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RESUMO 
 
 

Castro JMA. Asma experimental em camundongos selecionados para mínima (AIRmin) ou 
Máxima (AIRmax) resposta inflamatória aguda [Tese (Doutorado em Imunologia)]. São Paulo, 
Brasil: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 
 
Asma é uma doença inflamatória pulmonar crônica usualmente associada com imunidade do tipo 
2, eosinofilia pulmonar, hiperreatividade brônquica (airway hyperreactivity - AHR), hiper-
produção de muco e altos níveis de IgE. Indivíduos asmáticos podem responder aos alérgenos 
por duas distintas fases: uma fase imediata (early phase response - EPR) e uma fase tardia (late 
phase response - LPR). A broncoconstrição a metacolina (methacholine - MCh) pode ter um 
componente intrínseco ou extrínseco (inflamatório) e é regulada positivamente pela expressão de 
receptores muscarínicos do tipo 3 (MR3) ou negativamente pelos receptores muscarínicos do 
tipo 2 (MR2). Apesar dos modelos murinos mimetizarem importantes características da asma 
humana, como inflamação eosinofílica pulmonar e AHR, a maioria deles falham em reproduzir 
duas características fundamentais observadas na doença humana como a EPR ou LPR da reação 
alérgica e o estabelecimento de cronicidade. No presente trabalho utilizamos camundongos 
AIRmax e AIRmin para avaliar AHR e a inflamação alérgica nestas duas linhagens. Verificamos 
que camundongos AIRmin respondem com uma broncocostricção intensa (AHR intrínseca) a 
doses crescentes de metacolina. Esta resposta intensa correlacionou-se com uma menor 
expressão de receptores muscarínicos do tipo 2 em comparação com os camundongos AIRmax. 
Em relação a respostas alérgicas induzidas por ovoalbumina (OVA), camundongos AIRmax 
sensibilizados e desafiados com OVA, ao contrário dos AIRmin, desenvolveram LPR e 
apresentaram aumento significativo da AHR a doses crescentes de MCh, apresentando valores 
significativamente mais elevados em relação ao grupo controle quando comparados aos AIRmin. 
Os AIRmax também montaram uma robusta resposta inflamatória alérgica; estes animais 
apresentam um denso infiltrado inflamatório com predominância de eosinófilos, uma elevada 
produção de muco, citocinas (IL-5 e IL-13) no BAL broncho-alveolar lavage – BAL) e 
anticorpos anafiláticos IgE e IgG1. De forma surpreendente animais AIRmax desenvolvem 
quadro alérgico pulmonar crônico que cursa com AHR a MCh e uma inflamação pulmonar com 
infiltrado de eosinófilos com deposição de colágeno no tecido pulmonar além de uma produção 
elevada de anticorpos anafiláticos. Em conclusão nosso trabalho mostra que animais AIRmin 
apresentam AHR intrínseca enquanto que animais AIRmax desenvolvem características cardinais 
da síndrome asmática humana. 
 
 
Palavras-chave: Asma. OVA. MCh. AHR. M2Rs. EPR. LPR. Inflamação pulmonar crônica. 



 

ABSTRACT 
 
 

Castro JMA. Experimental asthma in mice selected for Minimum (AIRmin) or Maximum 
(AIRmax) acute inflammatory response. [Ph.D. Thesis (Immunology)]. São Paulo, Brasil: 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 
 
Asthma is a chronic inflammatory lung disease usually associated to Type 2 T helper cells, lung 
eosinophilia, airway hyper-reactivity (AHR), mucus hyper-secretion and increased titers of IgE. 
Asthmatic individuals may react to allergens by two distinct phases: an immediate phase (early 
phase response - EPR) and a late phase (late phase response - LPR). A bronchoconstriction 
reaction to methacholine (MCH) possesses an intrinsic or extrinsic (inflammatory) components 
and it is positively regulated by the expression of muscarinic type 3 (MR3) or negatively by 
muscarinic receptor type 2 (MR2). Although the murine models mimic important features of 
human asthma such as eosinophilic lung inflammation and AHR, most of them fail to reproduce 
two key features human asthma, such as eosinophilic lung inflammation and AHR, the majority 
of animal models fail to reproduce some  fundamental features observed in humans as though 
EPR and LPR of the allergic reaction, and establishment of chronicity. In the present study we 
use AIRmax AIRmin mice to assess AHR and allergic inflammation in these two strains. We 
found that AIRmin mice exposed to increasing doses of methacholine presented intense bronchial 
constriction (intrinsic AHR). This intense reaction was related to a lower expression of 
muscarinic type 2 receptors compared to AIRmax mice. In relation to allergic responses induced 
by ovalbumin (OVA), AIRmax mice sensitized and challenged with OVA, unlike AIRmin 
developed LPR and presented significant augmented  AHR to increasing doses of MCh, with 
values significantly higher in the control group when compared to AIRmin. The AIRmax also 
developed a robust inflammatory allergic response, presenting a dense inflammatory infiltrate 
containing predominantly eosinophils, hyper-secretion of mucus, cytokines (IL-5 and IL-13) in 
the broncho-alveolar lavage (BAL) and anaphylactic antibodies (IgE and IgG1). Surprisingly 
AIRmax mice develop chronic pulmonary allergic framework that leads to AHR to MCh and 
lung inflammation with eosinophilic infiltration with collagen deposition in lung tissue and a 
high production of anaphylactic antibodies. In conclusion, this study demonstrates that AIRmin 
mice present intrinsic AHR whereas AIRmax mice develop cardinal features of the human 
asthmatic syndrome.  
 
 
Keywords: Asthma. OVA. MCh. AHR. M2Rs. EPR. LPR. Chronic pulmonary inflammation.
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Asma 

 
As doenças alérgicas afetam aproximadamente 300 milhões de pessoas em todo o mundo e 

estima-se que 250 mil indivíduos morram de asma anualmente [1]. Durante as últimas três 

décadas, houve um aumento significativo na prevalência de doenças alérgicas, em particular da 

asma brônquica, em países desenvolvidos e, principalmente, em países em desenvolvimento, como 

o Brasil. Segundo dados recentes da Organização Mundial de Saúde (OMS) o Brasil ocupa o sexto 

lugar entre os países com maior incidência de diagnósticos de asma na população adulta [1-3]. 

Ainda segundo relatório da OMS estima-se que nos próximos 10 anos haverá um acréscimo de 

20% na ocorrência de asma na população mundial. Mudanças ambientais e, conseqüentemente, as 

complexas interações genético-ambientais são consideradas responsáveis pelo aumento da 

prevalência das desordens alérgicas [4].  

A asma é uma doença inflamatória que acomete o tecido pulmonar e é caracterizada por 

uma obstrução do fluxo aéreo devido a alterações funcionais na capacidade de contração da 

musculatura lisa brônquica. Esta obstrução caracteriza a hiperreatividade brônquica (do inglês, 

Airway Hyperreactivity – AHR) e ocorre em resposta a uma série de estímulos endógenos ou 

exógenos [5]. Esse quadro é acompanhado pelo aumento da produção de muco e com o tempo 

pode levar a mudanças estruturais e funcionais no tecido denominadas de remodelamento 

pulmonar. Sabe-se que a patogênese da asma brônquica encontra-se associada a componentes 

genéticos e torna-se mais grave com a exposição a fatores ambientais [5, 6].  

Os componentes genéticos que determinam a susceptibilidade à asma podem ser reunidos 

em quatro grupos principais de genes: o primeiro envolve genes que codificam moléculas 

associadas com a imunidade inata e imunoregulação (CD14, TLR2, TLR4, TLR6, TLR10, 

NOD1, NOD2, IL-10, TFG-β, HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP); o segundo engloba os genes 

envolvidos com a diferenciação e funções efetoras das células Th2 (GATA2, TBX21, IL-4, IL-

13, IL-4RA, IL-5, IL-5A e STAT-6); o terceiro contém os genes envolvidos com a biologia e 

imunidade das células da mucosa (CCL5, CCL11, CCL24, CCL26, DEFB1, SPINK5, FLG, 

ADAM33, SCGB1A1) e o quarto grupo envolve os genes associados com as funções 

pulmonares, remodelamento tecidual e gravidade das doenças (TGF, GPRA, ADBR2, TNF, 

NOS1) [7, 8]. Além disso, tem-se um quinto grupo de genes relacionados ao controle da  
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contração dos músculos lisos que determinam a susceptibilidade ao desenvolvimento de AHR e, 

consequentemente a asma [9]. A expressão gênica dessas moléculas colabora para a exacerbação 

da resposta imune do tipo Th2, responsável pelas reações de hipersensibilidade do tipo I, que 

caracterizam a asma, e também para os processos de lesão/remodelamento tecidual bem como 

com o desenvolvimento de AHR que, juntos, causam os sintomas das respostas alérgicas 

crônicas. 

Os fatores ambientais envolvidos na susceptibilidade à asma incluem principalmente 

exposição ao alérgeno, mudanças de temperatura, baixa umidade, poluição e a exposição a 

microrganismos patogênicos ou não [10-12].  

A classificação da doença é difícil, entretanto, pode ser dividida em duas categorias 

principais, baseadas na presença ou ausência de um distúrbio imune subjacente: asma extrínseca 

(ou alérgica) e a asma intrínseca (ou não-alérgica).  

