Kg, s.c., de 12 em 12 horas) e de 
rosiglitazone (1, 3, ou10 mg/Kg, v.o. de 24 em 24 horas), 30 minutos antes do desafio com OVA. 48 
horas após o desafio alergênico, o sangue foi coletado por punção do plexo venoso e centrifugado 
para obtenção do soro, que foi utilizado para a dosagem dos níveis de IgE, por meio de ELISA. # 
p<0,05 comparado com os grupos controles; * p<0,05 comparados com o grupo EWI - desafiado com 
OVA sem tratamento; ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni. Os dados foram expressos em média 
+ SD e representam 6 animais/grupo. 

 

 

Concluímos que a dose eficaz, capaz de proporcionar a diminuição do 

recrutamento eosinofílico, da eosinopoiese e da síntese de imunoglobulina E é a de 

1000µg/Kg de 15d-PGJ2. 
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6.5 Avaliação da Síntese de Citocinas frente à Ação Terapêutica dos 

Agonistas Naturais e Sintéticos de PPAR-γ 

 

 

Na tentativa de compreender os mecanismos de migração eosinofílica 

para o sítio alergênico, frente ao tratamento com agonistas de PPAR-γ, foram 

dosadas citocinas, a partir do lavado peritoneal, que sabidamente fazem parte deste 

mecanismo, como a IL-5, e outras que se mostram importantes no cenário das 

doenças alérgicas. 

As dosagens se deram a partir do lavado peritoneal, pela técnica de 

ELISA. Observamos que uma das principais citocinas envolvidas na diferenciação, 

maturação, crescimento, sobrevida e migração dos eosinófilos, a IL-5, apresentou-se 

significativamente diminuída frente ao tratamento com os agonistas de PPAR-γ 

(Figura 13, painel A), apenas com as doses de 10mg/kg de RGZ (* p<0,05) e 

1000µg/kg de 15d-PGJ2 (* p<0,05). A diminuição nos níveis de IL-5 corrobora com os 

achados anteriores quanto a inibição do recrutamento eosinofílico e a eosinopoiese, 

uma vez que estas células são as maiores produtoras desta classe de interleucina.  

A mesma diminuição foi observada em relação a IL-33, uma citocina da 

família da IL-1, responsável por regular a ativação de basófilos e mastócitos, que 

mostrou-se diminuída nas dosagens feitas após tratamento com 10mg/kg e 

1000µg/kg de RGZ e 15d-PGJ2, respectivamente, como visualiza-se no painel B da 

Figura 13.  

Outras citocinas parecem estar envolvidas com a resposta alérgica, como 

a IL-17 e a IL-23, no entanto, o que se sabe sobre suas atividades neste tipo de 

resposta é que além de participarem na montagem da resposta Th2, algumas 

células envolvidas nos processos alérgicos, como basófilos, eosinófilos e mastócitos 

são capazes de sintetizarem estas citocinas (CASTRO, 2010). Dessa forma o 

tratamento foi capaz de imunomodular negativamente a produção de tais citocinas, 

que se apresentaram significativamente diminuídas para as doses de 3 e 10mg/kg 

de RGZ (painel C e D, Figura 13), e 300 e 1000µg/kg de 15d-PGJ2 (painel C, Figura 

13) para a IL-17 e de 1000µg/kg para a IL-23 (painel D, Figura 13B). 
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Figura 13 – Efeito dos agonistas de PPAR-γ na síntese de citocinas. Os animais submetidos ou não 
(SHAM) ao implante de clara de ovo coagulada (EWI) foram desafiados, 15 dias após a cirurgia, com 
OVA (10 µg/animal i.p.) ou PBS. Os animais do grupo EWI foram pré-tratados com diferentes doses 
de 15d-PGJ2 (100, 300, ou1000 µg/Kg, s.c., de 12 em 12 horas) e de rosiglitazone (1, 3, ou10 mg/Kg, 
v.o. de 24 em 24 horas), 30 minutos antes do desafio com OVA. 48 horas após o desafio alergênico, 
uma fração do lavado peritoneal foi coletada para a dosagem dos níveis de IL-5(A), IL-33(B), IL-17(C) 
e IL-23(D), por meio de ELISA. # p<0,05 comparado com os grupos controles; * p<0,05 comparados 
com o grupo EWI - desafiado com OVA sem tratamento; ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni. Os 
dados foram expressos em média + SD e representam 6 animais/grupo. 
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6.6 Efeito do Agonista Natural, 15d-PGJ2, de PPAR-γ sobre o 

