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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

RESUMO 

 

INFLAMAÇÃO ALÉRGICA MODIFICA O FENÓTIPO E A FUNCIONALIDADE 
DE FIBROBLASTOS PULMONARES EM CULTURA 3-D 

 
A fibrose subepitelial é uma característica marcante do remodelamento pulmonar 
observado na asma. Esse fenômeno está fortemente relacionado ao declínio da 
função pulmonar, mas sua base mecanística é ainda pouco compreendida. Uma 
vez que os fibroblastos pulmonares são as principais células estruturais que 
orquestram o remodelamento fibrótico na asma, neste estudo comparamos as 
alterações morfológicas e funcionais de fibroblastos pulmonares de camundongos 
sadios e asmáticos, cultivados em um arranjo celular tridimensional organizado 
(esferóides). A idéia central foi a obtenção de esferóides de fibroblastos 
pulmonares como um sistema alternativo para o estudo do remodelamento do 
tecido pulmonar in vitro. Camundongos Balb/c foram desafiados com ovoalbumina 
ou salina três vezes por semana durante duas semanas consecutivas, 30 dias após 
a sensibilização. Passadas 24 h após a última provocação antigênica, células 
resultantes da digestão pulmonar foram cultivadas, e uma cultura homogênea de 
fibroblastos pulmonares foi obtida (em terceira passagem) e, cultivada em placas 
de 96 poços tratadas com agarose, na presença ou ausência de IL-13 (10-80 
ng/mL). A fibrose subepitelial, o infiltrado leucocitário, a liberação de citocinas, a 
produção de colágeno, e fibronectina foram avaliados através de colorações 
específicas, ELISA, Sircol e imunomarcação, respectivamente. Observamos que a 
provocação alergênica conduz a uma marcada resposta inflamatória pulmonar 
predominantemente eosinofílica, e sinais expressivos de remodelamento das vias 
aéreas e deposição de proteínas de matriz. Essas mudanças foram acompanhadas 
pela elevação dos níveis de IL-13, eotaxina-1, IL-4 e IL-5, mensuradas em 
amostras de tecido pulmonar. Nós também observamos que fibroblastos obtidos de 
camundongos sadios (pulmão controle) ou camundongos ativamente sensibilizados 
e desafiados (pulmão remodelado) formaram esferóides em 24 h de cultivo. 
Esferóides de fibroblastos de pulmão controle apresentaram menor tamanho e 
expressaram menos componentes de matriz (fibronectina e colágeno), quando 
comparados a esferóides de pulmões remodelados. Interessantemente, esferóides 
controle expostos à IL-13  assemelharam-se àqueles formados por fibroblastos de 
pulmões remodelados, particularmente em relação à maior geração de fibronectina, 
colágeno e eotaxina-1. Em conclusão, estes resultados mostram que o cultivo de 
esferóides formados por fibroblastos pulmonares de camundongos 
antigenicamente desafiados exibem diferenças fenotípicas e morfológicas, 
relacionadas ao reparo tecidual e remodelamento das vias aéreas, reforçando a 
idéia de que mudanças adquiridas por fibroblastos durante eventos de 
remodelamento possam persistir em gerações futuras dessas células, contribuindo 
para a patogênese da asma.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ABSTRACT 

 

ALLERGIC INFLAMMATION MODIFIES THE PHENOTYPE AND 
FUNCTIONALITY OF LUNG FIBROBLASTS IN 3D-CULTURE 

 
Subepithelial fibrosis is a prominent feature of lung remodeling in asthma of all 
severities. The phenomenon strongly correlates with decline in lung function, but the 
mechanistic basis of it remains poorly understood. Since lung fibroblasts are major 
structural cells orchestrating fibrotic remodeling in asthma, we have here studied 
and compared the morphological and functional changes of lung fibroblasts, from 
normal and “asthmatic” mice, cultured in a three-dimensional organized cellular 
arrangement (spheroids). The central idea was to have lung fibroblast spheroids as 
an alternative system to study lung tissue remodeling in vitro.  Sensitized Balb/C 
mice were challenged with ovalbumin or saline three times a week for two 
consecutive weeks, starting 30 days post-sensitization. 24 h after last provocation, 
digested lung cells were cultured, and homogenous lung fibroblasts (obtained in 
three passages) were eventually plated on agarose coated 96-well plastic dishes, 
without/with IL-13 (10-80 ng/ml).  Subepithelium fibrosis, leukocyte infiltration, 
cytokine release, collagen and fibronectin production were assessed by specific 
staining, ELISA, Sircol and immunostaining, respectively. We found that allergen 
provocation led to marked lung inflammatory response predominantly eosinophilic, 
and expressive signs of airway remodeling and matrix protein deposit. These 
changes were accompanied by elevation in IL-13, eotaxin-1, IL-4 and IL-5 levels, 
measured in lung tissue samples. We also noted that lung fibroblasts obtained from 
healthy mice (control lung) or actively sensitized and challenged mice (remodeled 
lung) consistently evolved to spheroid clusters within 24 h of culture. Spheroids from 
fibroblasts from control lungs were found to be smaller and expressed less matrix 
components (fibronectin and collagen) as compared to those from remodeled lungs. 
Interestingly, exposure to IL-13 made spheroid from controls appear quite similar to 
those formed with fibroblasts from remodeled lungs, particularly concerning 
fibronectin, collagen and eotaxin-1 generation.  In conclusion, these findings show 
that cultured spheroid formed by lung fibroblasts coming from allergen-challenged 
mice exhibit phenotype and functional differences, related to repair and airway 
remodeling, reinforcing the view that changes acquired by fibroblast experiencing 
remodeling events may persist in future generations of these cells, what could 
contribute to the pathogenesis of asthma. 
 

 

 

 

 

 



 

xii 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

5-LO - 5-lipoxigenase 

α-SMA - alfa-actina de músculo liso 

AMT- 3-amino-1,2,4-triazol 

BSA - albumina bovina 

CECAL - Centro de Criação de Animais de Laboratório 

CPM - contagem por minuto 

CXCR4 - receptor de α-quimiocinas 4 

ECP - proteína catiônica eosinofílica 

EDN - neurotoxina derivada de eosinófilos 

EDTA - ácido etilenodiamino tetra-acético 

EGF - fator de crescimento epidermal 

EMT - transição epitelial-mesenquimal  

EPO - enzima perosidase do eosinófilo 

ET-1 - endotelina-1 

FGF-2 - fator de crescimento de fibroblastos-2 

FSP-1 - proteína específica de fibroblasto-1 

H&E - hematoxilina-eosina 

IGF-1 - “insulin-like growth factor-1” 

IgE - imunoglobulina E 

HB-EGF - “heparin-binding epidermal growth factor” 

IL-4 - interleucina-4 

IL-5 - interleucina-5 

IL-8 - interleucina-8 

IL-13 - interleucina-13 

rmIL-13 - recombinante murino de IL-13 

MBP - proteína básica principal 

MCP-1 - proteína quimioatraente de monócitos-1 

MEC - matriz extracelular 

MIP-1α - proteína inibidora de macrófago-1α 

MMPs - metaloproteinases de matriz 

NFkB - fator nuclear kB 

OPD - o-phenildiamino dihidrocloreto 

PBS - salina tamponada com fosfatos 

PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas 



 

xiii 
 

PDGFR-β - receptor de PDGF do tipo beta  

PDGF BB - isoforma heterodimérica de PDGF formada por duas cadeias do tipo B 

RANTES - “regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted” 

RGD - arginina-glicina-ácido aspártico 

SBF - soro fetal bovino 

SCF - fator de crescimento celular 

TBS - tampão tris-salina  

TGF-β - fator de crescimento de transformação β 

TIMPs - metaloproteinases do tecido 

VEGF - fator de crescimento endotelial 

 

 



 

1 

 

1. Introdução 

 

1.1. Asma 

 

A asma é um grave problema de saúde pública. A doença afeta pessoas de 

todas as faixas etárias e, quando não controlada, pode ser fatal. A prevalência da 

asma tem aumentado nas últimas décadas, acometendo cerca de 300 milhões de 

pessoas em todo o mundo (Masoli e cols., 2004). O Brasil é o 8º país em 

prevalência de asma. Segundo o DATASUS (Informações de Saúde – SUS), a 

doença foi a segunda causa de hospitalização no ano de 2001. Estima-se que o 

custo total com serviços públicos relacionados à asma no Brasil seja de 35 

milhões de dólares por ano (Jardim & Nascimento, 2007).    

A asma é uma doença inflamatória crônica caracterizada pela obstrução 

reversível das vias aéreas, hiperreatividade brônquica e denso infiltrado 

inflamatório pulmonar, predominantemente eosinofílico. O processo é marcado 

pela produção aumentada de IgE, ativação mastocitária e uma polarização da 

resposta Th2 com elevação nos níveis de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13, 

quimiocinas e remodelamento tecidual. Episódios recorrentes de tosse, sibilo, 

sensação de opressão torácica e falta de ar constituem os principais sintomas 

desta doença, os quais são reversíveis de forma espontânea ou após tratamento 

(Bousquet e cols., 2000; Bateman e cols.; 2008). 

A asma é o resultado da interação entre vários fatores genéticos e ambientais. 

A maioria dos pacientes asmáticos apresenta uma resposta aguda de 

hipersensibilidade imediata a antígenos ambientais inalados (Folli e cols., 2008). O 

início desta resposta ocorre quando alérgenos que entram nas vias aéreas 

ultrapassam as barreiras do trato respiratório, e são reconhecidos, fagocitados, 

processados e apresentados pelas células dendríticas presentes no pulmão, via 

MHC de classe II. As células T CD4 específicas para este alérgeno que se 

encontram nas vias aéreas reconhecem o antígeno através do TCR (receptor de 

reconhecimento das células T). A apresentação do alérgeno por células 

dendríticas, juntamente com sinais co-estimulatórios, leva a uma rápida ativação 
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desses linfócitos (Cohn e cols., 2004). A ativação dos linfócitos T CD4 promove a 

diferenciação desta célula em subpopulações Th1 ou Th2, além de induzir a 

proliferação dessas células e a liberação de diversos mediadores inflamatórios. Os 

subtipos de linfócitos T CD4 são classificados em Th1 e Th2 de acordo com o 

perfil de citocinas liberados por essas células. O subtipo Th2 controla a resposta 

alérgica através da produção de citocinas, como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Renauld, 

2001; Cohn e cols., 2004; Galli e cols., 2008).  

Uma vez que as vias aéreas tenham sido sensibilizadas, a re-exposição à 

alérgenos conduz a uma reação de fase aguda, conhecida como reação alérgica 

de fase imediata ou reação de hipersensibilidade imediata tipo I. Em muitos 

indivíduos, esse processo pode ser seguido por uma reação de fase tardia 

(Vignola e cols., 2002; Galli e cols., 2008). 