A asma intrínseca ocorre em indivíduos sem evidências de alergia e, neste fenótipo da 

doença  vários estímulos podem iniciar a AHR, como por exemplo, aspirina, infecções pulmonares 

(principalmente as causadas por vírus), frio, stress psicológico, exercício físico e inalação de 

dióxido de enxofre. A asma intrínseca tem seu início na idade adulta e se caracteriza por uma 

baixa resposta aos broncodilatadores e necessidade de uso prolongado de corticóides. Os linfócitos 

T destes pacientes secretam IL-5, porém, em comparação aos portadores de asma extrínseca 

alérgica, produzem reduzidas quantidades de IL-4. Além disso, dados da literatura sugerem que a 

asma intrínseca está relacionada a uma anormalidade nos músculos lisos que permite a estes 

músculos proliferar mais rapidamente, secretar quimiocinas como eotaxina [13] e IP-10 (CXCL10) 

[14] as quais são responsáveis pelo influxo de células inflamatórias como eosinófilos e mastócitos, 

respectivamente, para as vias aéreas [15]. As células musculares podem secretar também proteínas 

da matriz extracelular responsáveis pelo processo de remodelamento pulmonar que é uma 

característica da doença asmática. Em conjunto, estas alterações podem geram uma resposta 

inflamatória direcionada a antígenos desconhecidos e um aumento na AHR que, caracterizam a 

asma intrínseca [15]. 

De modo distinto, na asma extrínseca alérgica, que representa a maior parte dos casos de 

asma, há uma resposta imune direcionada aos alérgenos ambientais [16]. De uma maneira geral, 

a maior parte dos alérgenos são antígenos de natureza protéica, relativamente pequenos e muito 

solúveis. Quando em contato com as mucosas, o alérgeno difunde-se através do epitélio e é 
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capturado por células dendríticas (do inglês, dendritic cells- DCs) que migram para os linfonodos 

drenantes onde irão apresentar os antígenos para os linfócitos T. As DCs bem como as demais 

células apresentadoras de antígeno (do inglês, antigen-presenting cells – APCs) apresentam 

peptídeos presentes nos alérgenos complexados às moléculas de MHC (do inglês, Major 

Histocompatibility Complex – MHC) de classe II aos linfócitos T CD4+ naive 0 (Th0) específicos, 

que devido ao microambiente se diferenciam em linfócitos T CD4+Th2 (linfócitos Th2). Estes 

linfócitos Th2 ativados secretam preferencialmente citocinas tipo 2 que são as principais 

responsáveis pela reação inflamatória característica da asma extrínseca alérgica. 

Os Linfócitos Th2 uma vez ativados migram para as zonas ricas em linfócitos B nos 

linfonodos e induzem a ativação dos linfócitos B alérgeno-específicos que, na presença da citocina 

IL-4, derivada dos linfócitos Th2 [17, 18], sofrem o processo de troca de isotipo e passam a 

secretar anticorpos IgE específicos para o alérgeno [19]. Esses anticorpos ligam-se aos receptores 

de membrana de alta afinidade para a porção Fc da imunoglobulina E (FcεRI), expressos em 

mastócitos e basófilos, aumentando a sobrevivência e ativação destas células. Outra subclasse de 

anticorpos produzidos em resposta às citocinas produzidas por linfócitos Th2, a IgG1, também 

pode ser anafilática [20-22]. Estes eventos caracterizam a fase de sensibilização da resposta 

alérgica. 

Num contato subseqüente com o mesmo alérgeno, ocorrerá ligação cruzada destes à IgE e 

IgG1 específicos ligados aos receptores na superfície celular de mastócitos e basófilos [23, 24] 

desencadeando a ativação destas células e a subsequente reação inflamatória característica da asma 

alérgica [23, 24].  

A reação inflamatória alérgica produzida em indivíduos sensibilizados após a re-exposição 

ao alérgeno específico é frequentemente classificada em três fases temporais: a fase imediata (do 

inglês, Early-Phase Reactions – EPR); a fase tardia (do inglês, Late-Phase Reactions – LPR) e a 

inflamação alérgica crônica [25], descritas a seguir.  

 

 

1.1.1 Resposta asmática imediata e tardia e inflamação crônica 

 

Herxsheimer, em 1950 [26], observou que a resposta das vias aéreas à inalação de 

alérgenos em indivíduos sensibilizados apresenta duas fases: a EPR e a LPR. A EPR pode ser 
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detectada 10 minutos após a inalação repetida do alérgeno, alcançar o máximo de efeito em 30 

minutos e se resolver em 3 horas. A LPR se inicia 2 ou 3 horas após a re-exposição ao alérgeno e 

pode se estender por mais de 24h [26].  

Em um indivíduo sensibilizado para um determinado alérgeno, a ligação cruzada destes 

alérgenos à IgE e IgG1 específicos ligada aos receptores na superfície celular de mastócitos e/ou 

basófilos é seguida pela ativação de vias secretórias nestas células para liberação de mediadores 

farmacológicos. Estes mediadores incluem a histamina, o leucotrieno B4 (LTB4), o leucotrieno 

C4 (LTC4) e a prostaglandina E2 (PGE2) que agem nas células musculares causando intensa 

resposta broncoconstritora, característica marcante da EPR [27-29].  

Estes mediadores lipídicos, juntamente com outras moléculas tais como quimiocinas e 

citocinas, produzidos na EPR levam à persistência da inflamação e recrutamento de outros tipos 

celulares caracterizando a LPR.  

Na LPR há recrutamento e ativação de eosinófilos, macrófagos e linfócitos Th2  para o 

tecido pulmonar, sendo que a característica marcante dessa fase é o grande influxo e a ativação de 

eosinófilos nas vias aéreas [30, 31]. Dentre as quimiocinas envolvidas com a inflamação na LPR 

pode-se citar a CCL-11 (eotaxina), a CCL-5 (RANTES), a CCL-2 (MCP-1), a CCL-3 (MIP-1α), 

a CCL-7 (MCP-3), a CCL-8 (MCP-2), a CCL-13 (MCP-4) e a IL-8 [32]. Além disso, neste 

processo tem-se a participação das moléculas de adesão e seus receptores (Integrina VLA-1 - 

α1β1 integrin, very late antigen-1,  Integrina VLA-4 - alpha4beta1 Integrin, very late antigen-4, 

ICAM-1, VCAM-1) [33-36]. 

Entre as citocinas envolvidas com a migração de células inflamatórias na LPR destacam-se 

as citocinas do tipo-2 derivadas principalmente dos clones de linfócitos Th2 ativados específicos 

para o alérgeno. 

Os linfócitos Th2 ativados, além da citocina IL-4, produzem outras citocinas do tipo-2 tais 

como IL-3, IL-5, IL-9, IL-13 GM-CSF (do inglês, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating 

Factor- GM-CSF) as quais têm sido descritas como importantes na LPR [37-48]. Estas citocinas 

em conjunto determinam características marcantes da LPR como: diferenciação e ativação de 

eosinófilos, secreção de muco, desenvolvimento de AHR a estímulos não alérgicos [19]. Estas 

moléculas exercem efeitos como mudança de classe dos linfócitos B para a produção de IgE (IL-4 

e IL-13), recrutamento de mastócitos (IL-4, IL-9 e IL-13) e maturação de eosinófilos (IL-3, IL-5 e 

GM-CSF) e basófilos (IL-3 e IL-4) [49]. Na ausência dessas citocinas, não há desenvolvimento de 
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resposta alérgica, conforme observado em modelo experimental de indução de asma em 

camundongos deficientes para IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 [50]. 

Além dos eventos descritos, durante a fase inicial de exposição ao alérgeno, há participação 

de citocinas como TSLP (do inglês, Thymic Stromal Lymphopoietin-TSLP), IL-33 e IL-25. A 

citocina TSLP foi inicialmente descrita como produto secretado por células estromais tímicas [51]. 

No entanto, células epiteliais e basófilos também secretam TSLP. Citocinas como TNF-α, IL-1, 

IL-4 e IL-13 induzem a produção de TSLP que atua sobre as DCs, linfóticos T, mastócitos, células 

NK (do inglês, Natural Killer – NK), eosinófilos e linfóticos B. A citocina TSLP direciona a 

resposta imune para o perfil Th2 também por atuar sobre as DCs [52, 53]. A expressão de TSLP 

no pulmão de camundongos transgênicos ou a administração de TSLP recombinante induzem 

intensa inflamação pulmonar, recrutamento de eosinófilos, AHR e produção de muco [54-56]. 

 A IL-33 é uma citocina da família da IL-1 que também contribui para a resposta alérgica 

por amplificar as respostas do tipo Th2, uma vez que esta citocina induz ativação dos basófilos 

com consequente produção da citocina IL-4. IL-33 também é responsável por aumentar a 

sobrevivência de eosinófilos bem como induzir aumento da expressão de moléculas de adesão 

como ICAM-1 nestas células [57]. A citocinas IL-33 ativa mastócitos a secretar aminas vasoativas, 

mediadores lipídicos e quimiocinas que contribuem para a reação de anafilaxia [58].  

A IL-25 é uma citocina da família da IL-17 produzida por células epiteliais, linfócitos T, 

eosinófilos, mastócitos e basófilos, também conhecida como IL-17E, que co-estimula a 

proliferação de células Th2 e a produção de citocinas, principalmente IL-5 [59, 60]. Em modelo 

murino de asma, a IL-25 é expressa no pulmão dos animais e, quando neutralizada, ocorre 

redução do recrutamento de eosinófilos e de linfócitos para o espaço aéreo e modulação negativa 

da resposta imune Th2 [61].  