Recrutamento Eosinofílico e a Eosinopoiese em Camundongos 

Knockout para IL-17 (IL17-/-) 

 

 

Como nas dosagens para IL-17 observamos uma diminuição nos níveis 

de síntese desta citocina frente ao tratamento com os agonistas de PPAR-γ e a 

literatura relata que esta citocina é importante na montagem da resposta eosinofílica, 

decidimos, então, analisar a interação da resposta alergênica em animais 

transgênicos naturalmente deficientes na produção IL-17 (IL-17-/-), os quais foram 

tratados com o agonista natural, 15d-PGJ2, na dose de 1000µg/Kg. 

Animais C57Bl/6 IL-17-/- e C57Bl/6 WT foram submetidos à cirurgia para 

implante de clara de ovo coagulada (EWI) e após 15 dias, foi feito um pré-tratamento 

com 15d-PGJ2 com reforço de 12 em 12 horas (1000µg/kg), antes da estimulação 

alergênica com OVA (10µg/animal) e avaliou-se o recrutamento eosinofílico e a 

diferenciação medular desta linhagem, por meio de contagem total e diferencial pela 

técnica de hemocitômetro manual em câmara de Neubauer. 

Os resultados obtidos nos mostraram que os animais WT conseguiram 

montar uma resposta alérgica e que com a administração da droga houve uma 

redução significativa da eosinofilia tanto no local de estímulo alergênico (* p<0,05) 

quanto na medula óssea (*p<0,05), corroborando os achados da eficácia dos 

agonistas de PPAR-γ nas doenças alérgicas.  

Com os resultados dos animais IL-17-/-, podemos notar que a IL-17 sugere 

ser de extrema importância na montagem da resposta Th2, uma vez que os animais 

IL-17-/- EWI-OVA sem tratamento não conseguiram desenvolver eosinofilia nem no 

local do estímulo alergênico nem na medula óssea. Sendo assim não conseguimos 

visualizar nenhum efeito modulatório da 15d-PGJ2 nestas cepas, como observa-se 

na Figura 14, painel A e B. 
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Figura 14 – IL-17 é essencial para o recrutamento eosinofílico e para a eosinopoiese no modelo de 
EWI. Animias WT e IL-17-/-, foram submetidos ao implante de clara de ovo coagulada (EWI) foram 
desafiados, 15 dias após a cirurgia, com OVA (10 µg/animal i.p.), e foram pré-tratados com 1000 
µg/Kg, (s.c., de 12 em 12 horas) de 15d-PGJ2, 30 minutos antes do desafio com OVA. Os eosinófilos 
foram recuperados da cavidade peritoneral (A) ou medula óssea (B), a partir do lavado peritoneal ou 
lavado medular, respectivamente, 48 horas após o desafio alergênico com OVA e contados em 
Camara de Neubauer. # p<0,05 comparado com o grupo controle EWI-desafiado com OVA sem 
tratamento; ANOVA, seguido de Teste de Bonferroni. Os dados foram expressos em média + SD e 
representam 6 animais/grupo. 
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alérgica neste modelo experimental, além de sugerir uma importante via pela qual os 

agonistas de PPAR-gama exercem sua atividade imunoregulatória. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

Embora a maioria dos trabalhos descritos na literatura utilizem modelos 

experimentais que mimetizam a doença alérgica, principalmente a asma alérgica, 

quanto ao sítio da inflamação, com hiperresponssividade brônquica, com intenso 

infiltrado inflamatório no tecido pulmonar e produção de anticorpos específicos, 

estes achados só são possíveis com a utilização de adjuvantes que auxiliam na 

manutenção do antígeno, impedindo o rápido processamento do mesmo. No 

entanto, no presente trabalho, decidimos adotar um modelo de eosinofilia (EWI, Egg 