A fase imediata da reação alérgica é iniciada quando um indivíduo atópico 

previamente sensibilizado entra em contato com o alérgeno. Este antígeno se 

ligará às IgEs que se encontram associadas aos receptores específicos de alta 

afinidade FcεRI, situado nas membranas de mastócitos e basófilos. A ligação do 

alérgeno às IgEs promove a ativação dessas células com conseqüente 

degranulação. Assim, ocorre a liberação de histamina, produção de eicosanóides 

e espécies reativas de oxigênio que induzem contração das vias aéreas, secreção 

de muco e vasodilatação (Bousquet e cols., 2000). 

A fase tardia da reação alérgica compreende eventos celulares e a produção e 

liberação de mediadores pró-inflamatórios e ocorre entre 6 e 9 h após o contato 

com o alérgeno.   Essa fase envolve o recrutamento e a ativação de eosinófilos, 

células T CD4+, basófilos, neutrófilos e macrófagos. As células Th2 produzem 

citocinas inflamatórias que são capazes de amplificar a sua própria proliferação, 

de células B e eosinófilos, dando continuidade ao ciclo de ativação novamente 

(Busse & Rosenwasser, 2000). 

Na asma, a parede das vias aéreas é infiltrada com células TCD4, e 

eosinófilos. Mastócitos, macrófagos, plasmócitos e neutrófilos são variavelmente 

aumentados em número. A neutrofilia é encontrada em casos de asma grave ou 

em exacerbações. No lúmen das vias aéreas, há a presença de muco repleto de 
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macrófagos ativados, linfócitos, eosinófilos e células epiteliais que se 

desprenderam do tecido danificado (Cohn e cols., 2004; Hamide & Tulic; 2009). 

A inflamação persistente em pacientes com asma leva a alterações estruturais 

no parênquima pulmonar. Essas mudanças histopatológicas, coletivamente 

chamadas de remodelamento das vias aéreas, resultam da interação entre 

mediadores inflamatórios e células estromais (Cohn e cols., 2004). 

 

1.1.1. Remodelamento das vias aéreas 

 
As doenças inflamatórias agudas são geralmente resolvidas através de 

processos de reparo que restauram a estrutura e as funções normais do tecido. 

Na asma crônica, este processo torna-se desordenado e o reparo é ineficaz 

conduzindo assim ao remodelamento de diversas estruturas pulmonares (Elias e 

cols., 1999; Tattersfield e cols., 2002).  O remodelamento designa um conjunto de 

alterações na composição, quantidade e organização celular e molecular 

observada nas vias aéreas de pacientes asmáticos que ocorrem em função de um 

desequilíbrio entre regeneração e reparo tecidual (Cohn e cols., 2004; Bai, 2010).  

A inflamação e o remodelamento são processos interdependentes que influenciam 

claramente a evolução clínica da doença (Vignola e cols., 2003). Evidências 

sustentam a interpretação de que o remodelamento ocorra (ou persista) como 

resultado de um descontrole do processo inflamatório (Wilson & Bamford, 2001).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

O remodelamento das vias aéreas na asma foi descrito pela primeira vez em 

1922, por Hubert & Koessler, em casos de asma fatal. As alterações estruturais 

observadas nesse processo incluem a perda de integridade epitelial, 

espessamento da membrana basal, fibrose subepitelial, hiperplasia de células 

mucígenas, aumento da musculatura lisa e angiogênese (Roche e cols., 1989; 

Loyde & Robinson, 2004) (Figura 1.1). 

Observações em pacientes asmáticos e em modelos animais sugerem que a 

metaplasia e hiperplasia epitelial representam uma expressão precoce de 

remodelamento. As alterações epiteliais na asma incluem descamação epitelial, 

perda de células ciliadas, hiperplasia das células caliciformes e hipersecreção de 
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muco (Ordonez e cols., 2000).  As células epiteliais podem ainda modular o 

processo de remodelamento através da produção de citocinas e fatores de 

crescimento que afetam a proliferação de fibroblastos e a produção de proteínas 

da MEC. Os principais mediadores liberados pelo epitélio que participam 

diretamente do remodelamento são TGF-β, PDGF, EGF, FGF, IGF-1, ET-1 e HB-

EGF (Tagaya & Tamaoki, 2007). Clinicamente, a extensão da lesão epitelial está 

relacionada à hiperresponsividade das vias aéreas (Boulet e cols., 1997; Bai, 

2010), o que sugere que o grau de perda/renovação do epitélio está relacionado 

com o desenvolvimento e a gravidade da asma. 

A fibrose subepitelial é uma característica marcante do remodelamento 

tecidual observado na asma grave. A fibrose subepitelial ocorre na lamina 

reticular, logo abaixo da membrana basal. Esse processo é caracterizado pela 

acentuada deposição de proteínas de matriz extracelular, como fibronectina, 

tenascina, colágeno tipo I, III e V por fibroblastos (Roche e cols., 1989; Royce e 

cols., 2009). A deposição de componentes da MEC nos tecidos é determinada 

pelo balanço entre a produção e a degradação de proteínas fibrilares. A 

degradação de MEC é regulada por metaloproteinases (MMPs), cuja atividade 

pode ser controlada por uma família de inibidores endógenos, coletivamente 

conhecidos como inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). O 

desequilíbrio entre a atividade de MMPs e TIMPs conduz freqüentemente a um 

remodelamento defeituoso, favorecendo o acúmulo de componentes da MEC e 

conseqüentemente a fibrose (Brew e cols., 2000). O aumento de componentes da 

MEC pode não somente levar a fibrose, mas também atuar como um reservatório 

de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Esses mediadores 

inflamatórios podem ser liberados rapidamente da MEC permitindo uma 

sinalização extracelular sem a necessidade de síntese protéica imediata, 

perpetuando assim a inflamação (Bergeron & Boulet, 2007; Burgess, 2009).  Além 

disso, o espessamento da membrana basal correlaciona-se com a limitação ao 

fluxo de ar e a hiperreatividade brônquica (James e cols., 2001; Ward e cols., 

2001; Kasahara e cols., 2002; Shiba e cols.; 2002; Royce e cols., 2009). 
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Em asmáticos, a massa muscular das vias aéreas é aumentada devido à 

hiperplasia e hipertrofia de células musculares lisas. Inicialmente, essas células 

eram consideradas relevantes apenas no fenômeno de broncoconstricção, mas 

atualmente sabe-se que elas possuem igualmente funções imunomoduladoras 

cruciais. As células musculares lisas participam ativamente do processo 

inflamatório e do remodelamento tecidual através da liberação de citocinas, 

quimiocinas e proteínas da MEC, contribuindo para a progressão da doença 

asmática (Panettieri, 2002; Johnson, 2001). 

As alterações vasculares observadas no processo de remodelamento tecidual 

na asma incluem o aumento da microvasculatura das vias aéreas e angiogênese 

(Li & Wilson, 1997). Esse fenômeno está associado ao aumento da expressão de 

fator de crescimento endotelial (VEGF) (Hoshino e cols., 2001). As conseqüências 

clínicas da angiogênese incluem uma maior propensão à formação de edema que 

contribui para o estreitamento das vias aéreas, e o aumento na distribuição de 

mediadores inflamatórios nos pulmões. 

A gravidade da asma está relacionada ao remodelamento das vias aéreas, à 

redução da função pulmonar, na maior dificuldade em controlar-se 

satisfatoriamente os sintomas da doença, e ao subseqüente aumento no uso de 

medicação sistêmica, freqüentemente associado a efeitos colaterais não menos 

graves (Ten Hacken e cols., 2003; Bumbacea e cols., 2004; Tang e cols., 2006; 

Locke e cols., 2007; Pare e cols., 2007).  A compreensão dos eventos moleculares 

envolvidos no remodelamento das vias aéreas pode facilitar o desenvolvimento de 

novas ferramentas terapêuticas para prevenir ou reverter a perda da função 

pulmonar observada na asma. 
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Figura 1.1. Remodelamento das vias aéreas na asma.  A exposição a antígenos 

ambientais pode causar danos às vias aéreas, e indivíduos atópicos podem 

desenvolver uma resposta inflamatória persistente e, conseqüentemente 

remodelamento tecidual (adaptado de Lloyde CM & Robinson DS, 2007). 

 
 

1.1.2.  Fibroblastos e Miofibroblastos 

 

As mudanças estruturais observadas na asma eram consideradas apenas 

como fenômenos secundários, conseqüentes da inflamação persistente (Lloyde & 

Robinson, 2007). Entretanto, a literatura atual propõe uma visão alternativa da 

patogênese da asma e enfatiza a importância do microambiente estromal no 
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próprio processo inflamatório. Assim, células de origem mesenquimal, como os 

fibroblastos, possuem um papel importante na manutenção da inflamação crônica 

observada na asma. 

Os fibroblastos são células multifuncionais responsáveis pela homeostasia da 

matriz extracelular. Eles sintetizam e degradam continuamente um grupo diverso 

de moléculas extracelulares e seus receptores (Laurent e cols., 2007). Essas 

células possuem um variado repertório biossintético e são capazes de amplificar a 

inflamação devido à produção de quimiocinas, citocinas e de proteínas de MEC 

(Zhang e cols., 1996; Leslie e cols., 1992).        

A principal atividade de fibroblastos ocorre em tecidos lesionados. Após a 

injúria tecidual, os fibroblastos migram para o local da lesão, proliferam e 

produzem componentes de matriz extracelular como colágeno e fibronectina, 

resultando na formação de um tecido de granulação. Simultaneamente, os 

fibroblastos adquirem um fenótipo miofibroblástico (Hinz, 2007; Hardie e cols., 

2009).  A finalização do processo de reparo normal implica na perda da 

contratilidade de miofibroblastos e diminuição de sua atividade de síntese, 

eventualmente acompanhada por uma dramática redução desse tipo celular por 

apoptose (Desmouliere e cols., 1995). Em doenças crônicas caracterizadas pela 

presença de fibrose, a apoptose não ocorre e os miofibroblastos continuam ativos 

no tecido (Desmouliere e cols., 2005; Gabbiane, 2003). 