Além disso, a importância de citocinas descritas recentemente também foi comprovada 

em modelos experimentais, como IL-23 e IL-17 [54, 55, 59, 61-64]. Trabalhos sugerem o 

envolvimento das citocinas IL17A, IL17F e IL-23 com as respostas alérgicas, tanto na inflamação 

neutrofílica, quanto no desenvolvimento da resposta Th2 [65-69]. A IL-17 é expressa nas vias 

aéreas de pacientes asmáticos e correlaciona-se com a  gravidade da doença [65, 66]. Em modelo 

experimental, tanto a IL-17, quanto a IL-23, produzidas durante a resposta alérgica colaboram 

para o desenvolvimento da resposta Th2 [64, 67, 68]. Além disso, células como eosinófilos, 

mastócitos, basófilos também podem produzir estas citocinas e exacerbar ambas EPR e LPR. 
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Recentemente foi demonstrado que células NKT (do inglês, natural killer T cell - NKT) que 

produzem grandes quantidades de IL-4 podem exacerbar a inflamação alérgica e a AHR em 

modelo murino de asma [70]. 

Uma vez recrutados e ativados no tecido pulmonar inflamado, os eosinófilos liberam a 

proteína básica principal (MBP-major basic protein), a proteína catiônica eosinofílica (ECP-

eosinophilic cationic protein), a peroxidase eosinofílica (EPO-eosinophil peroxidase) e espécies 

reativas de oxigênio (ROS-reactive oxygen species) responsáveis pelos danos fisiopatológicos no 

tecido pulmonar incluindo o aumento da resposta das vias aéreas a uma variedade de estímulos, o 

que pode ser refletido pela AHR à inalação de broncoconstritores como a metacolina [26].  

No que se refere à produção de ROS, há várias evidências da participação do metabolismo 

oxidativo destas células na patogênese da asma. Por exemplo, eosinófilos obtidos de pacientes 

asmáticos produzem mais ânion superóxido (O2
-) quando comparados a indivíduos saudáveis 

[71]. Embora o pulmão tenha um desenvolvido sistema antioxidante para proteger a si próprio 

contra a exposição a oxidantes endógenos ou exógenos nocivos [72, 73], a produção excessiva de 

ROS pode causar inflamação no tecido pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas, exacerbando 

o quadro fisiopatológico da asma [74-76]. Autores sugerem que os efeitos dos ROS no tecido 

pulmonar são vários, a citar: a injúria das células epiteliais provoca a perda da barreira funcional 

protetora tornando vários antígenos permeáveis ao tecido ao tecido pulmonar, exacerbando assim 

a inflamação nas vias aéreas e aumentando a secreção de muco [77] e, indução da produção de 

prostaglandinas e leucotrienos [78] que podem aumentar a contração das células musculares lisas 

das vias aéreas. Além disso, pode haver supressão da função dos receptores β-adrenérgicos [79] 

com conseqüente aumento da contração da musculatura lisa e exacerbação da AHR a 

bronconstritores.  

Esta intensa resposta inflamatória observada na LPR pode evoluir para uma inflamação 

alérgica crônica. Esta é o resultado da exposição contínua ou repetitiva ao alérgeno e se 

caracterizada pela presença de grande número de células inflamatórias da imunidade inata e 

adaptativa nos tecidos nos locais do desafio com o alérgeno. Esta inflamação persistente é 

associada com mudanças na matriz extracelular e no número, fenótipo e função das células 

estruturais.  

O processo inflamatório em pacientes com asma crônica envolve mudanças em toda a 

estrutura das vias aéreas e é tipicamente associada com: hiperplasia/metaplasia das células 
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produtoras de muco; hipertrofia epitelial e muscular dos brônquios; aumento na produção de 

citocinas e quimiocinas pelas células epiteliais; intensa infiltração intraepitelial de eosinófilos, 

aumento na deposição de componentes da matrix extracelular; proliferação dos fibroblastos, 

desenvolvimento de miofibroblastos, aumento da vascularidade e aumento na espessura da 

camada muscular das vias aéreas, com aumento do tamanho, número e função das céulas 

musculares [80-83]. Estas mudanças são referidas como remodelamento pulmonar e é uma 

característica da inflamação crônica presente em doenças como asma, dermatite atópica e rinite 

alérgica [84, 85]. A consequência mais drástica do processo inflamatório é o declínio irreversível 

da função pulmonar [86]. 

 

 
 

1.1.2 Hiperreativiade brônquica 

 

O aumento AHR a agentes broncoconstrictores é uma característica marcante da asma. As 

ações contráteis no músculo liso das vias aéreas, que ocorrem na asma e determinam o 

desenvolvimento de AHR, são mediadas, na maioria das vezes, pela liberação de histamina, 

leucotrienos, prostaglandinas e, principalmente acetilcolina (ACh), que se ligam em seus 

respectivos receptores transmembranares, ativando a cascata de sinalização intracelular que que 

(1) promovem a liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares que permitirá o deslizamento dos 

filamentos de miosina com os de actina, contraindo o músculo liso das vias aéreas [87] e (2) 

provocam a abertura de canais de Ca2+ operados por voltagem (Cav) causando influxo de Ca2+ no 

citoplasma e, conseqüentemente, a contração do músculo liso [88]. 

A regulação da contração do músculo liso das vias aéreas é feita por fibras nervosas do 

sistema parassimpático [89, 90]. A ativação do nervo vago, principal regulador parassimpático 

das vias aéreas, libera ACh, a qual liga-se aos receptores muscarínicos do tipo M3 (M3R) 

localizados nas células musculares para causar contração e broncoconstrição ambos em humanos 

[91] e animais [92]. Por outro lado, a ACh liga-se também aos receptores muscarínicos do tipo 2 

(M2R) localizados nos nervos colinérgicos pós-ganglionares e, a ativação destes receptores inibe 

a liberação de ACh em um mecanismo de retroalimentação negativa diminuindo a 

broncoconstrição [90].  
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Os receptores M3 induzem a contração dos músculos lisos das vias aéreas por duas vias- 

dependente e independentes de Cálcio (Ca2+). Por meio da subunidade Gqα, o receptor M3 ativa 

a fosfolipase C (PLC), a qual libera 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 

induz a liberação de Ca2+ dos estoques no retículo sarcoplasmático. Alternativamente, M3R pode 

se ligar ao CD38 e, levar a formação de ribose ADP cíclico (cADPR), o qual induz similar 

liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares. O Ca2+ livre no citoplasma induz a formação da 

miosina-quinase (MLCK), que fosforila a cadeia leve da miosina (MLC) ativando  o processo de 

contração muscular [93]. A fosforilação da MLC é controlada também por vias que inibem a 

miosina.fosfatase (MLCP). O DAG derivado da PLC ativa a proteína quinase C (PKC) que, uma 

vez ativada fosforila a CPI-17 o qual inibe diretamente a ação da MLCP. Além disso, a proteína 

Rho-quinase, ativada por umas das porções intracelulares do receptor muscarínico M3 também 

fosforila a CPI-17. 

Embora o mecanismo de contração seja desencadeado por ativação do receptor M3, 

estudos mostram que em doença humana e modelos experimentais de AHR, ocorre diminuição na 

expressão e/ou na função dos receptores M2, gerando intensa AHR devido a um aumento na 

liberação de ACh do nervo vago e não devido a uma alteração na expressão e/ou função dos 

receptores M3 [90]. O receptor inibitório M2 nos nervos parassimpáticos apresentam disfunção 

em três diferentes modelos animais de asma: infecção aguda com o vírus parainfluenza [94, 95], 

modelos de sensibilização e desafio com alérgeno [96, 97] e modelos de exposição aguda ao 

ozônio [98]. Nos modelos de sensibilização e desafio com alérgeno que são caracterizados por 

intenso infiltrado eosinofílico, a inibição do receptor M2 é feita via MBP liberada dos grânulos 

dos eosinófilos ativados no local da inflamação. A MBP é uma proteína carregada positivamente 

que tem a propriedade de se ligar a um grupamento alostérico do receptor M2 inibindo a ligação 

do agonista e, dessa forma, inibindo qualquer ativação deste receptor [99].  

Além da regulação do processo de contração e, consequentemente da AHR, a ACh é um 

neurotransmissor que exerce um fino controle da inflamação no tecido pulmonar e, portanto é a 

molécula responsável pela interface entre o sistemas imune e nervoso. Em vários modelos 

experimentais de asma, autores mostram que a ACh, ao se ligar a outra classe de receptores, os 

nicotínicos, especialmente o receptor α7nAChR (do inglês, α7 nicotinic acetylcholine receptor) 

exerce importante efeito anti-inflamatório, reduzindo o influxo total de células inflamatórias e a 

eosinofilia no lavado broncoalveolar (do inglês, bronchoalveolar lavage, BAL) [100] e reduzindo 
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a migração de eosinófilos bem como a produção de leucotrieno C4 (LTC4) e metaloprotease 9 

(do inglês, matrix metalloprotease-9 – MMP-9), ambos produzidos por eosinófilos ativados e 

envolvidos na patogênese da asma [101]. Além disso, sabe-se que agonistas dos receptores 

nicotínicos da ACh reduzem a proliferação de linfócitos [102] e a expressão de moléculas co-

estimulatórias como CD28 em linfócitos T [103] e B7 em macrófagos alveolares [104]. 