White Implant) em que o alérgeno persiste no animal por longo período se 

assemelhando à exposição contínua que acontece no ambiente, sem a utilização de 

adjuvantes, produzindo uma resposta alérgica típica, com intenso infiltrado 

eosinofílico e produção de imunoglobulina alérgeno-específica, e de longa duração, 

mantendo assim a confiabilidade e a estabilidade da resposta alérgica montada, 

conforme demonstrado em trabalhos prévios (SIQUEIRA et al., 1997; CHERAIM et 

al., 2008) e por nós ao induzirmos a estimulação alergênica com ovalbumina 

intraperitonealmente. A eosinofilia observada na cavidade peritoneal reflete uma 

ação combinada de vários eventos, como a eosinopoiese, a migração a partir 

medula óssea e a sobrevida destas células no sangue periférico, sendo por isso uma 

variável que avalia de forma indireta a ação dos agonistas de PPAR-γ. 

Assim como ocorre no ambiente nós demonstramos que para se 

estabelecer uma resposta alérgica, é fundamental que ocorra uma primeira 

exposição ao antígeno, para que o mesmo faça contato com o sistema imune e 

monte a resposta, e posteriormente um segundo contato com o mesmo antígeno 

para que a resposta se exacerbe. 

Nós comprovamos que neste modelo, após a provocação alergênica, há a 

presença de fatores essenciais também presentes nas respostas alérgicas 

humanas, como a eosinofilia no sítio alérgico, indução da eosinopoiese, a migração 

celular, o aumento de citocinas específicas e IgE, assim como alguns autores que 

utilizaram outros modelos experimentais combinados com o uso de adjuvantes 

encontraram (RADINGER et al., 2007; COYLE et al., 1996; GASPAR-ELSAS et al., 
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1997; GASPAR-ELSAS et al., 2000), permitindo assim confiabilidade quanto aos 

dados obtidos a fim de se avaliar o tratamento dos animais. 

As respostas contra infecções parasitárias e contra estímulos alérgicos 

tendem a um perfil de resposta Th2, onde a principal célula efetora é o eosinófilo 

(WALSH e AUGUST, 2009). Os eosinófilo possuem grânulos específicos 

responsáveis pela maioria das suas funções efetoras, dentre estes a peroxidase do 

eosinófilo, que também é utilizada como marcação para demonstrar células maduras 

e/ou ativadas e sua infiltração nos tecidos inflamados juntamente com seus produtos 

estão correlacionados com a severidade das doenças alérgicas (FOSTER et al., 

2001). Durante o processo de eosinopoiese está muito bem definido que há a 

participação de inúmeros fatores de crescimento, dentre eles a IL-5 cuja presença é 

fundamental para a diferenciação e também para a migração eosinofílica para o sítio 

inflamatório. Nós demonstramos que níveis aumentados de IL-5 condizem com 

aumento da eosinofilia peritoneal e serve de estímulo para o aumento da produção 

destas células na medula óssea após o estímulo alergênico. A mesma correlação foi 

observada por outros estudiosos que não só correlacionaram o achado em outros 

modelos experimentais (GASPAR-ELSAS et al., 1997; TOMAKI et al., 2000), mas 

relataram que em pacientes asmáticos há um aumento dos progenitores 

eosinofílicos na medula óssea devido ao  estímulo pela IL-5, que também se 

encontra elevada nos níveis plasmáticos (DENBURG et al., 1999). 

Os receptores ativadores de proliferação de peroxissomos (PPARs), 

especificamente, o PPAR-γ, além de atuar na regulação do metabolismo da glicose 

e dos lipídeos (DAYNES e JONES, 2002) está correlacionado a inúmeras doenças 

como inflamação, doenças metabólicas, arteriosclerose e tumores malignos (ISHINO 

et al., 2008). 