A diferenciação de fibroblastos a miofibroblastos envolve o desenvolvimento 

de feixes contráteis. Essas fibras são inicialmente compostas por actina 

citoplasmática e são capazes de gerar uma pequena força de tração (Hinz e cols., 

2001). Para diferenciá-los de fibroblastos quiescentes, fibroblastos ativados que 

passam a apresentar um aparato contrátil são chamados de proto-miofibroblastos 

(Tomasek e cols., 2002). Essa primeira mudança fenotípica ocorre em resposta a 

alterações na composição, organização, e propriedades mecânicas da matriz 

extracelular (Hinz & Gabbiani, 2003) e de citocinas localmente liberada por células 

inflamatórias e células residentes (Werner & Grose, 2003). O aumento da tensão 

na MEC resultante do processo de remodelamento leva a diferenciação de proto-

miofibroblastos que passam a expressar α-actina de músculo liso (α-SMA). A 
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expressão de α-SMA é precisamente controlada pela ação conjunta de fatores de 

crescimento como TGFβ-1 e de proteínas especializadas da MEC como a 

fibronectina ED-A (formada por “splicing” do domínio ED-A), assim como pela 

tensão isométrica imposta pela matriz extracelular (Tomasek e cols., 2002). A 

incorporação de α-SMA às fibras de estresse marca a diferenciação final a 

miofibroblastos e aumenta significativamente a atividade contrátil dessas células 

(Figura 1.2) (Hinz e cols., 2001). 

Diversos estudos têm considerado origens alternativas de fibroblastos na 

fibrose como diferenciação, proliferação ou migração de fibroblastos, ou ainda, 

transdiferenciação de células musculares e células epiteliais. Evidências indicam 

que progenitores mesenquimais derivados da medula óssea, denominados 

fibrócitos, funcionam como precursores de miofibroblastos e podem contribuir para 

a gênese da fibrose subepitelial na asma (Schmidt e cols., 2003; Nihlberg e cols., 

2006; Lama & Phan, 2006). Os fibrócitos representam de 0,1% - 0,5% das células 

na circulação sanguínea periférica e podem ser identificados pela expressão de 

CD45, CD34, colágeno I, CXCR4 e α-SMA (Phillips e cols., 2004; Gomperts & 

Strieter, 2007; Wang e cols., 2008). Estudos demonstram que em pacientes e em 

diversos modelos in vivo de asma alérgica, o processo de reparo e regeneração 

do tecido pulmonar envolve o recrutamento seletivo de fibrócitos para a mucosa 

brônquica, onde diferenciam-se a miofibroblastos (Chesney e cols., 1997; Schmidt 

e cols., 2003; Abe e cols., 2004). Schmidt e colaboradores mostraram que 

fibrócitos humanos circulantes adquirem um fenótipo miofibroblástico sob 

estimulação in vitro com endotelina (ET-1) e TGF-β, citocinas fibrogênicas 

produzidas em quantidades exageradas em vias aéreas asmáticas. 

Adicionalmente, foi demonstrado que a ação conjunta de SCF e IL-13 exerce um 

importante papel no remodelamento das vias aéreas por promover o recrutamento 

de fibrócitos para os pulmões e induzir a diferenciação desses progenitores a 

miofibroblastos. Além disso, o tratamento com anticorpos neutralizantes 

específicos para SCF reduz significativamente o processo de remodelamento das 

vias aéreas e suprime o recrutamento de fibrócitos para os pulmões (Dolgachev e 

cols., 2009). 
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Um segundo mecanismo descrito para uma origem alternativa de 

miofibroblastos em condições fibróticas baseia-se na transição epitelial-

mesenquimal (EMT), processo pelo qual células epiteliais transdiferenciam-se a 

fibroblastos/miofibroblastos (Scotton & Chambers, 2007; Eyden, 2008). Nesse 

processo células epiteliais perdem suas principais características fenotípicas e 

assumem algumas características mesenquimais. Assim essas células exibem 

uma perda na adesão célula-célula, aumento na motilidade e alterações 

morfológicas e passam a expressar vimentina, α-SMA, desmina, e FSP-1 (proteína 

específica de fibroblastos-1). A expressão de FSP-1 tem sido descrita como um 

marcador de EMT (Eyden, 2008; Hardie e cols., 2009). 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Diferenciação de fibroblastos a miofibrobroblastos (adaptado de 

Tomasek e cols., 2002).                     
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1.1.3. Modelos experimentais de asma 

 

Os mecanismos fisiológicos exatos do desenvolvimento da asma, em 

particular, a complexa interação entre células inflamatórias com células 

estruturais, como células musculares lisas, fibroblastos ou neurônios ainda não 

são totalmente compreendidos. Para melhor compreensão da doença e, 

posteriormente, desenvolvimento de novos medicamentos eficazes, o uso de 

modelos animais é essencial, assim como a utilização de modelos in vitro 

envolvendo cultura de células (Braun e cols., 2008). 

 

1.1.4. Modelos animais in vivo 

 

Os modelos animais in vivo oferecem informações valiosas sobre aspectos 

gerais da patologia e para o tratamento da asma. Os modelos murinos de 

inflamação alérgica têm sido úteis na definição da função de determinados 

mediadores ou células envolvidas nesse processo. Entretanto, a composição e a 

localização da inflamação em modelos experimentais de asma alérgica aguda 

diferem do processo observado em indivíduos com asma (Kips e cols., 2003; 

Fulkerson e cols., 2005).  

Em geral, os modelos murinos de asma alérgica envolvem uma etapa inicial 

de sensibilização sistêmica com uma determinada proteína (ovoalbumina, por 

exemplo) conjugada a um adjuvante. Após algumas semanas, são feitos desafios 

locais, utilizando-se a mesma proteína alergênica (Lloyde e cols., 2001). Esses 

modelos tem sido úteis para elucidar os mecanismos que conduzem ao 

desenvolvimento da inflamação e hiperreatividade das vias aéreas. Entretanto, 

esses protocolos com uma única sensibilização e desafio não induzem uma 

inflamação crônica ou alterações estruturais como as observadas na asma 

humana. Além disso, o fenômeno inflamatório e a AHR desaparecem após cessar 

as exposições ao antígeno (McMillan & Lloyde, 2004). 

Mais recentemente, foram desenvolvidos modelos com longas rotinas de 

exposições antigênicas, muitas vezes envolvendo vários meses, objetivando-se a 
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reprodução de aspectos mais crônicos da asma. Geralmente esses modelos 

crônicos demonstram consideravelmente menos inflamação eosinofílica 

nos pulmões, entretanto, mostram evidências de remodelamento com aumento da 

deposição de colágeno e de musculatura lisa, além de hiperplasia de células 

caliciformes (Lloyde & Robinson, 2007).  

 

1.1.5. Modelos experimentais in vitro 

  

Sistemas tradicionais de cultivo celular in vitro são importantes para delinear 

algumas funções de células inflamatórias e estruturais pulmonares. Diversos tipos 

celulares podem ser analisados in vitro como células dendríticas, mastócitos, 

eosinófilos, basófilos e linfócitos, sejam em culturas unicelulares ou em co-cultura. 

Pode-se ainda analisar a função de células estruturais, como células epiteliais, 

células musculares lisas e fibroblastos. As células podem ser oriundas de 

linhagens celulares imortalizadas, comercialmente disponíveis ou ainda células de 

culturas primárias isoladas de espécimes cirúrgicos ou post mortem. O cultivo 

celular in vitro tem permitido examinar os efeitos de mediadores inflamatórios e 

pró-fibróticos sobre uma ampla gama de funções celulares como proliferação, 

secreção de mediadores, metabolismo de componentes da MEC e, secreção de 

proteases (Lloyde & Robinson, 2007). 

Outra opção para estudos in vitro é a utilização de explantes de pulmão, no 

qual fragmentos pulmonares humanos ou de animais são removidos e cultivados 

por um período de dias ou semanas. Através da utilização de explantes 

pulmonares é possível avaliar efeitos imunomoduladores e compreender 

processos relacionados à asma no tecido. Comparado aos modelos de cultivo 

celular, a grande vantagem do uso de explantes de órgãos é a sua complexidade 

(Huang e cols., 2009). 
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1.2.  Sistemas tridimensionais de cultivo celular  

 

Nas últimas quatro décadas, sistemas de cultura 3D em esferóides têm sido 

aplicados em pesquisas biomédicas. Os pioneiros nessa área foram os 

embriologistas J. Holtfreter & A. Moscona que desenvolveram a metodologia de 

agregados celulares entre 1940 e 1950.  Em 1971, essa metodologia foi adaptada 

por Sutherland e colaboradores para a pesquisa em câncer, onde o principal 

objetivo foi desenvolver um modelo in vitro adequado ao crescimento tumoral a ser 

aplicado em radiobiologia. Os agregados celulares foram denominados esferóides 

e vem sendo valorizados como estruturas funcionais relevantes por conservarem 

uma arquitetura tridimensional e funções celulares semelhantes às encontradas 

nos tecidos. Desde então, o espectro de investigações sobre esferóides 

multicelulares de tumores (MCTS) tem aumentado rapidamente e expandido para 

outras áreas da pesquisa biomédica e em biologia celular básica (Kunz-Schughart, 

1999).  Em comparação aos métodos de culturas celulares tradicionais, em 

suspensão ou em monocamadas, reagreagados celulares em sistemas 

tridimensionais podem preservar características similares aos tecidos em 

organismos vivos, por exemplo, interações célula-célula e célula-matriz, que 

permitem estudos mais representativos sobre mecanismos celulares e teciduais 

(Cukierman e cols., 2001).  

Nos tecidos de mamíferos, as células estão conectadas entre si e à matriz 

extracelular formando um complexo microambiente tridimensional. A matriz 

extracelular é formada por uma rede de proteínas estruturais como colágeno, 

elastina e proteínas adesivas como fibronectina e laminina que estão imersas em 

um gel de glicosaminoglicanos (GAG) e proteoglicanos (Burgess, 2009). O contato 

entre as células e a matriz extracelular, via integrinas, afeta muitas funções 

celulares tais como proliferação, diferenciação, migração, apoptose e morfologia. 

Entretanto, para estudar esses processos, as células são geralmente isoladas dos 

tecidos através de dissociação mecânica e/ou enzimática. Posteriormente, são 

cultivadas em monocamadas. Estes são sistemas bidimensionais (2D) e o 

substrato é geralmente uma superfície plana e rígida, como placas de plástico ou 
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vidro. Essa condição altera as interações entre as células, a matriz extracelular e o 

complexo organizacional de integrinas e moléculas do citoesqueleto, modificando 

a morfologia celular e influenciando diversas funções celulares. Em razão dessas 

observações, atualmente questiona-se até que ponto sistemas de cultura 2D 

representam situações que ocorrem em organismos vivos (Boudreau & Jones, 

1999; Walpita & Hay, 2002; Rossi e cols., 2005 ).  