 Como mencionado, a AHR é uma característica marcante da asma. No entanto, os 

mecanismos precisos que regulam AHR permanecem obscuros. Os estudos envolvendo modelos 

animais de AHR têm ajudado a elucidar tais vias associadas ao desenvolvimento de AHR e asma.  

A AHR pode ser avaliada quantitativamente empregando diferentes técnicas e tem sido 

usada em vários estudos que visam identificar genes de susceptibilidade à asma. A AHR 

brônquica possui um componente intrínseco que tem forte controle genético [105-107]. E, por 

isso antecede o desenvolvimento de asma, indicando que a AHR não só contribui para a 

patogenia como é um marcador precoce da doença [108]. Esta AHR que ocorre independente de 

qualquer processo inflamatório nas vias aéreas é denominada AHR intrínseca ou não inflamatória 

e caracteriza a asma intrínseca. Além disso, os fatores ambientais, como a exposição à alérgenos 

ou infecção podem igualmente influenciar a AHR e, neste caso gerar a AHR inflamatória 

observada em indivíduos com asma extrínseca alérgica [109].   

Em relação ao componente inflamatório da AHR, existem dois subtipos de AHR, um 

variável e induzível e outro persistente. A AHR variável reflete o processo inflamatório 

desencadeado pela exposição ao alérgeno. Roger Altounyan foi o primeiro pesquisador a 

observar relação de desenvolvimento de AHR e inflamação [110]. A partir desse estudo várias 

constatações foram feitas demonstrando a relação entre células inflamatórias, particularmente 

eosinófilos, mastócitos e basófilos bem como o aumento da produção de citocinas tais como IL-4, 

IL-5 e IL-13  e o desenvolvimento de AHR [111-115].  

A AHR persistente é observada em pacientes com asma crônica e correlaciona-se a 

mudanças estruturais e/ou fisiológicas decorrentes do remodelamento pulmonar. Esse 

componente da AHR é provocado pelas modificações teciduais que incluem deposição de 

colágeno (fibrose) hipertrofia e/ou hiperplasia das células musculares das vias aéreas e mudanças 

na composição da matriz extracelular que, em conjunto provocam aumento da espessura da 

perede das vias aéreas [116]. Além disso, o desenvolvimento da AHR em camundongos tem sido 

associado à pelo menos dois mecanismos distintos: um dependente da citocina IL-4, anticorpos 
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IgE e mastócitos [117] e outro dependente da citocina IL-5 e eosinófilos [118-120]. De acordo 

com os dados da literatura, estes dois mecanismos possuem ação independente no 

desenvolvimento de AHR [121]. 

Em modelos murinos, a AHR intrínseca e a AHR inflamatória podem ser avaliadas antes 

e após a indução experimental de inflamação alérgica das vias aéreas, respectivamente. E, estes 

modelos forneceram um conjunto de dados que permitiram avançar os conhecimentos sobre os 

mecanismos que operam no controle da AHR. Estes estudos mostram que AHR não- inflamatória 

é intrínseca e controla geneticamente em linhagens puras [106, 122, 123], e que AHR 

inflamatória nestas mesmas linhagens também tem um componente hereditário. Neste cenário, 

em um trabalho recente, Camateros et al. (2009) [9] identificaram genes candidatos ao fenótipo 

de AHR em oito novas regiões cromossômicas, adicionadas as oito regiões identificadas 

anteriormente por este e outros grupos. Estes genes estão todos expressos nos pulmões e são eles: 

Ddr2 (do inglês, Discoidin domain receptor family member 2 – Ddr2) envolvido com a síntese de 

colágeno [124]; o Hc (do inglês, Hemolytic complement – Hc) envolvido na modulação da AHR 

[125] , Fbn1 (do inglês, Fibrilin 1 – Fbn1) envolvido na produção da matriz extracelular [126]; 

Utrn (do inglês, Utrophin - Utrn ) envolvido na expressão dos receptores de ACh e na sinapse 

neuromuscular [127]; Enpp2 (do inglês, Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 - 

Enpp2) envolvido no controle da função pulmonar [128] e o Tsc2 (do inglês, Tuberous sclerosis 

– Tsc2) que regula o crescimento e a diferenciação das células musculares lisas [129]. 

Dados da literatura sugerem que os genes que controlam a AHR intrínseca, envolvidos 

primordialmente no controle da contração da musculatura lisa brônquica [9], podem positiva ou 

negativamente controlar a AHR inflamatória. Um exemplo clássico do controle negativo está nos 

camundongos das linhagens C57BL/6 e C3H/HeJ, que apesar de desenvolverem intensa resposta 

inflamatória, permanecem hiporesponsivos a broncoconstrição induzida por metacolina [130, 

131]. O controle positivo da AHR inflamatória foi demonstrado por Wills-Karp (1997) que 

revelou camundongos A/J, que possuem AHR intrínseca, quando sensibilizados e desafiados com 

alérgeno desenvolvem uma AHR mais intensa. Esta autora constatou que genes adicionais, como 

os genes que influenciam a diferenciação de linfócitos Th2, contribuem para AHR inflamatória 

[132].  

Além disso, sabe-se que a AHR inflamatória pode ser controlada por mecanismos genéticos 

independentes da AHR intrínseca e sim envolvidos com o processo inflamatório propriamente 
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dito. Vários trabalhos mostram que a AHR inflamatória está correlacionada com distintos 

marcadores de inflamação das vias aéreas na asma. Estes incluem eosinofilia [111], presença de 

mastócitos [111] e células epiteliais no BAL [133] bem como a hiper-produção de muco e 

deposição de colágeno nas vias aéreas [113]. Utilizando camundongos knockout (KO) e 

transgênicos foi confirmada a participação dos genes para as citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-

8, IL-11 e IL-13 na fisiopatologia da asma, incluindo a AHR [134].  

          
 

1.2 Modelos de asma experimental 

 

Assim como a maioria das doenças humanas, estudos com animais de laboratório  

produzidos ao longo das décadas permitiram avançar no conhecimento dos mecanismos 

operacionais envolvidos na imunopatologia da asma. 

Os primeiros modelos animais de asma foram desenvolvidos em uma variedade de 

espécies [135] e focaram no fenômeno de AHR, definida como excessiva broncoconstrição em 

resposta a um desafio com agonistas do músculo liso como metacolina. Estes agonistas possuem 

objetivo de mimetizar as ações dos mediadores liberados pelas células inflamatórias durante um 

ataque de asma alérgica [136]. Apartir de 1980, com o avanço na elucidação da participação da 

resposta imune na patologia da asma, os modelos experimentais têm focado em ambas AHR e 

resposta imune na asma alérgica. Assim, nos últimos quinze anos, modelos animais, 

especialmente modelos murinos, de asma experimental têm sido usados para investigar os 

mecanismos imuno-patológicos que conduzem a desenvolvimento da doença. 

Várias linhagens de camundongos podem ser utilizadas juntamente com os mais diversos 

alérgenos para a sensibilização dos animais, como por exemplo, antígenos ambientais, 

normalmente envolvidos nas patologias humanas [137-140]. Esses antígenos podem ser extratos 

de ácaros domésticos, extratos de determinadas espécies de baratas, grãos de pólen e antígenos 

específicos desses alérgenos expressos na forma de proteína recombinante. A proteína 

ovoalbumina (OVA) é um alergeno alimentar que apesar de não representar um alérgeno 

pulmonar relevante na população humana, é um dos antígenos mais empregados como alérgeno 

nos modelos experimentais murinos de alergia em função da facilidade para sua obtenção e 

capacidade de induzir resposta imune mediante imunização com adjuvante. Os modelos murinos 
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de alergia empregando a proteína OVA foram padronizados na década de 90 e são empregados 

atualmente para as mais diversas finalidades [141-147]. Nestes modelos, atualmente adaptados, 

realiza-se a sensibilização dos animais com a proteína, em presença de adjuvante como o gel de 

hidróxido de alumínio (Alum). Neste tipo de protocolo a resposta alérgica é claramente mediada 

por linfócitos Th2 juntamente com um aumento significativo do número total de células no BAL, 

predominantemente eosinófilos (60-80%), além disso, ocorre produção de citocinas como IL-4, 

IL-5, IL-9 e IL-13 e de anticorpos IgE e IgG1 OVA-específicos. Além disso, os animais AHR a 

concentrações crescentes de broncoconstritores como a metacolina (MCh).  

 Estes modelos fornecem uma visão sobre os mecanismos imunológicos da inflamação 

alérgica aguda e ajudam a elucidar células e moléculas de ambos, sistema imune inato e 

adaptativo, que desempenham papéis fundamentais na regulação do processo inflamatório local. 

Além disso, os modelos experimentais de asma fornecem valiosa ferramenta para investigar a 

interação neuro-imunológica subjacente ao desenvolvimento de alergia [148-150]. 

Apesar dos modelos murinos mimetizarem importantes características da asma humana, 

como inflamação pulmonar e AHR, a maioria deles falha em reproduzir três características 

fundamentais observadas na doença humana como a EPR e a LPR bem como a cronicidade da 

resposta alérgica. Zosky et al. (2008) demonstraram que camundongos BALB/c sensibilizados e 

desafiados com OVA desenvolveram AHR a MCh mas não desenvolveram LPR apesar de 

intenso infiltrado inflamatório. Estes autores mostram as limitações do modelo murino como 

uma ferramenta para se estudar a disfunção pulmonar associada com a asma [151]. 