A descrição da imunomodulação das células do sistema imune pelos 

agonistas sintéticos e naturais de PPAR-γ, são bastante contraditórias devido a 

existência de relatos tanto sobre efeitos pró-inflamatórios quanto anti-inflamatórios 

(MONNERET et al., 2002). No entanto fortes evidências sobre o potencial 

antiinflamatório destes agonistas são cada vez mais sólidas, como demonstrado por 

nosso grupo de pesquisa que relatou que em um modelo experimental de 

inflamação aguda em tecido mesentérico induzido por carragenina, a migração 
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neutrofílica diminuiu após tratamento com agonista natural de PPAR-γ, a 15d-PGJ2, 

por diminuir moléculas que auxiliam no rolamento e na adesão tecidual dos 

neutrófilos (NAPIMOGA et al., 2008a), além de conseguir inibir a dor inflamatória 

(NAPIMOGA et al., 2008b; PENA-DOS-SANTOS et al., 2009). Apesar de não se 

saber exatamente por qual caminho os agonistas de PPAR-γ entram nas células 

onde vão exercer suas funções, muitos apostam que seja por meio de alguns 

receptores utilizados pela PGD2, os receptores DP1 e DP2, que estão presentes 

também em eosinófilos (MONNERET et al., 2001; HIRAI et al., 2001; MONNERET et 

al., 2002), e cuja ativação pode levar a migração celular. Outro ponto importante a 

se destacar é que muito dos efeitos antiinflamatórios observados pela ação da 15d-

PGJ2 é devido a estimulação do PPAR-γ, que antagoniza a ativação de alguns 

fatores de transcrição, como NF-κB, AP-1 e STAT-1 (RICOTE et al., 1998b), 

responsáveis, dentre muitas coisas, pela produção de citocinas pró-inflamatórias. 

Na hipersensibilidade imediata, as doenças alérgicas são comumente 

associadas com inflamações crônicas caracterizadas por infiltração e acúmulo de 

eosinófilos, células T e mastócitos (SOUWER et al, 2010), e os efeitos dos agonistas 

de PPAR-γ são pouco relatados, sendo assim o nosso interesse em avaliar esta 

interação uma vez que apostamos nos mesmos como fármacos promissores no que 

diz respeito à imunorregulação. 

Como muito bem descrito na literatura, diversas citocinas (IL-5; IL-4; IL-

13), moléculas de adesão (integrinasβ1-; β2-; β3-) e quimiocinas (eotaxina; RANTES 

e MCP-1, do inglês monocyte chemotactic protein-1) influenciam diretamente o 

tráfico dos eosinófilos para o sítio inflamatório (revisado por ROTHENBERG e 

HOGAN, 2006; NIE et al., 2005).  

Ao avaliarmos a interação dos agonistas de PPAR-γ observamos que os 

animais EWI que foram tratados com rosiglitazone e com 15d-PGJ2, conseguiram 

diminuir a eosinofilia no sítio alérgico bem como a eosinopoiese. Nosso grupo 

acredita que a interação destes agonistas possa diminuir a expressão de algumas 

moléculas de adesão, além de diminuir a IL-5 o que em conjunto possa justificar a 

diminuição da migração eosinofílica para o sítio inflamatório, assim como 

demonstrado no estudo de outro modelo inflamatório que diminuiu a migração 

neutrofílica por diminuir a expressão de uma integrina, a ICAM-1 (NAPIMOGA et al., 
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2008a). HAMMAD e cols (2004) demonstraram que células dendríticas que foram 

incubadas previamente com agonistas sintéticos de PPAR-γ (rosiglitazone e 

ciglitazone) foram capazes de inibir a resposta eosinofílica, devido à ativação deste 

receptor. Outro relato (FUKUI et al., 2009) também demonstra que após a 

administração de ciglitazone em animais induzidos à renite alérgica houve 

diminuição da eosinofilia e da síntese de IL-5, justifica o menor recrutamento dos 

eosinófilos. NIE e colegas (2005) demonstraram por meio de estudos in vitro que as 