Esferóides podem conter uma extensiva rede de matriz extracelular que difere 

em quantidade e organização da MEC observada em células cultivadas em 

monocamadas. Supõe-se que o ambiente tridimensional da cultura em esferóides 

induza o aumento da produção de componentes da MEC. Ademais, a composição 

da MEC parece ser diferentemente regulada em esferóides e células em 

monocamadas (Mueller-Klieser, 1997; Nederman e cols., 1984; De Lange Davies 

e cols., 1997). Glimelius e colaboradores (1988) demonstraram que esferóides 

formados por células oriundas de gliomas humanos apresentaram maior 

quantidade de proteoglicanos e fibronectina quando comparado à produção 

desses componentes observada em cultura convencional de monocamadas. A 

matriz extracelular também está envolvida na formação de esferóides. A interação 

entre fibronectina e integrinas é requerida para a agregação de fibroblastos 

humanos da derme em esferóides. A formação desses agregados mostrou-se 

dependente da interação dos domínios RGD de fibronectina com a integrina α5β1 

e parece ser independente da integrina αV (Salmenperä e cols., 2008). 

Os modelos de cultivo tridimensionais são utilizados em uma ampla gama de 

estudos em biologia celular, incluindo biologia tumoral, mecanismos de adesão 

celular, migração, morfogênese, proliferação, diferenciação, apoptose e respostas 

imunes (Pampaloni e cols., 2007).  Atualmente, enfatiza-se o potencial econômico 

e de predição de eficácia clínica da utilização de esferóides celulares na seleção 

preliminar de compostos mais ativos de um grande grupo de candidatos a novas 

drogas e para a substituição de alguns módulos de ensaios em animais (Friedrich 

e cols., 2009). 
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1.2.1.  Tecnologias de cultivo de esferóides celulares 

  

Esferóides celulares são sistemas simples de cultivo tridimensional, que 

aproveitam a tendência natural de muitos tipos celulares em formar agregados. O 

princípio básico da formação de esferóides é a modulação das condições de 

cultivo, de forma que a interação das células com o substrato seja reduzida, 

favorecendo, assim, interações homotípicas célula-célula. Os esferóides podem 

ser obtidos de uma cultura unicelular ou de co-cultura (esferóides mono ou 

multicelulares, respectivamente) (Rossi e cols., 2005; Pamplone e cols., 2007).  

A manipulação fácil e rápida tanto na etapa de cultivo quanto na fase de 

análise dos esferóides é essencial para a integração desse sistema em testes de 

rotina. Várias técnicas para o cultivo de esferóides têm sido descritas, enfatizando 

as suas vantagens e desvantagens individuais (Friedrich e cols., 2009). Os 

principais métodos para a obtenção de esferóides são: 

 

i)  Sistema de cultura rotativa   

 

Nestes sistemas, as células são semeadas em agitadores giratórios, que 

se movem continuamente impedindo a adesão celular à superfície (Schwartz, 

1992). Essa técnica fornece um sistema adequado para o cultivo em larga 

escala e para a manutenção de esferóides em condições ótimas de 

suprimento de nutrientes durante um longo período (Friedrich e cols., 2009). 

 

ii) Sistemas de cultura estacionária 

 

 Tecnologias de cultura estacionária incluem o crescimento de 

esferóides em placas de 96 poços com fundo arredondado onde a 

superfície é revestida com uma fina camada de substâncias não 

adesivas como agarose ou poli-hidróxi etil metacrilato (poli-HEMA) 

(Carlsson; 1984). Essa técnica permite a formação de um único e 
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uniforme esferóide por poço, garantindo alta reprodutibilidade aos 

ensaios. 

 

 No método de gota pendente ou suspensão em gota (“hanging drop”), 

as células são centrifugadas em tubos cônicos. E posteriormente, a 

massa celular compactada é gentilmente transferida para placas de 

cultura (Timmins e cols., 2005; Kelm e cols., 2003). Essa metodologia 

resulta na formação de múltiplos esferóides que apresentam uma ampla 

variação em tamanho. E, portanto, exige uma seleção de esferóides 

com tamanhos semelhantes para obtenção de um grupo 

morfologicamente homogêneo. 

 
Diversos métodos de análise, básicos ou complexos, são utilizados para a 

avaliação de esferóides celulares viáveis, fixados ou dissociados. Hoje, 

praticamente todos os instrumentos modernos de análise, incluindo técnicas 

moleculares, podem ser adaptados a cultura de esferóides (Kunz-Schughart e 

cols., 2004). 
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2. Objetivos 

 

O principal objetivo deste trabalho foi a padronização de um sistema de cultivo 

tridimensional de fibroblastos pulmonares capaz de reproduzir características 

compatíveis ao remodelamento das vias aéreas observadas na asma crônica. 

 

2.1. Objetivos específicos  

 

 Estabelecer um modelo de inflamação e remodelamento pulmonar em 

camundongos Balb/C;  

 

  Correlacionar aspectos centrais da inflamação e remodelamento das vias 

aéreas que ocorrem no modelo murino de asma crônica in vivo, ao sistema 

de cultura 3D in vitro; 

 

 Investigar a responsividade do esferóide formado por fibroblastos 

pulmonares provenientes de pulmões sadios e de pulmões asmáticos, com 

ênfase na produção de fibronectina e colágeno, e na geração da quimiocina 

eotaxina-1. 
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3. Material e Métodos 
 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados camundongos BALB/c, com 8 semanas de vida, 

acondicionados em grupos de seis animais por caixa, no biotério do Pavilhão 

Ozório de Almeida com temperatura e umidade controladas (21±2ºC, 50±10%, 

respectivamente), submetidos aos ciclos invertidos claro/escuro de 12 h (luzes 

artificiais, 19:00-07:00h) e exaustão 15 min/h. Os animais foram fornecidos pelo 

CECAL-FIOCRUZ, sendo que todos os procedimentos foram anteriormente 

aprovados na Comissão de Ética no Uso de Animais de Laboratório da Fundação 

Oswaldo Cruz (Licença 00085-02). 

 

3.2. Protocolo de sensibilização e desafio antigênico 

 

A sensibilização ativa foi realizada através da injeção subcutânea dorsal de 

uma suspensão contendo salina e ovoalbumina (50 μg), emulsificada em 5 mg de 

gel de hidróxido de alumínio, em um volume final de 200 μL. Após 14 dias, os 

animais receberam um  reforço antigênico intraperitoneal, utilizando-se a mesma 

suspensão. 

Passados mais 14 dias os animais foram submetidos ao desafio antigênico 

através de instilação de uma solução salina contendo 50 µg de ovoalbumina por 

via intranasal três vezes por semana durante duas semanas consecutivas. As 

soluções de ovoalbumina foram preparadas utilizando-se salina estéril (NaCl 

0,9%), imediatamente antes do uso. O grupo controle foi representado por animais 

ativamente sensibilizados e desafiados com salina estéril (Figura 3.1). 
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Figura 3.1.  Esquema do modelo de asma crônica em camundongos BALB/c. 

Os animais foram sensibilizados subcutaneamente no dia 0 com uma solução 

salina contendo 50 µg de ovoalbumina e 5 mg de hidróxido de alumínio. Quatorze 

dias depois, os animais receberam um reforço da sensibilização com ovoalbumina 

e hidróxido de alumínio por via intraperitoneal. Nos dias 28, 30, 32, 36, 38 e 40 os 

camundongos foram desafiados com 50 µg de ovoalbumina por via intranasal. Os 

animais controle foram desafiados com salina. As análises foram realizadas 24 h 

após o último desafio antigênico. 

 

3.3. Histologia 

 

Os animais foram sacrificados 24 h após o último desafio antigênico, através de 

uma injeção de pentobarbital (50 mg/kg). O pulmão direito foi fixado por injeção 

intratraqueal de formalina tamponada (10%) numa pressão constante de 25 cm 

H2O. Após toracotomia, os pulmões foram removidos e imersos em solução 

fixadora (solução de formalina tamponada), processados segundo a rotina do 

laboratório, incluídos de modo a se obter fragmentos do ápice, terço médio e base. 

Cortes de 4 µm foram corados em Hematoxilina & Eosina para a análise 

histopatológica e tricrômico de Gomori para análise da deposição de proteínas de 

matriz extracelular. 
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3.4. ELISA 

 

A produção das citocinas foi detectada através do ensaio Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA). Para a realização do ensaio, o anticorpo 

capturador (100 µL por poço) foi usado para recobrir a placa, a qual permaneceu 

incubada em temperatura ambiente por 18 h. A placa foi lavada e bloqueada para 

ligações inespecíficas com PBS/BSA 1 % (250 µL por poço), o qual permaneceu 

em contato com o anticorpo capturador durante 1 h. Após esta incubação ocorreu 

outra lavagem, seguida da adição das amostras e dos padrões com diluição 

seriada nas concentrações indicadas nos kits. Essa incubação permaneceu 

durante 1 h na temperatura de 4° C. A placa foi então lavada para adição do 

anticorpo de detecção conjugado com streptavidina-HRP, permanecendo 

incubado por 1 h. Após esse tempo, a placa foi lavada novamente e adicionou-se 

a enzima por 1 h. O substrato (K-Blue) foi adicionado e a reação foi interrompida 

com H2SO4 nas concentrações indicadas nos kits. A leitura de DO foi feita no 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados obtidos 

foram expressos por mg de tecido pulmonar ou pg/mL nas amostras de 

sobrenadante.  

 

3.5. Ensaio de detecção de peroxidase de eosinófilos (EPO) 

 

Os pulmões foram removidos, canulados através da artéria pulmonar e 

perfundidos com 20 mL de salina/EDTA (20 mM). Os pulmões foram 

colocados em 5% de suspensão de HBSS (Solução balanceada de Hank‟s; pH 

7.4; Sigma Chemical Co.) e macerados usando um triturador  (T25 ultra - 

Tirrax). O homogenato resultante foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 

min. As hemácias foram removidas por lise hipotônica. As células em 

suspensão foram então, novamente centrifugadas a 3500 rpm durante 10 

min. As células foram ressuspendidas em uma solução de HBSS contendo 

0,05% de HTAB (hexadeciltrimetilamonio brometo; Sigma Chemical Co.). As 

células foram lisadas por choque térmico, em três etapas de congelamento 
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e descongelamento em nitrogênio líquido. A suspensão foi centrifugada, e o 

sobrenadante recolhido. As amostras foram plaqueadas e, em seguida foi 

adicionado o substrato (pH 8.0) contendo OPD (o-fenildiaminadiidrocloreto; 

Sigma Chemical Co.) na concentração de 1.5 mM e peróxido de hidrogênio 6.6 

mM, diluídos em Tris-HCl (0.05 mM; pH 8.0). A reação foi interrompida após 30 

minutos com a adição de H2SO4 (4 M). A leitura de DO foi feita em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 492 nm (Strath e cols., 1985). 