Um dos mais recentes focos dos estudos envolvendo asma alérgica é a questão da 

cronicidade da exposição ao alérgeno. O processo de sensibilização e desafio descritos acima, 

que desencadeiam a inflamação das vias aéreas e a AHR à MCh é um processo agudo o que não 

reflete a doença humana, uma vez que asma em humanos é tipicamente uma doença crônica que 

possui características tais como remodelamento pulmonar [152].  

Assim, na tentativa de elucidar as alterações nas vias aéreas decorrentes da cronicidade da 

doença, diferentes grupos de pesquisadores têm estudado o efeito da exposição crônica ao 

alérgeno em camundongos. No entanto, na maioria dos protocolos testados, a exposição crônica a 

ovoalbumina em camundongos BALB/c previamente sensibilizados conduzem a um fenômeno 

conhecido como “tolerância inalatória local”, caracterizado pela diminuição da inflamação 

pulmonar e hiperreatividade brônquica [153, 154], porém os animais apresentam altos níveis de 
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IgE, daí o termo local [155]. Neste contexto, existem poucos dados na literatura que mostram 

presença de infiltrado inflamatório e AHR em camundongos desafiados cronicamente com o 

alérgeno; Goplen et al. (2009) mostraram que a exposição a múltiplos antígenos produz 

inflamação na ausência de adjuvante e pode quebrar a tolerância e produzir um fenótipo crônico 

[156]. Corroborando estes dados, Wegmann et al. (2005) demonstraram que três sensibilizações 

intraperitoneais com OVA adsorvida a Alum seguida por doze semanas de desafio com OVA 

com uma freqüência de dois desafios por semana, produzem inflamação alérgica crônica e AHR 

persistente [157]. No entanto, o modelo de asma crônica possui grande limitação devido ao 

escasso número de dados na literatura e a dificuldade de reprodução dos achados.  

Além do exposto, a complexa fisiopatologia da asma torna difícil a elucidação das suas  

reais causas: uma resposta inflamatória ou anormalidade intrínseca dos músculos lisos das vias 

aéreas ou ambos simultaneamente [158], ou seja, a relação entre AHR e inflamação permanece 

ainda como uma temática a ser explorada pelos pesquisadores.  

Em conjunto estes achados apontam que asma é uma síndrome complexa que pode ser 

mediada por diferentes mecanismos genéticos e imunológicos. Portanto, o desenvolvimento de 

modelos experimentais utilizando distintas linhagens de camundongos é de interesse para se 

entender e dissecar os diferentes mecanismos imunológicos envolvidos nestes processos 

patológicos.  

 

 

1.3 Linhagens de camundongos selecionados para máxima (AIRmax) ou mínima (AIRmin) 

resposta inflamatória aguda 

    

As linhagens de alta (AIRmax) ou baixa (AIRmin) reatividade inflamatória aguda foram 

obtidas por Seleção Genética Bidirecional a partir de uma população geneticamente heterogênea 

(F0) constituída por cruzamentos equilibrados entre oito linhagens isogênicas (A/J, BALB/cJ, 

C57BL/6J, CBA/J, DBA/2J, P/J, SJL/J e SWR/J) (Figura 1). 
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                  Figura 1. Obtenção da população F0.  
              

 

A partir da população F0, foram selecionados aqueles animais que apresentaram alta ou 

baixa reatividade inflamatória aguda (AIR), segundo o número de leucócitos infiltrados e o teor 

de proteínas extravasadas em resposta à injeção subcutânea de Biogel, agente quimicamente 

inerte e não imunogênico [159]. 

Os acasalamentos dos animais escolhidos nos extremos de resposta máxima (AIRmax) ou 

mínima (AIRmin) foram repetidos em gerações consecutivas, até ser atingido o limite máximo de 

separação entre as duas linhagens, ao redor da vigésima geração de acasalamentos seletivos. 

Observou-se a conservação dos fenótipos extremos nas gerações posteriores, indicando que os 

genes relacionados aos caracteres selecionadores fixaram-se em homozigose em cada linhagem, 

mantendo-se, entretanto, um fundo genético heterogêneo [160]. 

A diferença entre as duas linhagens no número médio de leucócitos migrantes ao sítio de 

injeção do Biogel é de aproximadamente 20 vezes a favor da AIRmax, sendo os neutrófilos as 

células predominantes no exsudato. Esta diferença é um fenômeno geral que afeta todos os 

tecidos vascularizados em resposta a vários agentes flogísticos, tais como carragenina, zimosan e 

bactérias vivas ou inativas [160]. Este maior número de neutrófilos encontrado no exsudato dos 

camundongos AIRmax é decorrente de três fatores: maior capacidade da medula óssea em 

produzir neutrófilos maduros; maior produção de fatores quimiotáticos pelas células residentes ou 

infiltrantes após tratamento com Biogel e maior resistência à apoptose das células do exsudato 

[161].  

A resposta imune específica dos camundongos AIRmax e AIRmin parece não ter sido 

afetada pelo processo seletivo, uma vez que estas linhagens produzem níveis equivalentes de 

anticorpos contra antígenos naturais complexos (eritrócitos, proteínas heterólogas e bactérias 



Introdução                                                                                                                                                                     28 
 

 

inativadas). Igualmente, as reações de hipersensibilidade tardia a eritrócitos ou Salmonella 

typhimurium foram idênticas nas duas linhagens. Por outro lado, camundongos AIRmax são 

significativamente mais resistentes a infecções por patógenos intracelulares do que os AIRmin. 

Os AIRmax diferenciam-se dos AIRmin na ordem de 1000, 100 e 50 vezes as DLs50 para 

Salmonellat typhimurium, Listeria monocytogenes e Escherichia coli, respectivamente. Esta 

maior resistência dos AIRmax está diretamente relacionada com a sua habilidade em controlar o 

crescimento bacteriano no baço, à resposta inflamatória local e à produção de citocinas [162]. 

Estes animais foram também analisados quanto a sua capacidade em desenvolver tumores 

quimicamente induzidos ou transplantados. Camundongos AIRmax apresentaram maior 

resistência ao desenvolvimento de tumores cutâneos do que os AIRmin, tanto no número de 

papilomas (multiplicidade) como na porcentagem de animais acometidos (incidência) [163].  

No presente estudo, verificamos se estes camundongos, selecionados por mecanismos 

imunológicos para desenvolverem uma resposta máxima (AIRmax) ou mínima (AIRmin) a 

estímulos inflamatórios agudos [160] também são capazes de montar uma resposta imune 

adaptativa do tipo Th2, máxima e mínima e, se devido às peculiaridades na montagem da 

resposta imune, estes camundongos permitem reproduzir características da asma até então 

parcialmente mimetizadas nos modelos experimentais tradicionalmente utilizados para se estudar 

a asma.  

Como animais AIRmax possuem um componente inflamatório inato (recrutamento de 

neutrófilos) extremamente polarizado devido a hiper-atividade da medula óssea, resistência à 

apoptose das células inflamatórias e maior produção de quimiocinas é possível que este mesmo 

fenômeno se reflita também em relação à inflamação alérgica eosinofílica mediada por células 

Th2, uma vez que estas células da imunidade inata (neutrófilos e eosinófilos) possuem o mesmo 

precursor, o mieloblasto. Desta forma as reações mediadas por eosinófilos foram estudadas em 

maior detalhe. Neste sentido foi dada ênfase especial à LPR e o estabelecimento de inflamação 

alérgica crônica com remodelamento pulmonar. 

Além disso, como a AHR a bronconstritores como a metacolina possui um componente 

intrínseco, que ocorre independente de qualquer processo inflamatório nas vias aéreas e tem forte 

controle genético e também um componente influenciado por fatores ambientais, como a 

exposição à alérgenos ou pela resposta inflamatória, investigamos nestas duas linhagens de 

camundongos o desenvolvimento de AHR não inflamatória (intrínseca) e AHR induzida por 
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alérgeno. E, por fim, como a ACh é um neurotransmissor responsável que regula o processo de 

contração dos músculos lisos e também exerce um fino controle na inflamação no tecido 

pulmonar sendo, portanto a molécula responsável pela interface entre o sistemas imune e 

nervoso, investigamos a relação do desenvolvimento de AHR nos camundongos que respondem 

com mínima resposta inflamatória (AIRmin).  
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2 OBJETIVOS 

 

 
2.1 Objetivo principal 

 

O presente estudo tem como objetivo caracterizar a AHR e a inflamação alérgica 

pulmonar nas linhagens de camundongos geneticamente selecionados para máxima (AIRmax) ou 

mínima (AIRmin) resposta inflamatória aguda.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar a AHR induzida por doses crescentes de MCh  antes e após exposição aguda e 

crônico à OVA; 

 Determinar a expressão de receptores muscarínicos M2 e M3 no tecido pulmonar; 

 Avaliar a capacidade funcional dos receptores M2 antes e após o tratamento com OVA, 

utilizando a galamina (inibidor seletivo do receptor muscarínico M2); 

 Determinar a broncoconstrição imediata (EPR) e tardia (LPR) após o desafio com OVA; 

 Determinar o influxo de células para o BAL, a produção de citocinas por células do BAL 

e dos linfonodos drenantes, a produção de anticorpos IgE total e IgG1 anti-OVA bem 

como IgE e IgG1 anafiláticos em ambos os protocolos de exposição aguda e crônica à 

OVA; 

 Determinar produção de muco e colágeno nas vias aéreas em ambos os protocolos de 

exposição aguda e crônica à OVA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem AIRmax e AIRmin com idades entre 

4 e 8 semanas, 43a geração de Seleção Genética, produzidos e mantidos no biotério do 

Laboratório de Imunogenética do Instituto Butantan, São Paulo em condições padrões de criação.  