células musculares dos tecidos da vias aéreas humanas (HASM, do inglês human 

airway smooth muscle) incubadas com troglitazone ou com 15d-PGJ2 são capazes 

de inibir a produção de MCP-1 e eotaxina mas que quando há uma co-incubação 

com o agonista natural de PPAR-γ e glucocorticóide nota-se uma inibição aditiva 

destas quimiocinas. Estes achados juntamente com nossos resultados comprovam 

nossa hipótese do agonista natural de PPAR-γ ser uma alternativa terapêutica em 

quadros inflamatórios alérgicos nos quais os eosinófilos são as células principais. 

O processo de eosinopoiese envolve inúmeras citocinas (GM-CSF, IL-5 e 

IL-3) e inúmeros eventos até a formação da célula madura, e conforme nossos 

resultados a diminuição da diferenciação dos eosinófilos se deve claramente a 

diminuição do principal fator estimulador da diferenciação desta linhagem celular, a 

IL-5, uma vez que há correlação da diminuição da IL-5 com o número de células 

EPO positivas na medula, além disso, notamos uma menor eosinopoiese nos 

animais que foram tratados com a 15d-PGJ2 do que os que receberam RGZ. Outra 

possível explicação para o fenômeno é que a ativação de PPAR-γ tanto por 

agonistas sintéticos (ciglitazone) quanto por agonistas naturais (15d-PGJ2 ) inibem a 

produção de GM-CSF e G-CSF pelas células musculares das vias aéreas, indicando 

um controle no desenvolvimento das inflamações alérgicas uma vez que estes dois 

fatores contribuem para a potencialização e prolongamento do infiltrado inflamatório 

(PATEL et al., 2003). O receptor PPAR-γ, também, foi identificado em diferentes 

tipos de células hematopoiéticas, incluindo células CD34+, monócitos/macrófagos, 

linfócitos e megacariócitos (GREENE et al., 2000; AKBIYIK et al., 2004) e alguns 

trabalhos vêem relatando uma ação direta dos agonistas de PPAR-γ sobre os 

precursores hematopoiéticos, onde a 15d-PGJ2 diminuiu significativamente a 

formação BFU-E, CFU-GM, CFU-GEMM e CFU-MK,  além de inibir a formação das 

unidades formadoras, induziu a apoptose dos precursores ao diminuir a expressão 
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de Bcl-xL, uma proteína anti-apoptótica, e caspase-3, indicando a via pró-apoptótica 

mitocondrial (PACIENZA et al., 2010). 

Outra característica da hipersensibilidade imediata é a síntese de 

imunoglobulinas específicas contra o antígeno, principalmente a imunoglobulina E, 

que é sintetizada por linfócitos B que foram estimulados por alérgenos, como a 

ovalbumina. Normalmente estas imunoglobulinas se encontram sensibilizando os 

mastócitos e basófilos através da ligação ao receptor FcεRI, e após novo encontro 

com o antígeno específico, ativam estas células levando à degranulação das 

mesmas e desencadeando toda a resposta alérgica, sendo, portanto importante na 

indução da hipersensibilidade imediata (HAMELMANN et al., 1999). Pouco se sabe 

sobre a real função da IgE, mas seus níveis se encontram aumentados no soro e no 

lavado broncoalveolar de pacientes asmáticos, sendo também correlacionada, 

juntamente com os eosinófilos, com o aumento da incidência e da severidade da 

doença (revisado por HAMELMANN et al., 1999). No presente trabalho nós 

demonstramos que apenas o agonista natural de PPAR-γ, a 15d-PGJ2, na dose de 

1000µg/kg, foi capaz de reduzir significativamente a síntese de IgE nos animais EWI.  