 

3.6. Análise quantitativa de colágeno  

O conteúdo de colágeno presente no tecido pulmonar ou no sobrenadante 

da cultura tridimensional foi analisado por meio de uma reação colorimétrica 

utilizando a técnica de Sircol (Biocolor, UK). O tecido pulmonar foi macerado em 

uma solução de Tris 0.05 M + NaCl 1M, e mantido por 18 horas a 4°C. 

Posteriormente, o material foi submetido à centrifugação de 10.000 x g por 1 hora 

a 4°C. Alíquotas de 20 µL do macerado do tecido pulmonar ou do sobrenadante 

dos esferóides foram incubadas com 1 mL do reagente Sirius Red durante 30 min 

em temperatura ambiente, sob agitação. Em seguida, foram centrifugadas e o 

precipitado resultante foi solubilizado em reagente Alkalin por 10 minutos. A 

quantificação foi feita no espectrofotômetro no comprimento de onda de 540 nm. 

 

3.7. Cultura de fibroblastos pulmonares 

 

Os camundongos Balb/c foram sacrificados em câmara de CO2, 24 horas após 

o último desafio antigênico. Após toracotomia, em condições assépticas, 

perfundiram-se os pulmões através do coração com 20 mL de PBS (Sigma 

Chemical Co.) estéril. Os pulmões foram, então, removidos e cortados em 

pequenos pedaços e passaram por duas etapas de digestão enzimática com 

colagenase tipo 1A (1 mg/mL; Gibco BRL). O digerido resultante foi filtrado através 

de uma malha de nylon e centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos a 4°C. O 

precipitado foi ressuspendido em meio Iscove´s (Iscove's Modified Dulbecco's 
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Media, Sigma Chemical Co.) suplementado com 20% de soro fetal bovino 

(Cultilab), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (0.1 mg/mL) e plaqueado em 

garrafas de cultura de 75 cm2 (Corning Costar Corporation). As células foram 

mantidas em cultura de monocamadas até a confluência e tripsinizadas com uma 

solução de tripsina 0,125% (Gibco BRL) e EDTA 0,02% (Sigma Chemical Co.). A 

população celular foi caracterizada através da expressão de α-actina de músculo 

liso através de imunocitoquímica. 

 

3.8. Imunocitoquímica para α-actina de músculo liso 

 

Após a terceira tripsinização, as células foram semeadas em lamínulas de 

vidro e mantidas em cultura durante 12 h. As células foram fixadas com 

paraformaldeído/sacarose 4% durante 30 minutos. As células foram 

permeabilizadas com Triton X-100 a 0,2% durante 20 minutos. Após a 

permeabilização, foi feito o bloqueio com BSA 1% diluído em TBS. Em seguida, foi 

feita a incubação com o anticorpo primário anti-α-SMA (1:400; Sigma Chemical 

Co.) a 4°C durante 12 h. Após a lavagem, foi feita a incubação com o anticorpo 

secundário conjugado a AlexaFlúor 488 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e 

com o marcador nuclear, TOPRO-3 (1:1000; Invitrogen), durante 1 h. As lâminas 

foram montadas com DABCO (1,4-diazobiciclo[2,2,2]octano; Sigma Chemical Co.) 

e as análises foram realizadas no microscópio de varredura confocal a laser (Zeiss 

510 Meta). 

 

3.9. Sistema de cultivo tridimensional de fibroblastos pulmonares 

 

Placas de 96 poços com fundo U (Falcon) foram revestidas com uma solução 

de agarose 1% (Seakem LE) preparada com água destilada estéril formando uma 

fina camada não adesiva sobre a superfície dos poços. Após a terceira passagem, 

1,25x104 células em meio Iscove´s suplementado com 2% de soro fetal bovino, na 

ausência ou presença de diferentes concentrações de rmIL-13, foram incubadas a 

37°C em atmosfera de 5% de CO2. Após 96 h, o sobrenadante foi recolhido e 
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congelado a -20°C e, os esferóides foram fixados com paraformaldeído/sacarose 

4% e armazenados a 4°C. 

 

3.10. Ensaio de proliferação 

 

Para análise da taxa de proliferação foram adicionados 0.5 µCi de [H3] timidina 

(Sigma Chemical Co.) por poço aos esferóides já formados (96 h). Após 4 h, os 

esferóides foram recolhidos e lavados com PBS três vezes, para retirada do 

excesso de timidina não incorporada. Na seqüência, 100 µL de Triton X-100 

(Amersham Biosciences) e 900 µL de tripsina foram adicionados com o objetivo de 

dissociar os esferóides e lisar as células para expor o material nuclear. Após 30 

min de incubação, o material que foi transferido para tubos aos quais haviam sido 

adicionados 3 mL de líquido de cintilação. A radioatividade foi quantificada em um 

cintilador (Beckman LS6500 Multi-Purpose Scintillation Counter). 

 

3.11. Imunofluorescência no esferóide inteiro 

 

Após 96 h em cultura, os esferóides foram recolhidos e lavados em PBS e, em 

seguida fixados em uma solução contendo paraformaldeído 4% e sacarose 4% 

durante 1 h. Após a fixação, os esferóides foram permeabilizados em uma solução 

tampão Tris (TBS) contendo 0,5% de Titon X-100 durante 30 minutos, lavados em 

TBS contendo 0,01% de Triton X-100 e incubados com TBS/BSA 1% durante 1 h. 

Após o bloqueio das ligações inespecíficas, os esferóides foram incubados com 

anticorpo primário anti-fibronectina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluídos 1:100 

a 4°C durante 12 h. Após a lavagem, os esferóides foram incubados com 

anticorpo secundário conjugado a AlexaFlúor 488 (1:2000; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) durante 1 h e ressuspendidos em DABCO (1,4-

diazobiciclo[2,2,2]octano; Sigma Chemical Co.). As análises foram realizadas no 

microscópio de varredura confocal a laser (Zeiss 510 Meta). A expressão de 

fibronectina foi mensurada com o auxílio do programa Image-Pro-Plus 6.2 em 16 
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cortes obtidos por microscopia confocal a partir da superfície de cada esferóide 

com intervalos de 1 µm entre cada secção. 

 

3.12. Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). As 

diferenças das variáveis entre os grupos foram testadas pela análise de variância 

One-way ANOVA, seguida de teste de comparação múltipla de Newman-Keuls-

Student. Para comparação entre dois grupos experimentais, foi utilizado o teste “t” 

de Student para amostras não pareadas. Os valores de p<0,05 foram 

considerados significativos. 
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4. Resultados 

 

4.1. Análise da estrutura e da composição tecidual pulmonar no modelo 

murino de asma crônica 

 

Neste estudo, estabelecemos um modelo experimental murino de asma 

crônica em resposta ao desafio antigênico com ovoalbumina, que seguiu o 

protocolo indicado na Figura 3.1. Este modelo reproduziu diversas características 

do remodelamento das vias aéreas relacionados à patogenia da asma crônica 

(McMillan & Lloyd, 2004).  

Através da análise histopatológica pela coloração com hematoxilina-eosina 

(H&E), verificamos que os animais ativamente sensibilizados e desafiados apenas 

com salina apresentaram integridade da estrutura pulmonar (Figura 4.1 A), 

enquanto que os pulmões de animais ativamente sensibilizados e desafiados com 

ovoalbumina apresentaram um intenso infiltrado celular (Figura 4.1 B) composto 

predominantemente por eosinófilos (36,5%) (Figura 4.1 C).  

 

 

 
Figura 4.1. Análise histopatológica das alterações no tecido pulmonar após a 

exposição crônica a ovoalbumina. Foram obtidos cortes histológicos de pulmão (4 

µm), corados com H&E e avaliados em microscópio de luz. O grupo de animais 

controle está apresentado no painel A e os animais ativamente sensibilizados e 

desafiados com ovoalbumina estão representados no painel B (aumento 40 X). 

Imagem em maior aumento (100 X) de cortes histológicos de pulmão de 

camundongos ativamente sensibilizados e desafiados (painel C). 

A B C
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O aumento do número de eosinófilos nessa condição foi confirmado através 

da quantificação de peroxidade de eosinófilos no tecido pulmonar, onde esta 

enzima mostrou-se significativamente aumentada nos animais que foram expostos 

à ovoalbumina (Figura 4.2). O bloqueio do sinal observado em condições de co-

incubação com AMT, um inibidor específico da peroxidase de eosinófilos, garantiu 

a especificidade da resposta obtida. 
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Figura 4.2. Quantificação de peroxidase de eosinófilos após exposição crônica a 

ovoalbumina. A quantificação de peroxidase de eosinófilos foi realizada utilizando-

se um substrato contendo OPD e peróxido de hidrogênio. Após 30 minutos a 

reação foi interrompida com a adição de H2SO4. A leitura de densidade ótica (DO) 

foi realizada por quantificação espectrofotométrica a 492 nm. Os dados são 

representados como média ± EPM de no mínimo 6 animais. *p<0.05 comparado 

ao grupo salina. +p<0.05 em relação ao grupo ovoalbumina. 

 

Em seguida, avaliamos o depósito de matriz extracelular, que é sabidamente 

uma importante característica do processo de remodelamento das vias aéreas. 

Mediante o uso da coloração por tricrômico de Gomori, notamos que os pulmões 

de animais controle apresentaram uma deposição basal de proteínas de matriz 
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extracelular (Figura 4.3 A), enquanto nos pulmões de camundongos desafiados 

com ovoalbumina observamos sinais de remodelamento tecidual, como acúmulo 

de componentes de matriz extracelular nas regiões subepitelial, peribrônquica e 

perivascular (Figura 4.3 B). Em paralelo, foi detectado um aumento na produção 

de colágeno em amostras de tecido pulmonar obtidas dos animais que foram 

instilados com ovoalbumina (Figura 4.3 C), ratificando o aumento significativo 

desse componente de matriz extracelular no contexto estudado.  