 

 

3.2 Antígeno e adjuvante 

 

Como antígeno utilizou-se a Ovoalbumina (OVA) (Grau II - Sigma Co, St Louis, MO), 

reconstituída em PBS estéril. Como adjuvante Th2, foi utilizado Alum (AL(OH)3), preparado 

pela precipitação de 0,184M de sulfato de alumínio e Amônio dodeca-hidratado 

(ALH4NO8S2.12H2O) com um excesso de 1M de NaOH, numa proporção de 2.5V/1V. Após a 

preciptação, o Alum foi ressuspenso em água Milli-Q e lavado 5 vezes a 1800 x g por 15 

minutos. O precipitado final foi dissolvido em água Milli-Q e a concentração de Al(OH)3 foi 

calculada pela determinação do peso seco de 1mL de solução [164]. 

. 

 

3.3 Remoção de LPS da OVA comercial (OVA LPS-free) 

 

Para a purificação da OVA comercial e obtenção de OVA livre de LPS foi utilizado o 

método descrito por Aida e Pabst (1990) [165] com algumas modificações, como descrito abaixo: 

Triton X-114 (1%) foi adicionado à solução de OVA e ao PBS (como controle). Os tubos foram 

incubados no gelo por 30 minutos, com agitação em vortex em intervalos de 5 a 10 minutos. A 

seguir, os tubos foram incubados a 37º C por 5 minutos para permitir a formação de duas fases. 

Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 13.000g à temperatura ambiente. 

Após a centrifugação, formou-se uma fase de detergente no fundo do tubo e a fase aquosa foi 

removida cuidadosamente para não misturar coma  fase oleosa. Verificou-se que após a repetição 
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de dois ciclos de purificação a solução de OVA esta livre de LPS conforme revelado pelo ensaio 

do Limulus Amebocyte Lisate (LAL) (Cambrex Bio Science Walkesvilke, Inc. Walksville, MD 

USA). 

 

 

3.4 Protocolos experimentais 

 
Vale ressaltar que antes de cada sensibilização ou desafio antigênico, os animais foram 

anestesiados pela via intramuscular com 200µL de uma solução contendo cloridrato de 2-(2,6-

xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompum) e cloridrato de cetamina (Syntec do Brasil Ltda) 

na proporção de 1000µL / 500µL / 10mL de PBS. Além disso, a eutanásia dos animais, realizada 

24 horas após o último desafio, foi feita pela administração intraperitoneal de 400 mL de uma 

solução contendo 500µL cetamina / 10mL hidrato de cloral / 10mL PBS. 

 

 
3.5 Modelos de inflamação alérgica pulmonar induzida por Ovoalbumina 

 

3.5.1 Inflamação alérgica aguda 

 

Para o protocolo de indução de alergia aguda os animais foram imunizados pela via 

subcutânea (s.c.) nos dias 0 e 7 com 4 µg de OVA  diluída em PBS e adsorvida em 1,6 mg de 

hidróxido de alumínio (Alum) ou com 100 µg OVA pela via s.c.  

Nos dias 14 e 21, os animais imunizados e os controles foram desafiados pela via 

intranasal (i.n.) com OVA 10 µg/animal como descrito a seguir. Os animais foram anestesiados 

com uma solução de quetamina (Agener União) e rompum (Bayer) em PBS 200 µL/animal pela 

via intra-muscular. Com o auxílio de uma micropipeta (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-

Bel, France), 50 µL da solução de OVA (10µg OVA/50µL de PBS estéril) foram gotejados nas 

narinas até sua aspiração completa. Alternativamente os camundongos foram desafiados com 

uma solução de OVA a 2%. Os animais foram sacrificados 24 horas após segundo desafio 

antigênico. Os animais submetidos a este protocolo de tratamento representaram o Grupo OVA 

enquanto os animais que não receberam nenhum tratamento constituiu o Grupo Controle. 
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3.5.2 Modelo de inflamação alérgica crônica 

 

Para indução inflamação alérgica crônica, os camundongos foram sensibilizados com 4µg 

de OVA (Ovalbumina grau II de galinha, Sigma tratados com uma solução de Triton X-114-

Sigma para completa eliminação de LPS – LPS free [165] adsorvida em 1,6mg de hidróxido de 

alumínio (Alum) em 400µL de PBS estéril nos dias 0 e 7 pela via subcutânea (s.c.). Em seguida, 

todos os desafios nos dias 14, 21, 28, 35 e 42 foram realizados com 10µg de OVA i.n. As análises 

foram realizadas um dia após o último desafio antigênico. 

 

 
3.6 Determinação da função pulmonar 

 

 Para avaliar a EPR e a LPR, os camundongos foram colocados, conscientes e livres, em 

câmaras pletismográficas (whole-body plethysmograph - Buxco Electronics Inc. Wilmington, NC) 

e foi feita a análise dos parâmetros respiratórios no tempo zero. Em seguida, os camundongos 

foram desafiados com 2% de OVA. Imediatamente após o desafio, os parâmetros respiratórios 

foram novamente analisados durante 30 minutos (EPR) e, durante 6 horas com análises de 1 em 1 

hora (LPR). A resistência respiratória é expressa como aumento na pausa respiratória (Penh), 

calculada como: Penh = (Te/Tr-1) x Pef/Pif. Onde, Penh; "enhanced pause"; Te: tempo 

expiratório (segundos); Tr: tempo de relaxamento (segundos); Pef: pico de fluxo expiratório e 

Pif: pico de fluxo inspiratório (segundo instruções do fabricante). 

Para determinação da AHR pulmonar a agentes bronconstritores, os camundongos foram 

colocados, conscientes e livres, em câmaras pletismográficas e os parâmetros respiratórios foram 

medidos durante 5 minutos antes e após a nebulização, por 2.5 minutos de 3, 6, 12 e 25 mM de 

metacolina (Sigma, St Louis, USA).  

 

 

3.7 Obtenção do soro 

 

Os animais serão anestesiados (como descrito) e, em seguida sangrados por punção 

cardíaca, obtendo-se um volume final de sangue de aproximadamente 0,6mL de cada animal. As 

amostras serão deixadas no gelo por 1 hora e, em seguida centrifugadas a 3500 rpm durante 20 
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minutos. Os soros serão aliquotados e armazenados a -20 ºC para posterior determinação dos 

anticorpos. 

 

 

3.8 Obtenção do lavado broncoalveolar (BAL)  

 

Os animais foram anestesiados com 0,3 mL de injeção intraperitoneal (i.p.) de uma 

solução contendo 10% de hidrato de cloral e quetamina. A seguir a traquéia dos animais foi 

exposta, canulada e com o uso de uma seringa, 1mL de PBS gelado foi injetado no espaço 

broncoalveolar e logo em seguida aspirado. 

 

 

3.9 Exame histológico dos pulmões 

 

Após a coleta do BAL, os pulmões foram perfundidos via ventrículo direito com 10 mL 

de PBS para a remoção de sangue residual, e fixados por imersão em solução de formalina 

tamponada (10%). Decorridas 24 horas, os órgãos foram transferidos para uma solução de álcool 

70% até sua inclusão em parafina. Os tecidos foram cortados na espessura de 5 µm e corados 

com o reagente de Schiff (“Periodic Acid Schiff”-PAS), específico para mucina básica e 

polissacarídeos. 

 

 

3.10 Contagem total e diferencial de células 

 

Para determinar o número total de células no BAL, 9 partes da suspensão celular foram 

fixadas e coradas com 1 parte de uma solução de cristal violeta a 0,5% em ácido acético a 30% 

em tubos de ensaio. As células foram contadas por microscopia em hemocitômetro (câmara de 

Newbauer). 

Para a contagem diferencial 200µL das suspensões celulares contendo 4x104 células foram 

colocados em câmaras e citocentrifugados (Citocentrífuga BIO research) a 600 rpm por 4 min. As 

lâminas foram coradas com o "Kit" Instant Prov (Newprov, PR, Brasil), segundo as instruções do 
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fabricante. A seguir macrófagos, linfócitos e neutrófilos foram identificados segundo coloração e 

características morfológicas. Foram contadas 200 células por lâmina com auxílio de microscópio 

óptico com objetiva de imersão (100x). 

 

 

3.11 Obtenção de células do tecido pulmonar e linfonodo mediastinal (mLN) para 

citofluorimetria de fluxo e ensaio de produção de citocinas ex vivo 

 

Após obtenção do BAL, a caixa torácica foi recortada longitudinalmente e o pulmão 

rebatido para o lado direito do animal. Com isso, os linfonodos mediastinais foram expostos  e e 

coletados em placas de cultura de 24-poços contendo meio RPMI. Em seguida, foi realizada uma 

perfusão com 10mL de PBS gelado para remoção do sangue extravasado para os pulmões. Após 

este procedimento foi coletado o lobo esquerdo do pulmão. 

Para isolamento das células dos linfonodos mediastinais, estes órgãos foram ser coletados 

em pool e, com o auxílio de um macerador de vidro, os linfonodos foram macerados em 2 mL de 

RPMI para desprendimento das células do parênquima tecidual. Em seguida, a suspensão foi 

centrifugada (2000 rpm durante 10 minutos), ressuspendida em 3mL de PBS gelado e 

centrifugada sob as mesmas condições. O pellet foi, então, ressuspendido em 500µL de meio 

RPMI (Sigma-aldrich) contendo 10% de FBS (de Fetal Bovine Serum) e suplementado com 1% 

de asparagina, ácido fólico, ácido pirúvico e glutamina.  