Apesar do nosso achado alguns autores relatam que outros glitazones, como o 

ciglitazone e o pioglitazone, foram capazes de diminuir significativamente os níveis 

plasmáticos de IgE quando comparados com seus controles, além de diminuírem a 

secreção de IL-4, uma citocina fundamental para a troca de isotipo para IgE 

(WOERLY et al., 2003; NARALA et al., 2007). FUJIMURA et al. (2002) relataram que 

o tratamento com 15d-PGJ2 é capaz de reduzir a expressão do receptor FcεRI 

impedindo desta forma uma menor ligação de IgE, e conseqüentemente menor 

liberação dos mediadores responsáveis pelas manifestações da inflamação alérgica. 

Já MIYAZAKI e cols (2002) em seus experimentos sugerem que a 15d-PGJ2 inibe a 

troca de classe de IgE pelos linfócitos B, por suprimir a fosforilação de STAT-6, um 

dos fatores responsáveis pela troca da cadeia pesada ε para a síntese de IgE. 

Vimos até então que os agonistas de PPAR-γ atuam na imunorregulação 

dos principais eventos da hipersensibilidade imediata, inibindo a migração 

eosinófilica e a eosinopoiese além de modular negativamente a síntese de IL-5 e 

IgE.  
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As principais citocinas do perfil Th2 (IL-5, IL-4 e IL-13) são responsáveis 

por toda a orquestração deste tipo de resposta imune, no entanto, diversos relatos 

evidenciam a participação de outras citocinas no desenvolvimento e manutenção da 

hipersensibilidade imediata.  

Aqui nós demonstramos que, na indução alérgica com OVA, além da 

participação da IL-5 outras citocinas como a IL-33, IL-23 e IL-17 também 

desempenham papéis importantes. Muitos relatos mostram que a IL-33 pode induzir 

a eosinofilia in vivo e in vitro (SCHMITZ et al., 2005; KUROWSKA-STOLARSKA et 

al., 2009; KONDO et al., 2008). As principais fontes de IL-33 são as células 

endoteliais e epiteliais (SCHMITZ et al., 2005; MOUSSION et al., 2008), sendo talvez 

uma das justificativas para pacientes asmáticos apresentarem altos níveis desta 

citocina no soro e nos pulmões (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009). Fato 

curioso sobre a participação desta citocina na resposta alérgica é que o receptor da 

IL-33, o ST2, é expresso preferencialmente em células do perfil Th2 e não Th1 (XU 

et al., 1998; CARTER et al., 2001), e em eosinófilos (KIM et al., 2010) realçando a 

produção de IL-5 e IL-13 independentemente da presença de IL-4 (revisado por 

LIEW et al., 2010). A IL-33 também é capaz de aumentar a produção de IgE e 

produção de muco bem como induzir a ativação com posterior degranulação de 

mastócitos sensibilizados previamente por moléculas de IgE (PUSHPARAJ et al., 

2009), além de estimular a diferenciação em eosinófilos de células progenitoras 

hematopoiéticas (STOLARSKI et al., 2010). Estes são apenas alguns dos motivos 

que vislumbram a IL-33 como novo alvo em potencial para o controle das doenças 

alérgicas, uma vez que inúmeras terapias tentam controlar a eosinofilia por 

intermédio da secreção de citocinas clássicas do perfil Th2. No entanto, quase não 

há descrições na literatura de terapias cujo alvo seja a IL-33, nem tão pouco sua 

correlação com os agonistas de PPAR-γ, sendo, portanto, nós, o primeiro grupo a 

relatar tal interação. 

Como esperado, após a estimulação alergênica com ovalbumina houve o 

desenvolvimento de uma resposta com perfil Th2 clássico (aumento de IL-5, 

eosinofilia no sítio alergênico, indução de eosinopoiese) com conseqüente elevação 

de IL-33, confirmando que realmente a IL-33 está intimamente relacionada à este 

perfil. Após o tratamento com rosiglitazone e com 15d-PGJ2, observamos que os 

agonistas de PPAR-γ também são capazes de diminuir a síntese de IL-33. 
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Acreditamos que a combinação da atenuação de diversos fatores 