 

4.2. Avaliação da produção de citocinas no modelo murino de asma crônica 

 

O remodelamento das vias aéreas é finamente regulado por um complexo de 

citocinas e quimiocinas (Broide, 2008). Baseado nisso, avaliamos a produção de 

IL-13, eotaxina-1, IL-4 e IL-5, que são as principais citocinas associadas à asma, 

através de ELISA. Observamos, assim, um expressivo aumento desses 

mediadores no tecido pulmonar em animais que foram expostos à ovoalbumina 

quando comparado ao grupo desafiado com salina (Figura 4.4). 
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Figura 4.3. Análise histopatológica da deposição de proteínas de matriz 

extracelular e quantificação de colágeno no tecido pulmonar. Foram obtidos cortes 

histológicos de pulmão (4 µm), corados com tricrômico de Gomori e avaliados em 

microscópio de luz (aumento 100 X). O grupo de animais controle está 

apresentado no painel A e os animais ativamente sensibilizados e desafiados com 

ovoalbumina estão representados no painel B. A produção de colágeno (Painel C) 

foi quantificada no homogenato de tecido pulmonar utilizando-se o método de 

Sircol. *p<0.05 comparado ao grupo salina. 
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Figura 4.4. Análise da produção de citocinas e quimiocinas no tecido pulmonar de 

camundongos desafiados antigenicamente. A produção das citocinas foi detectada 

através do ensaio de ELISA. Os dados representam média ± EPM de no mínimo 6 

animais em cada grupo. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 quando comparados ao 

grupo salina. 
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 4.3. Caracterização do sistema de cultura tridimensional de fibroblastos 

provenientes de animais sadios  

 

Visto que foi possível estabelecer um modelo de asma crônica e sabendo-se 

que o processo de gênese da fibrose é pouco entendido, consideramos que o 

cultivo tridimensional de fibroblastos pulmonares poderia ser uma ferramenta 

importante para se entender melhor a formação/organização do processo fibrótico 

na asma.  Dessa forma, estabelecemos inicialmente um protocolo de cultura 

primária em monocamada de fibroblastos pulmonares provenientes de 

camundongos Balb/c adultos normais, sendo a população celular caracterizada, 

após a terceira tripsinização, pela expressão de α-actina de músculo liso (Figura 

4.5). 

                                  

 

Figura 4.5. Avaliação da expressão de α-actina de músculo liso (α-SMA) em 

fibroblastos pulmonares de camundongos sadios. Após a terceira passagem, as 

células foram cultivadas em monocamadas. Posteriormente, as células foram 

semeadas em lamínulas de vidro, fixadas e permeabilizadas. Após a etapa de 

bloqueio com BSA, as células foram incubadas durante 12 h com anticorpo 

primário anti-α-SMA. Em seguida, as células foram incubadas com o anticorpo 

secundário durante 1 h. Os núcleos foram marcados com TOPRO-3. As imagens 

foram obtidas através de microscopia confocal (aumento 40 X). 
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Em seguida, o cultivo de fibroblastos em microambiente tridimensional foi 

obtido prevenindo-se a adesão dessas células à superfície da placa através do 

revestimento dos poços com agarose 1%. Como ilustrado na figura 4.6 A, 

observou-se que fibroblastos provenientes de animais sadios foram capazes de 

reorganizarem-se em esferóides já nas primeiras 24 h em cultivo. O 

acompanhamento desses esferóides por 96 h em cultura revelou uma progressiva 

redução no volume dessas estruturas ao longo do tempo, fenômeno este inibido 

significativamente pelo cultivo dos esferóides na presença de IL-13 (Figura 4.6 A). 

Reforçando essa observação, dados quantitativos relativos aos diâmetros dos 

esferóides cultivados por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, na presença ou ausência de IL-

13, são mostrados na figura 4.6 B.  
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Figura 4.6. Avaliação morfológica de esferóides formados por fibroblastos 

pulmonares provenientes de animais sadios. (A) Imagens representativas de 

esferóides de fibroblastos pulmonares provenientes de animais sadios na 

ausência ou presença de 40 ng/mL de IL-13 nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 

h, obtidas através de microscopia de contraste de fase (aumento 40 X). (B) O 

diâmetro dos esferóides foi mensurado com auxílio do programa Image-Pro-Plus 

6.2.  Os dados são representados como média ± EPM de no mínimo 4 esferóides. 

*p<0.05 comparado ao respectivo grupo no tempo de 24 h. +p<0.05 comparado ao 

grupo não estimulado com IL-13, no respectivo tempo.  
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4.4. Caracterização do sistema de cultura tridimensional de fibroblastos 

provenientes de animais “asmáticos” 

 

Os resultados anteriores mostraram que os fibroblastos provenientes de 

camundongos sadios são capazes de formar esferóides. A partir dessa 

observação, examinamos a formação e o desenvolvimento de esferóides em 

populações de fibroblastos oriundos de pulmões de camundongos ativamente 

sensibilizados e desafiados com ovoalbumina. Desse modo, verificamos que 

esferóides de fibroblastos pulmonares de camundongos “asmáticos” apresentaram 

também redução de tamanho ao longo das 96 h de cultivo (Figura 4.7 A), mas de 

maneira mais atenuada do que aquela apresentada por esferóides formados com 

fibrolastos pulmonares de animais normais. Conforme observado anteriormente 

para esferóides formados por fibroblastos de pulmões sadios, a adição de IL-13 ao 

sistema de esferóides formados por células do pulmão asmático também preveniu 

a diminuição de tamanho dessas estruturas (Figura 4.7 A).  Reforçando essa 

constatação, dados quantitativos relativos aos diâmetros dos esferóides cultivados 

por 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, na presença ou ausência de IL-13, são mostrados na 

figura 4.7 B. Tomados em conjunto, estes resultados indicam que esferóides 

formados por células de animais sadios e cultivados na presença de IL-13 

assemelham-se morfologicamente a esferóides de células procedentes de animais 

asmáticos após 96 h de cultura. 
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Figura 4.7. Avaliação das alterações de forma e diâmetro de esferóides formados 

por fibroblastos pulmonares provenientes de camundongos “asmáticos”. Imagens 

representativas de esferóides formados por fibroblastos pulmonares provenientes 

de animais ativamente sensibilizados e desafiados com ovoalbumina na ausência 

ou presença de 40 ng/mL de IL-13 nos tempos de 24 h, 48 h, 72 h e 96 h obtidas 

através de microscopia de contraste de fase (aumento 40 X) (A). O diâmetro dos 

esferóides foi mensurado através do programa Image-Pro-Plus 6.2 (B).  Os dados 

são representados como média ± EPM de no mínimo 4 esferóides. *p<0.05 

comparado ao respectivo grupo no tempo de 24 h. +p<0.05 comparado ao grupo 

não estimulado com IL-13, no respectivo tempo.  
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4.5. Avaliação da proliferação celular em esferóides de fibroblastos 

provenientes de animais sadios e “asmáticos” 

 

Avaliamos a capacidade proliferativa das células componentes dos esferóides 

através da incorporação de timidina tritiada por um período de 4 h decorridas 96 h 

de cultivo. Verificou-se que a exposição à IL-13, por 96 h, não modificou 

significativamente o padrão de proliferação de fibroblastos pulmonares 

provenientes de camundongos “asmáticos”, ao contrário do observado com 

fibroblastos provenientes de pulmões sadios (Figura 4.8) .  

 

      

 

Figura 4.8. Avaliação da proliferação celular em esferóides de fibroblastos 

provenientes de animais sadios e “asmáticos”. A proliferação celular foi 

mensurada através da incorporação de timidina tritiada (0.5 Ci), 96 h após o 

plaqueamento das células. Os valores representam a média ± EPM de 1 

experimento, realizado com um conjunto de 6 esferóides por amostra (n=5). 

*p<0.05 comparado ao grupo não asmático na ausência de IL-13. 
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4.6. Expressão de fibronectina em esferóides de fibroblastos provenientes 

de animais não asmáticos e “asmáticos" 

A figura 4.9 A mostra a expressão de fibronectina no esferóide formado com 

células provenientes de pulmões de animais não asmáticos (condição controle), 

oriundas de um tecido pulmonar hígido, enquanto que a figura 4.9 B revela a 

expressão de fibronectina por um esferóide formado com células provenientes de 

pulmões de animais “asmáticos”, que apresentavam marcado remodelamento 

pulmonar (condição remodelada). Após 96 h de cultivo, além do evidente maior 

tamanho, constatou-se, também um marcado aumento de expressão de 

fibronectina naquele esferóide formado com fibroblastos provenientes de tecido 

remodelado. Cultivado na presença de IL-13 (40 ng/ml), o esferóide da condição 

controle apresentou tamanho e padrão de expressão de fibronectina comparável 

aquele da condição remodelada (Figura 4.9 C), enquanto que o esferóide da 

condição remodelada (Figura 4.9 D) mostrou o mesmo padrão de resposta 

observado na ausência da citocina. 

A figura 4.10 reforça essa interpretação com dados quantitativos. Observou-se 

um aumento significativo na expressão de fibronectina, em planos obtidos entre 3 

a 8  µm da superfície do esferóide, quando esferóides da condição remodelada 

foram comparados aos esferóides da condição controle. O co-cultivo em presença 

de IL-13 de fato aumentou a expressão de fibronectina dos esferóides da condição 

controle sem interferir com o padrão de expressão dos esferóides da condição 

remodelada. 
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Figura 4.9. Expressão de fibronectina em esferóides de fibroblastos provenientes 

de animais sadios e “asmáticos”.  Os esferóides foram cultivados durante 96 h, 

fixados em paraformaldeído 4% e processados para imunomarcação. Os 

esferóides foram analisados ao microscópio de varredura confocal a laser através 

de 16 cortes com intervalos de 1 µm ao longo da estrutura do esferóide. A 

marcação para fibronectina em esferóides compostos por fibroblastos de pulmões 

de animais sadios está representada nos painéis A (ausência de IL-13) e C 

(presença de 40 ng/mL de IL-13), e no caso de esferóides compostos por 

fibroblastos de pulmões de camundongos asmáticos está representada nos 

painéis B (ausência de IL-13) e D (presença de 40 ng/mL de IL-13). Barra = 20 

µm. 
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Figura 4.10. Quantificação da expressão de fibronectina em esferóides compostos 

por fibroblastos oriundos de animais sadios e “asmáticos”. A expressão de 

fibronectina foi mensurada com o auxílio do programa Image-Pro-Plus 6.2 em 16 

cortes obtidos por microscopia confocal a partir da superfície de cada esferóide 

com intervalos de 1 µm entre cada secção. O gráfico representa a média da 

quantificação de expressão de fibronectina entre as secções de 3 a 8 µm de 

profundidade.  Os dados são representados como média ± EPM de 3 esferóides. 

*p<0.001 comparado ao grupo não asmático na ausência de IL-13. 
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4.7. Avaliação da produção de colágeno por esferóides de fibroblastos 

pulmonares obtidos de camundongos provocados ou não com alérgeno 

 
A figura 4.11 mostra um aumento significativo no conteúdo de colágeno 

quantificado bioquimicamente (método de Sircol) no sobrenadante de esferóides 

da condição remodelada, comparado ao sobrenadante de esferóides da condição 

controle. Neste caso, entretanto, apesar da tendência, a IL-13 não aumentou 

significativamente a produção de colágeno dos esferóides da condição controle 

nem da remodelada.  