Para isolamento das células do pulmão, os lobos dos pulmões, coletados em pool, foram 

cortados em pequenos pedaços e digeridos em 1mL de uma solução de PBS contendo colagenase 

(2mg/mL) (Sigma-aldrich) e DNAse (1mg/mL) (Sigma-aldrich) e incubados por 30 minutos em 

banho a 37 ºC. Após a incubação, a reação enzimática foi neutralizada com o tampão contendo 

10% de soro fetal bovino, 0,1% de azida e PBS estéril. Em seguida, o tecido foi macerado para 

desprendimento das células do parênquima tecidual e a suspensão foi centrifugada (2000 rpm 

durante 10 minutos), ressuspensa em 3mL de PBS gelado e centrifugada sob as mesmas 

condições. O pellet foi, então, ressuspenso em 500µL de meio RPMI (Sigma-aldrich) contendo 

10% de FBS (de Fetal Bovine Serum) e suplementado com 1% de asparagina, ácido fólico, ácido 

pirúvico e glutamina.  
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3.12 Análise fenotípica celular por citofluorimetria de fluxo (FACS)  

 
Depois de isoladas, 10

6 células do BAL foram ressuspendidas em 25µL de PBS pH 7.4 

contendo 2% de FBS (de Fetal Bovine Serum) e 0,1% de NaN3, incubadas por 30 minutos a 4 ºC 

com anticorpos monoclonais anti-mouse para os marcadores de superfície CD4, CD8 e CD19 

diluídos na solução. Em seguida, o tubo ou placa de 96 poços em fundo U contendo a solução 

com as células foi lavada adicionando 200µL do tampão PBS-FBS-NaN3 e centrifugada a 

1200rpm por 5 min. O sobrenadante foi então removido e as células foram ressuspendidas em 

400µL do tampão para análise em citômetro de fluxo FACScalibur ou FACSCanto II (BD 

Pharmingen). As suspensões celulares marcadas foram transferidas para tubos cônicos de 

prolipropileno (USA SCIENTIFIC, USA) e analisadas em um citofluorímetro de fluxo, de acordo 

com a intensidade de fluorescência (FL1 e FL2) e a dispersão frontal (FSC) e lateral (SSC) do 

feixe luminoso. Para cada combinação de anticorpos, foram adquiridas 5x104 células.  

 

 

3.13 Determinação de citocinas no BAL 

 

A produção das citocinas IL-5 e IL-10 (Kit OptEIA TM da BD Biosciences, San Diego, 

CA, USA) e IL-13 (Kit R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) foi quantificada pelo método de 

ELISA-sanduíche segundo as especificações do fabricante. O ensaio foi realizado da seguinte 

maneira: 

As placas de 96 poços Maxi-Sorb (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais de captura para cada citocina em tampão carbonato pH 9.6, 100 µL/poço overnight 

a 4 ºC. Após lavagens com PBS contendo 0,05 % de Tween 20 (PBS T20), o ensaio foi 

bloqueado com PBS contendo 1 % albumina de soro bovino (BSA) ou 10% de soro fetal boino 

(SFB), de acordo com cada fabricante, 100 µL/poço por duas horas. Após a incubação as placas 

foram lavadas com PBS T20 e depois foram colocadas as amostras do BAL (200 µL/poço) e 

incubadas overnight à 4 °C.  

Após novos ciclos de lavagens com PBS-T20, foram incubados por duas horas à 37º C 

com os anticorpos de detecção biotinilados, 100 µL/poço. Após lavagens com PBS-T20 foi 
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adicionada a extrAvidin conjugada com peroxidase (Sigma, Co, St Louis, MO) diluída na 

respectiva solução de bloqueio (100 µl/poço) por uma hora a 37 °C.  

Após incubação, e novos ciclos de lavagens com PBS-T20, foi adicionado o substrato 

contendo: 2.4 mM de o- orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) (Sigma Co, St Louis, 

MO), 6.6 mM de H2O2 em tampão citrato (ácido cítrico/citrato de sódio, Merck S.A.) 0.1 M, pH 

5.0, 100 µl/poço. As placas então foram mantidas em ambiente escuro até a revelação por 15 

minutos à temperatura ambiente. A reação foi bloqueada pela adição de 50 µL/poço de ácido 

sulfúrico (H2SO4) 4 N e a absorbância determinada em leitor automático de ELISA (Titertek 

Multiscan) com comprimento de onda 492 nm. Os valores das absorbâncias foram convertidos 

em pg/mL ou ng/mL baseando-se em curvas obtidas com diferentes concentrações de citocinas 

recombinantes. 

 

 

3.14 Cultura celular para produção de citocinas ex vivo 

 

 Para separação das células do parênquima pulmonar, o pulmão dos camundongos foram 

digeridos em uma solução contendo 2mg/mL de colagenase tipo IV (Sigma) e 1mg/mL de desoxi-

ribonuclease 1 (DNAse) (Sigma) e mantidos em banho-maria à 37 oC por 20 minutos. Depois de 

isoladas, as células do pulmão foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI (Sigma) contendo 

10% de FBS (de Fetal Bovine Serum) e suplementado com 1% de asparagina, ácido fólico, ácido 

pirúvico e glutamina e colocadas em placas de 24 poços em fundo chato contendo, por poço, 

5x106 células/mL. Em seguida, as células foram estimuladas ou não com 5µg/mL de 

Concanavalina A (Sigma) ou 100µg/mL de OVA grau V (Sigma) por 48 horas à 37 oC. O 

sobrenadante da cultura foi então coletado e a produção das citocinas foi avaliada pelo método de 

ELISA. 

 

 

3.15 Determinação da concentração total de IgE  

 

Para a determinação da concentração total de IgE no soro dos animais, o ensaio foi 

realizado da seguinte forma: 
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Placas de 96 poços (MaxiSorb) foram sensibilizadas overnight com 2 µg/mL de anticorpo 

de rato anti-IgE de camundongo não marcado UNLB (Southern Biotechnology, Birmingham, 

AL), 100 µL/poço em tampão carbonato pH 9.6. As placas foram lavadas três vezes com PBS-

T20 e bloqueadas com PBS contendo 10% de soro fetal boino (SFB) em PBS (100µL/poço) por 

uma hora à temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS-T20, as amostras de soro foram 

adicionadas numa diluição de 1:100 em PBS (100 µL/poço) e incubadas por duas horas à 37 ºC. 

A seguir, as placas foram lavadas três vezes com PBS-T20 e o anticorpo IgE de rato anti-

camundongo marcado com biotina e diluído em PBS numa diluição de 1:1000, foi adicionado aos 

poços por uma hora 100 µL/poço, à 37 ºC. Em seguida, as placas foram lavadas cinco vezes com 

PBS-T20 e adicionada a avidina conjugada com Peroxidase (Sigma Co, St Louis, MO, 1:500) nas 

placas, diluída 1:1000, 100 µL/poço, e incubadas por quinze minutos, à 37 ºC. Após seis lavagens 

com PBS-T20, foi adicionada uma solução substrato contendo 2,4 mM de o-

orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) (Sigma Co, St Louis, MO), 6,6 mM de H2O2 em 

tampão citrato (ácido cítrico/citrato de sódio Merck S.A.M), 0.1 M, pH 5,0., por quinze minutos à 

temperatura ambiente. A reação foi bloqueada pela adição de 50 µL/poço de ácido sulfúrico 

(H2SO4) 4 N e, a absorbância determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiscan) com filtro de 

492 nm.  

 

 

3.16 Determinação da concentração dos anticorpos IgG1 anti-OVA 

 

O isotipo IgG1 OVA-específico foi quantificado pela técnica do ELISA-sanduíche com 

descrito por Russo e cols (1998) [166]. O ensaio para isotipo foi realizado da seguinte maneira: 

As placas de 96 poços foi sensibilizada com 2 µg OVA em tampão carbonato pH 9.6 (100 

µL/poço) overnight a 4 °C. Após lavagens com PBS-T20, o ensaio foi bloqueado PBS contendo 1 

% albumina de soro bovino (BSA) (100 µL/poço) por uma hora. Após lavagens, as amostras de 

soro foram adicionadas num volume de 100 µL/poço nas concentrações de 1:1000 diluídas em 

PBS, e incubadas por 1h à temperatura ambiente.  

Após novos ciclos de lavagens com PBS-T20, foi adicionados o anticorpo de cabra anti-

IgG1 (Southern Biotechnology, Birmingham, AL) de camundongo diluídos em PBS, por uma 

hora à temperatura ambiente numa concentração de 100 ng/mL, 100 µL /poço. A seguir, as placas 
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foram lavadas com PBS-T20 e foi adicionado o anticorpo de coelho anti-IgG de cabra conjugado 

com peroxidase (H+L, Southern Biotechnology, Birmingham, AL) diluído em PBS, 100 µL/poço 

numa concentração de 100 ng/mL e incubadas por uma hora à temperatura ambiente.  