(eosinofilia, eosinopoiese e síntese de IgE) envolvidos neste tipo de resposta, 

propicie a melhora no quadro alérgico, no entanto cabe destacar, com os dados aqui 

obtidos, que a atuação da IL-33 provavelmente não se estenda ao controle da 

síntese de imunoglobulina E, conforme descrito por alguns autores, uma vez que 

apesar de observamos uma diminuição da síntese desta citocina frente ao 

tratamento com rosiglitazone (dose de 10mg/kg) não observamos diminuição na 

síntese de IgE para a mesma dose, o que demonstra ser um processo independente 

de IL-33. Com relação ao agonista natural acreditamos que o mesmo exerça seu 

papel atuando diretamente sobre os linfócitos B, inibindo a síntese de IgE, e não por 

intermédio da ação de IL-33. Conforme achado de PADILLA e colaboradores (2000) 

os agonistas sintéticos (troglitazone e ciglitazone) possuem efeitos antiproliferativo 

10 vezes menos potente do que a 15d-PGJ2 sobre as células B, por induzir menos a 

apoptose desta linhagem. 

As diversas doenças existentes eram primariamente classificadas, do 

ponto de vista imunológico, pelo paradigma Th1/Th2. No entanto, já se demonstrou 

que os linfócitos T CD4+, podem originar inúmeros perfis, de acordo com as 

citocinas secretadas e necessárias para indução ou não da polarização destas 

células além da ativação ou não de certos fatores transcricionais. Com o 

descobrimento dos “novos perfis”, houve um reboliço no meio científico, e a 

possibilidade de se explicar o que não podia ser respondido pelo paradigma inicial e 

percebeu-se mais uma vez a complexidade da orquestração destas células.  

Na hipersensibilidade imediata, uma resposta imune caracterizada 

principalmente pela presença de células do perfil Th2, cujo fator de transcrição 

GATA-3 é considerado um regulador mestre responsável pela polarização deste 

perfil. Comprovação esta feita em modelos experimentais de asma onde a 

diminuição da expressão de GATA-3 reduziu a síntese de citocinas Th2 e IgE 

(ZHANG et al., 1999). Apesar do nosso atual conhecimento, os padrões de 

diferenciação dos linfócitos T CD4+ não são tão distintos quanto pareciam ser. Uma 

prova disso é a plasticidade dessas células relatada em alguns trabalhos onde se 

detectou a síntese de algumas citocinas típicas pelo perfil Th17 nas doenças 

alérgicas (WONG et al., 2001) e mais recentemente o relato de que um fator 

transcricional intimamente relacionado ao perfil Th17, o STAT-3, em cooperação 
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com o STAT-6, é requerido para a determinação do fenótipo Th2 (STRITESKY et al., 

2011). A principal fonte de IL-17 são os linfócitos T, no entanto trabalhos já relataram 

que os eosinófilos também são fontes de IL-17 (MOLET et al., 2001). 

O papel da IL-23 na inflamação das vias aéreas não é muito bem 

compreendido, mas muitos acreditam que ela exerça um papel fundamental na 

estabilização e na expansão das células Th17 e auxilie no desenvolvimento e função 

das células Th2, pois animais transgênicos que expressavam quantidades 

aumentadas de IL-23R exibiram maior infiltrado eosinofílico e produção de citocinas 

Th2 após desafio com OVA, ao passo que aqueles animais deficientes em IL-23 

tiveram uma menor inflamação. Estudos in vitro também demonstraram que a 

deficiência de IL-23 inibiu a diferenciação em Th2 de células T oriundas de animais 

transgênicos IL-23R (revisado por SOUWER et al., 2010). Outros autores relataram 

em 2008 que a IL-23 sozinha é capaz de induzir a o recrutamento eosinofílico e a 

produção de citocinas tipo Th2 nas vias aéreas de camundongos (WAKASHIN et al, 

2008). 