 

 

 

Figura 4.11. Análise quantitativa da produção de colágeno por esferóides 

compostos por fibroblastos provenientes de pulmões de camundongos não 

asmáticos e “asmáticos”, na ausência ou presença de IL-13 (40 ng/ml). A 

produção de colágeno foi mensurada, através do método de Sircol, no 

sobrenadante da cultura de esferóides 96 h após o plaqueamento das células. Os 

dados são representados como média ± EPM de pelo menos 6 esferóides. * 

p<0.05 comparado ao grupo não asmático em ausência de IL-13. 
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4.8. Avaliação da produção de eotaxina-1 em esferóides formados por 

fibroblastos provenientes de camundongos não asmáticos e “asmáticos” 

 

Os fibroblastos podem contribuir para a regulação da inflamação através da 

liberação de citocinas e quimiocinas (Zhang, 1996). Neste estudo, observamos 

que, após 96 h de cultura, detectou-se uma produção basal baixa de eotaxina-1 

por esferóides da condição controle, que não foi diferente daquela gerada por 

esferóides da condição remodelada (Figura 4.12). Por outro lado, notamos que o 

co-cultivo desses esferóides com IL-13 levou a um acentuado aumento de 

geração da quimiocina por esferóides das duas condições, numa proporção que 

foi significativamente maior naqueles esferóides da condição remodelada.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12.  Avaliação da produção de eotaxina-1 liberada no sobrenadante de 

esferóides compostos por fibroblastos procedentes de camundongos sadios e/ou 

“asmáticos”. A produção de eotaxina-1 foi mensurada no sobrenadante da cultura 

de esferóides 96 h após o plaqueamento das células através do método de ELISA. 

Os dados foram representados como média ± EPM de 4 esferóides. *p<0.05 

comparado ao respectivo grupo controle. +p<0.05 comparado ao grupo não 

asmático na presença de IL-13. 
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4.9. Estado funcional de esferóides após 72 h em cultivo 

 

Há na literatura evidências de que fibroblastos, e outras células estruturais, 

entram rapidamente em apoptose quando cultivadas em esferóides (Bizik e cols., 

2004). Em nosso modelo, observamos no tempo de 96 h sob estimulação com IL-

13 alguns parâmetros de atividade celular como proliferação, produção de 

citocinas e de proteínas de MEC. Para avaliar o estado funcional de fibroblastos 

em esferóides, analisamos a responsividade dessas células a IL-13 após 72 h de 

cultivo. Utilizando esferóides formados com fibroblastos pulmonares obtidos de 

tecido hígido, demonstramos que a adição de IL-13 (40 ng/ml) 72 h após o início 

da cultura não foi capaz de modificar o diâmetro do esferóide observado no tempo 

de 96 h em cultura, portanto 24 h depois da estimulação com a citocina (Figura 

4.13 A), ao contrário do observado quando do co-cultivo com IL-13 por 96 h. 

Entretanto, nessas mesmas condições, a estimulação com IL-13, 72 h após o 

início da cultura, aumentou significativamente o teor de colágeno secretado pelo 

esferóide, 24 h depois, em magnitude de aumento comparável àquele notado na 

condição de co-cultivo com IL-13 por 96 h (Figura 4.13 B).  

Resultados semelhantes aos do colágeno foram obtidos quando se avaliou o 

teor secretado de eotaxina-1, seguindo o mesmo protocolo. Observamos que a IL-

13 (10-80 ng/ml), adicionada na cultura 72 h após seu início, induziu um aumento 

de produção de eotaxina-1, do tipo concentração-resposta, que foi proporcional 

aquele observado quando do co-cultivo do esferóide com a citocina por 96 h 

(Figura 4.14). Esses dados em conjunto demonstram que após 72 h em cultivo, as 

células em esferóides mantêm-se capazes de responder a estimulação com IL-13.  
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Figura 4.13. Avaliação do estado funcional de esferóides após 72 h em cultivo. 

Fibroblastos provenientes de tecido pulmonar hígido foram plaqueados na 

ausência (controle) ou presença de 40 ng/mL de IL-13, adicionada 

concomitantemente ao plaqueamento (0-96 h) ou 72 h após o início da cultura (72-

96 h). O diâmetro dos esferóides foi mensurado através do programa Image-Pro-

Plus 6.2. 96 h após o plaqueamento das células (A). A produção de colágeno foi 

mensurada no sobrenadante da cultura de esferóides através do método de Sircol 

(B). Os dados foram representados como média ± EPM de no mínimo 6 

esferóides. *p<0.05 em relação ao grupo controle. +p<0.05 quando comparado ao 

grupo IL-13 0-96 h. 
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Figura 4.14. Avaliação do estado funcional de esferóides após 72 h em cultivo. 

Fibroblastos provenientes de tecido pulmonar hígido foram plaqueados na 

ausência (controle) ou presença de 40 ng/mL de IL-13, adicionada 

concomitantemente ao plaqueamento (0-96 h) ou 72 h após o início da cultura (72-

96 h). A produção de eotaxina-1 foi mensurada no sobrenadante da cultura de 

esferóides 96 h após o plaqueamento das células através do método de ELISA. 

Os dados foram representados como média ± EPM de 4 esferóides. *p<0.05 

comparado ao grupo controle. +p<0.05 em relação ao grupo IL-13 0-96 h. 
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5. Discussão 

A neogênese da fibrose pulmonar e seu impacto na patogenia da asma são 

fenômenos ainda pouco compreendidos, em grande parte devido à falta de 

sistemas que reproduzam o processo em condições experimentais controladas.  

Assim, é de extrema importância o desenvolvimento de modelos in vivo, e também 

in vitro, que permitam o estudo da fibrose pulmonar e possíveis formas de 

prevenção e intervenção farmacológica.   Neste estudo, concentramos esforços no 

estabelecimento de um sistema de cultura 3D baseado em esferóides formados 

por fibroblastos isolados de pulmão murino. A idéia central foi desenvolver um 

modelo experimental que possibilitasse o estudo dos mecanismos de fibrogênese 

in vitro, e auxiliasse nas estratégias de triagem de candidatos a fármacos 

antiasmáticos inovadores.  Nossa estratégia foi comparar fenótipos de esferóides 

de fibroblastos pulmonares, provenientes de camundongos doadores sadios, com 

aqueles provenientes de camundongos sensibilizados e desafiados por instilação 

nasal de ovoalbumina. Inicialmente, padronizamos um modelo animal de asma em 

camundongos BALB/c, cepa muito freqüentemente utilizada em modelos 

experimentais de asma aguda.  

Os modelos experimentais de asma murinos são importantes ferramentas 

para investigar mecanismos subjacentes à inflamação alérgica aguda e 

desenvolvimento de hiperreatividade brônquica, duas importantes características 

da asma humana (Wegmann, 2008). Em geral, esses modelos baseiam-se em 

uma sensibilização sistêmica com proteínas antigênicas, como a ovoalbumina, 

adsorvidas a um adjuvante (hidróxido de alumínio). Uma vez sensibilizados, estes 

animais desenvolvem eosinofilia e hiperreatividade brônquica após a inalação ou 

instilação intranasal com ovoalbumina (Kumar & Foster, 2002; Kips e cols., 2003; 

Wegmann, 2008). Esses modelos são limitados, principalmente, por não 

reproduzirem as alterações histopatológicas associada à asma crônica. A principal 

estratégia utilizada para induzir um processo de asma crônica é o aumento no 

número de repetições dos desafios antigênicos com ovoalbumina (Lloyd & 

Robinson, 2007). Entretanto, essa estratégia apresenta, freqüentemente, 
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problemas associados à tolerância imunológica, condição caracterizada pela 

diminuição progressiva da eosinofilia, da hiperreatividade das vias aéreas e das 

mudanças estruturais (Yiamouyiannis e cols., 1999; Lloyd e cols., 2001, 

Shinagawa & Kojima, 2003).  

Em um estudo anterior, Shinagawa & Kojima (2003) compararam a evolução 

do processo inflamatório e do remodelamento das vias aéreas utilizando um 

modelo de exposição crônica à ovoalbumina em quatro diferentes cepas de 

camundongos (A/J, BALB/c, C57BL/6, e C3H/HeJ). Nesse modelo, os 

camundongos foram desafiados através de instilação intranasal com ovoalbumina 

três vezes por semana, durante 12 semanas consecutivas, sem sensibilização 

sistêmica prévia. Inicialmente, foi observado que a magnitude do processo 

inflamatório e das mudanças estruturais é dependente das cepas de 

camundongos. Camundongos A/J apresentaram inflamação eosinofílica contínua, 

alterações histológicas típicas do remodelamento das vias aéreas (espessamento 

da parede das vias aéreas e aumento da deposição de colágeno) e 

hiperreatividade brônquica persistente. Enquanto, camundongos BALB/c 

apresentaram esse mesmo quadro, porém, em menor intensidade, demonstrando 

assim que essa cepa apresenta um determinado grau de tolerância à exposição 

antigênica crônica. Baseados em estudos prévios, trabalhamos com camundongos 

Balb/C sensibilizados com uma mistura de ovoalbumina e hidróxido de alumínio 

nos dias 0 e 14. O desafio antigênico foi feito por via intranasal, administrando-se 

ovoalbumina três vezes por semana durante duas semanas consecutivas, 

decorridos 30 dias do início da sensibilização (McMillan SJ & Lloyd CM, 2004). 

Nessas condições observamos intenso infiltrado inflamatório, predominantemente 

eosinofílico, espessamento da parede das vias aéreas e o aumento da deposição 

de componentes da MEC, associado à produção aumentada de IL-13, IL-4, IL-5 e 

eotaxina-1 no tecido pulmonar. Este modelo de sensibilização e desafio foi 

subseqüentemente utilizado para a obtenção de pulmões “asmáticos”. 

A cultura tridimensional de fibroblastos foi obtida prevenindo-se a adesão 

dessas células ao substrato através do revestimento da superfície da placa com 

agarose, que representa uma matriz amorfa e não aderente. A manutenção de 
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fibroblastos nessas condições favorece interações homotípicas célula-célula 

levando a formação de reagregados celulares, os quais são denominados 

esferóides (Bizik e cols., 2004). Primeiramente, observamos que populações 

homogêneas de fibroblatos pulmonares provenientes de animais sadios ou 

“asmáticos” foram capazes de reagregarem-se em esferóides. Entretanto, 

observamos que populações celulares heterogêneas (em primeira passagem) de 

pulmões de camundongos sadios ou “asmáticos” não formaram esferóides (dados 

não mostrados).  

 Verificamos que esferóides compostos por fibroblastos oriundos da condição 

remodelada, em condições basais, apresentaram maior deposição de fibronectina 

e produção de colágeno aumentada quando comparado a esferóides da condição 

controle. Além disso, esferóides compostos por fibroblastos de animais 

“asmáticos” também apresentaram maior tamanho no tempo de 96 h. Esse dado 

demonstra que fibroblastos da condição remodelada conservam in vitro 

características compatíveis com o remodelamento das vias aéreas observado no 

modelo experimental de asma crônica. Os fibroblastos provenientes de vias 

aéreas asmáticas, caracterizada pela inflamação persistente e elevados níveis de 

citocinas, parecem sofrer alterações fenotípicas como um produto do seu 

ambiente, acarretando em um comportamento diferenciado daquele observado em 

fibroblastos controle. Entretanto, é surpreendente que tais alterações fenotípicas 

persistam, uma vez, que as células tenham sido removidas do ambiente 

inflamatório e cultivadas in vitro. Essas alterações primárias no comportamento de 

células mesenquimais pode ser um mecanismo alternativo que leva a mudanças 

estruturais observadas na asma. Os resultados obtidos estão em consonância 

com diversos estudos que apontam o aparecimento de alterações funcionais em 

células epiteliais (Hastie e cols., 2002), células musculares lisas (Johnson, 2004), 

e em fibroblastos (Ludwig e cols., 2004; Plante e cols., 2006) de indivíduos com 

asma, cultivados in vitro. Estas diferenças funcionais persistem durante o cultivo in 

vitro, sugerindo que essas alterações são independentes, ou tornam-se 

independentes, de citocinas inflamatórias. Esse fenômeno também foi observado 

por Sugiura e colaboradores (2007) que avaliaram in vitro fibroblastos obtidos de 
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camundongos controle e de camundongos sensibilizados e desafiados com 

ovoalbumina. Comparados com fibroblastos controle, células de animais 

“asmáticos” apresentaram aumento na quimiotaxia induzida por fibronectina, maior 

contração em géis tridimensionais de colágeno, maior produção de TGF-β, 

fibronectina, VEGF e α-SMA. Dentro deste contexto foi também demonstrado que 

fibroblastos cultivados a partir de biópsias de pulmão de indivíduos com asma 

grave apresentaram uma expressão acentuada do receptor de PDGF do tipo beta 

(PDGFR-β) e produção aumentada de pró-colágeno tipo I em resposta a 

estimulação com PDGF BB em relação a fibroblastos de indivíduos saudáveis 

(Lewis e cols., 2005).  

Estudos em modelos animais de asma fornecem evidências convincentes de 

que a IL-13, independente de outras citocinas do tipo Th2, é suficiente para induzir 

todas as características da asma alérgica (Wills-Karp, 2004). A fibrose subepitelial, 

característica do remodelamento tecidual observado na asma, é mediado por um 

complexo de citocinas, destacando-se a IL-13. Assim, foi demonstrado que o 

aumento da expressão de IL-13 nos pulmões de camundongos induz uma intensa 

resposta fibrótica na parede das vias aéreas (Zhu e cols., 1999). Além da asma, a 

IL-13 tem sido associada à fibrose em diversas doenças, incluindo a doença 

pulmonar obstrutiva crônica, fibrose pulmonar idiopática, entre outras (Wills-Karp, 

2004). Baseado nessas evidências e na observação de que esta citocina 

encontra-se aumentada nos pulmões de camundongos submetidos a desafios 

antigênicos, de acordo com nosso modelo de asma crônica, elegemos a IL-13 

como a citocina a ser usada no sistema tridimensional de cultivo de fibroblastos 

para atuar como indutora de processos relacionados à fibrogênese. Inicialmente 

observamos que a IL-13 permite uma melhor manutenção de esferóides formados 

por fibroblastos oriundos de animais sadios e “asmáticos”, prevenindo a 

progressiva diminuição de tamanho dos esferóides ao longo das 96 h de cultivo.  

Nossos resultados indicaram que esferóides da condição remodelada 

apresentam uma deposição de fibronectina aumentada em condições basais.  O 

co-cultivo com IL-13 foi capaz de induzir um “fenótipo asmático” em esferóides da 

condição controle, onde a adição desta citocina elevou a produção de fibronectina. 
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A fibronectina é uma glicoproteína que existe na circulação (plasma) na sua forma 

solúvel e é também encontrada na sua forma insolúvel aderida à MEC (Halliday & 

Tomasek, 1995). A formação de fibrilas de fibronectina insolúveis, através da 

polimerização de fibronectina solúvel, é dinâmica e ocorre como um processo 

mediado pelo citoesqueleto de actina e receptores de integrinas, sobre a 

superfície de células residentes. Logo, a deposição de fibronectina e a 

polimerização de actina são dependentes de um estado de tensão isométrica de 

um substrato tridimensional (Johnson e cols., 2006). Essas considerações 

demonstram a relevância do estudo dessa proteína, entre outros componentes da 

MEC, num sistema tridimensional. Semelhante ao observado em relação à 

fibronectina, o co-cultivo de esferóides da condição controle com IL-13 elevou a 

produção de colágeno, de maneira comparável ao observado em esferóides da 

condição remodelada. Esses dados estão em consonância com a literatura, uma 

vez que, a IL-13 tem sido descrita por aumentar a síntese de arginase I. Esta 

enzima hidrolisa L-arginina a uréia e L-ornitina, que são metabólitos requeridos 

para a síntese de colágeno por fibroblastos (Hesse e cols., 2001). Ademais, a 

produção aumentada de colágeno em modelos animais de asma através da 

exposição à ovoalbumina também resulta da regulação positiva da síntese de 

arginase (Zimmermann e cols., 2003).  

A IL-13 induz a expressão de diversas quimiocinas como MCP-1, MCP-2, 

MCP-3, MCP-5, eotaxina-1, eotaxina-2 e MIP-1α (Lukacs e cols., 2001; Zhu e 

cols., 2002). Em nossos ensaios observamos que esferóides tanto da condição 

controle quando da condição remodelada apresentam baixos níveis de geração 

espontânea de eotaxina-1. Entretanto, a adição de IL-13 ao sistema aumenta a 

liberação de eotaxina em ambas as condições, sendo que esferóides da condição 

remodelada apresentaram uma liberação dessa quimiocina significativamente 

maior que aquela observada em esferóides da condição controle. Adicionalmente, 

verificamos que a IL-13 também foi capaz de elevar a liberação de MCP-1 em 

esferóides de fibroblastos da condição controle (dados não mostrados). Embora 

em nosso estudo não tenhamos comparado a liberação de quimiocinas por 

fibroblastos em monocamadas e em esferóides, dados da literatura mostram que o 
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agrupamento de fibroblastos em esferóides induz um significativo aumento na 

liberação espontânea de quimiocinas. O conteúdo do RNAm de várias quimiocinas 

como CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) e CCL5 (RANTES), CXCL1, 

CXCL2 e CXCL3, e CXCL8 (IL-8) foi de 6 a 169 vezes maior em esferóides de 

fibroblastos, 36 h após o início da cultura, do que em células cultivadas em 

monocamadas. Da mesma forma, os níveis de CCL3, CCL5 e CXCL8 no 

sobrenadante de esferóides foram significativamente maiores do que em 

monocamada. Ademais, o meio condicionado de esferóide de fibroblastos induziu 

a quimiotaxia de neutrófilos do sangue periférico humano e monócitos, sendo esse 

efeito significativamente inibido por anticorpos contra CXCL8 e o CCR1, 

respectivamente. A diminuição dos níveis de IkBα e o aumento da atividade do 

fator de transcrição NFkB também foram observados em esferóides de 

fibroblastos (Enzerink e cols., 2009).   

Alguns estudos propõem que fibroblastos agregados em esferóides param de 

crescer, passando a uma via de ativação celular que conduz a uma intensa 

resposta pró-inflamatória e proteolítica, processo este denominado de nemosis. 

Neste modelo, a ativação de fibroblastos termina em morte celular programada 

semelhante à necrose, sendo esse fenômeno observado em menos de 24 horas 

após o início da cultura (Vaheri e cols., 2009). Ademais estudo anterior sugere que 

células endoteliais estruturadas em esferóides tornam-se não responsivas a 

fatores de crescimento como VEGF (fator de crescimento endotelial) e FGF-2 

(fator de crescimento de fibroblastos 2) e entram rapidamente em apoptose (Korff 

& Augustin, 1998). Entretanto, nossos achados mostraram claramente que o 

esferóide da condição normal foi reativo à estimulação com IL-13, mesmo quando 

esta aconteceu após 72 h de cultivo apenas na presença do meio de cultura. 

Notou-se significativo aumento da produção de colágeno e eotaxina-1, 24 h depois 

da exposição a essa citocina, sugerindo fortemente que o sistema como proposto 

neste estudo apresenta características que estimulam a sua potencial utilização 

como modelo experimental para avaliação de mecanismos relacionados ao 

remodelamento pulmonar alérgico, bem como para a triagem farmacológica de 

novos compostos candidatos a protótipos antiasmáticos.  
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Nossos resultados em conjunto, evidenciam que foi possível estabelecer 

modelos experimentais in vivo e in vitro (cultura 3D), que poderão auxiliar em 

estudos futuros de elucidação de mecanismos chave na patogenia da asma, bem 

como no screening farmacológico de novos fármacos antiasmáticos.  
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6. Conclusões 

 

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que: 

 Camundongos Balb/c machos adultos submetidos ao protocolo de 

sensibilização e desafio antigênico proposto nesta tese respondem, 24 h 

depois da última provocação, com intensa reação inflamatória pulmonar 

marcada pelo recrutamento de eosinófilos, geração de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, além de fibrose peribrônquica.  

    

 Fibroblastos pulmonares cultivados em condições propícias a agregação 

célula-célula, formam esferóides em 24 h, estrutura essa que diminui 

progressivamente em tamanho em 96 h de cultivo, mas que se mantém 

reativa a estimulação com IL-13 por pelo menos 72 h. 

 

 Os esferóides formados com fibroblastos pulmonares provenientes de 

camundongos “asmáticos” (condição remodelada) são maiores e produzem 

mais fibronectina, colágeno e eotaxina-1 do que o esferóide da condição 

controle.  

 

 O co-cultivo de fibroblastos da condição normal com IL-13 forma o 

esferóide característico da condição remodelada, reforçando a relevância 

do papel transformador dessa citocina no contexto do remodelamento 

pulmonar alérgico. 

 

Em conjunto, nossos achados fornecem evidências indicativas de que o 

esferóide de fibroblastos pulmonares constitui-se num sistema de estudo de 

fibrogênese in vitro simples e reprodutivo, com grande potencialidade nos 

programas de triagem de novos fármacos antiasmáticos e anti-fibróticos.   
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