É sabido que a presença de IL-17 é mais comumente relacionada a 

doenças inflamatórias autoimunes, como a doença inflamatória intestinal e a artrite 

reumatóide, no entanto nós demonstramos, no presente trabalho, que há uma 

elevada síntese desta citocina em um modelo de eosinofilia experimental, assim 

como de IL-23, uma citocina requerida na polarização do perfil Th17, o que 

corrobora os achados de outros autores, que relataram a presença destas citocinas 

em doenças alérgicas. Outro dado importante achado na pesquisa foi de que 

animais IL-17-/- não conseguiram desenvolver uma resposta alérgica Th2, com 

intenso infiltrado eosinofílico, o que possivelmente possa ser explicado pelo fato da 

presença de IL-17 ser crucial para a orquestração ou sustentação do perfil Th2.  

Existem muitos relatos acerca da imunomodulação dos agonistas naturais 

e sintéticos de PPAR-γ nos mais diversos modelos experimentais, no entanto 

nenhum que estabeleça a relação dos agonistas naturais com a síntese ou secreção 

de IL-17 e IL-23 em um modelo de eosinofilia. Apenas o trabalho de KLOTZ e seus 

colaboradores (2009) é que identificaram que o agonista sintético de PPAR-γ, o 

pioglitazone, ao ativar o receptor PPAR-γ foi capaz de inibir a diferenciação das 

células Th17 em um modelo experimental de doença auto-imune do sistema nervoso 
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central, sem no entanto, relatar os níveis das citocinas desta linhagem celular. No 

mesmo ano outro grupo (PARK et al., 2009) demonstrou, em um modelo de asma 

induzida por instilação do alérgeno (OVA) associado à adjuvante, que após o 

tratamento com rosiglitazone e pioglitazone houve redução significativa de IL-17 de 

maneira dependente de PPAR-γ, assim como de IL-5, IL-4, IL-13 e IgE. Assim como 

PARK nós também demonstramos que o agonista sintético (rosiglitazone) foi capaz 

de atenuar significativamente a secreção de IL-17 e o mesmo efeito pode ser 

observado com a administração do agonista natural, a 15d-PGJ2, no entanto a 

diminuição com este agonista foi aparentemente mais acentuada. Outro achado 

importante em nosso trabalho foi observar que os agonistas também são capazes de 

reduzir a secreção e/ou síntese de IL-23, permitindo concluir que os agonistas de 

PPAR-γ diminuem a síntese de IL-17 possivelmente por atenuar a secreção de IL-

23. 

O recrutamento de eosinófilos é um ponto crítico no estabelecimento da 

severidade das doenças alérgicas, sendo assim ficou claro neste estudo que os 

agonistas de PPAR-γ se mostraram eficientes em imunomodular as principais 

características deste tipo de doença, no entanto a 15d-PGJ2 parece ser mais 

eficiente pois foi a única capaz de diminuir a síntese de IgE. Além de comprovarmos 

que realmente há uma participação de outros tipos celulares na resposta alérgica 

Th2, cujas citocinas parecem estar envolvidas em novos mecanismos de 

recrutamento de eosinófilos e que os agonistas também são capazes de regular 

estas citocinas permitindo um maior controle na atenuação da doença alérgica. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 

No presente estudo nós demonstramos a ação supressora dos agonistas 

de PPAR-γ em um modelo experimental de indução alérgica, no qual o recrutamento 

eosinofilico é o ponto chave. Demonstramos que a ativação de PPAR-γ é capaz de 

reduzir o recrutamento eosinofílico e a eosinopoiese, pela diminuição de citocinas do 

perfil Th2 (IL-5 e IL-33), bem como pela diminuição de outras citocinas, como IL-23 e 

IL-17, que também parecem desempenhar papel crucial no recrutamento eosnofílico. 

Este achado sugere que outros perfis celulares possuem papel importante em 

doenças alérgicas. Além disso, encontramos que apenas o agonista natural de 

PPAR-γ (15d-PGJ2) foi capaz de modular negativamente a síntese de IgE, sugerindo 

que o mesmo possa se utilizar de outro mecanismo para interferir na síntese de 

imunoglobulinas. Com isso, os resultados aqui apresentados indicam que os 

agonistas de PPAR-γ, principalmente a 15d-PGJ2, pode ser uma boa estratégia 

terapêutica para as desordens mediadas por infiltração eosinofílica. 
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