Após as lavagens a reação colorimétrica foi feita pela adição de 100 µl/poço de uma 

solução de substrato contendo 2.4 mM de o-orthophenylenediamine dihydreochloride (OPD) 

(Sigma Co, St Louis, MO), e 6.6 mM de H2O2 em tampão citrato 0,1 M (ácido cítrico/citrato de 

sódio, Merck S.A), pH 5,0. As placas então foram mantidas em ambiente escuro até a revelação 

por 15 minutos à temperatura ambiente. A reação foi bloqueada pela adição de 50 µL/poço de 

ácido sulfúrico (H2SO4) 4 N e, a absorbância determinada em leitor automático de ELISA 

(Titertek Multiscan) com comprimento de onda 492 nm. Os valores das absorbâncias foram 

convertidos em µg/mL baseando-se em diferentes concentrações de IgG1 padrão. 

 

 
3.17 Reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA) 

 

 A reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA), segundo Mota e Wong [167] foi utilizada 

na detecção de anticorpos da classe IgE. Ratos previamente depilados no dorso foram injetados 

intradermicamente com 100µL de diluições seriadas de amostras de soro obtidas de 

camundongos alérgicos (com exposição aguda) e camundongos induzidos à tolerância inalatória 

local (com exposição crônica). Após um período de sensibilização de 18-24 horas, os animais 

foram desafiados por via intravenosa com 1mL de uma solução contendo 500µg de OVA e azul 

de Evans a 0,25%. A leitura da reação foi feita 30 minutos após o desafio, sacrificando os 

animais e observando o diâmetro da reação na pele invertida. 

A determinação do título de anticorpos IgG1 presentes nos soros dos camundongos foi 

feita segundo a técnica descrita por Ovary [168]. Para isto, camundongos depilados 24 horas 

antes, foram injetados intradermicamente, no dorso com 50µL de diluições seriadas de soros (que 

foram aquecidos a 56 oC por 1 hora para inativar anticorpos IgE) dos camundongos com 

exposição aguda e crônica à OVA. Após 2 horas de sensibilização, os camundongos foram 

desafiados intravenosamente com 0.5mL de uma mistura de azul de Evans a 0,25% e 250µL de 

OVA (Ovalbumina grau II de galinha, Sigma). Passados 30 minutos do desafio, os camundongos 

foram sacrificados e a leitura feita na pele invertida dos animais. Os títulos de anticorpos IgE e 
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IgG1 foram expressos como a recíproca da maior diluição dos soros que resultou em uma reação 

positiva com mais de 5mm de diâmetro. Todos os testes foram feitos em triplicata e a variação 

dos títulos de PCA foi igual ou menor do que 2 vezes, sendo que somente diferenças acima destes 

valores foram consideradas significantes. 

 

 

3.18 Determinação da liberação de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

A liberação da H2O2 foi avaliada pelo método de oxidação da peroxidase dependente de 

fenol vermelho descrito por Pick & Keisari [169], adaptado para micro-ensaio por Pick & Mizel  

[170], e modificado por Russo et al. [171]. Este método é baseado na conversão do Phenol red 

(phenolsulfonphthalein - PSP) por peróxido de hidrogênio, na presença de peroxidase 

(Horseradish peroxidase - HRP) em um composto colorido que será medido em 

espectrofotômetro utilizando comprimento de onda de 620nm. 
 

 

3.19 Quantificação da expressão de receptores muscarínicos por PCR em tempo real 

 
            O PCR (polymerase chain reaction-PCR) em tempo real (real time PCR) foi realizado 

para quantificar os níveis dos transcritos dos mRNAs dos receptores Muscarínicos de acetilcolina. 

Seiscentos ng de RNA total, previamente tratado com DNAse, foram submetidos a uma reação de 

transcrição reversa. O produto gerado foi amplificado por PCR em tempo real no sistema 7000 

Sequence Detection System (ABI Prism, Applied Biosystems, Foster City, CA) usando o método 

Sybr-green [172, 173]. As condições do ciclo térmico foram: 95 °C por 10 minutos seguidos de 50 

ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Os experimentos foram realizados em 

triplicata para cada ponto. As expressões relativas dos genes foram normalizadas com a expressão 

de um gene constitutivo, a  β−actina. As análises das taxas dos transcritos dos mRNAs foram 

realizadas como já descrito por outros pesquisadores [172, 173]. Os iniciadores utilizados para a 

PCR em tempo real estão especificados nas tabelas I (para os receptores muscarínicos).  
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Tabela 2 - Iniciadores usados para a amplificação dos subtipos de receptores mAChRs para as 
reações de PCR em tempo real (qRT-PCR). FWD = iniciador senso; REV = iniciador 
reverso; pb = pares de base. 

 
 

Gene Número 
de acesso Iniciador Seqüências (5’ – 3’) Tamanho 

(pb) 
qRT-PCR     

mAChR1 

REAL 

NM_007698 FWD 

REV 

TTG GCA CTT TCT CCA TGAAC 

GGC CAG TGT GCC CAG AGC 
71 

mAChR3 

REAL 

AF264050 FWD 

REV 

CCA TCT GGC AAG TGG TCT TC 

TGC CAC AAT GAC AAG GAT 

GTT G 

86 

 

 

3.20 Ensaios de Western Blotting 

 

Para os ensaios de Western-blot, 40 µg de proteínas microssomais e marcadores de massa 

molecular foram desnaturados em água fervente por 5 minutos e, então, adição de tampão de 

amostra, separados em condições redutoras por corrida eletroforética em gel de SDS-PAGE 12% 

(dodecil sultato de sódio em gel de eletroforese de poliacrilamida, sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis). Após separação, as proteínas foram eletroforeticamente 

transferidas (400 mA por 80 minutos) para uma membrana de nitrocelulose (Transblot, 0,45 µm, 

Bio-Rad). A eficiência da transferência foi verificada corando-se a membrana de nitrocelulose 

com uma solução de Ponceau 0,1 %. Em seguida, a membrana foi descorada e bloqueada por 2 

horas com solução de tampão tris-salino tween (Tris-Buffered Saline, TBS, tween, T) (tris-base 20 

mM, NaCl 137 mM, pH 7,6, Tween-20 0,03 %) contendo 3% de leite desnatado. Os anticorpos 

policlonais, diluídos na concentração recomendada pelo fabricante em TBS-T com 3 % de leite 

desnatado, foram incubados com a membrana por 14 horas a 4 °C. Decorrido este período, a 

membrana foi lavada 3 vezes por 15 minutos com TBS-T, bloqueada com TBS-T/3 % de leite 

desnatado por 30 minutos e, então, incubada por 2 horas, à temperatura ambiente, com o anticorpo 

secundário específico na diluição de 1:1000. As proteínas marcadas pelos anticorpos foram 

detectadas usando o kit Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, USA) de 

acordo com as instruções do fabricante. 



Material e Métodos                                                                                                                                                       42 
 

 

 

3.21 Análise Estatística dos dados 

 

  Os grupos experimentais foram submetidos à análise de variância (ANOVA), 

variando-se o número de critérios de acordo com o experimento considerado. Em seguida os 

grupos foram submetidos ao teste de comparações múltiplas pelo método de Tukey-Kramer, 

sugerido pelo software estatístico GraphPad Prism 3.0, aceitando como diferenças significativas 

valores de p< 0,05. 
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4   RESULTADOS 

 

4.1 Hiperreatividade brônquica em camundongos AIRmin e AIRmax controles não 

tratados 

 

Em modelos murinos, a AHR não-inflamatória e a AHR induzida por alérgenos podem 

ser avaliadas antes e após a indução experimental de inflamação alérgica das vias aéreas, 

respectivamente. Portanto, o primeiro objetivo foi avaliar a AHR dos camundongos AIRmax e 

AIRmin controles (não-tratados) à MCh. A AHR foi avaliada de maneira não invasiva pelo 

plestimógrafo (como descrito em material e métodos), sendo os valores expressos como Penh. A 

análise da Figura 2 mostrou que camundongos AIRmin não tratados apresentaram elevada AHR. 

Porém, os camundongos AIRmax apresentaram níveis basais de Penh após inalação de crescentes 

doses de MCh (Figuras 2A e 2B). Para evidenciar este resultado foi calculado a dose de MCh 

necessária para aumentar o valor do Penh em 200% em relação ao valor basal do Penh (dose zero 

de MCh) (PC200). Demonstramos que os camundongos AIRmin são mais responsivos a MCh, 

necessitando de doses de MCh significativamente menores para atingir um aumento de 200% no 

valor do Penh em relação a doze zero quando comparados aos camundongos AIRmax (Figura 

2C). Este resultado foi intrigante e revelou a existência de possíveis mecanismos geneticamente 

selecionados em camundongos AIRmin que os torna intrinsicamente broncoreativos quando 

comparados aos AIRmax.  
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Figura 2. Hiperreatividade brônquica intrínseca (não inflamatória) à metacolina em camundongos AIRmin 

ou AIRmax controles (não sensibilizados). A AHR intrínseca foi avaliada submetendo os animais 
conscientes à inalação de doses crescentes de metacolina (MCh): 3, 6, 12 e 25 mg/mL usando uma câmara 
pletismográfica (Buxco). O aumento do Penh, um valor mensurável, foi usado para determinar a função 
pulmonar. E, a partir dos valores do Penh também foi calculada a área sobre a curva (B) e os valores de 
PC200 (C). Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 ou mais experimentos independentes 
com n de 4 a 5 animais por grupo * p<0,05 em relação à linhagem AIRmin. Metacolina (MCh); aumento 
na pausa respiratória (Penh). 
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4.2 Expressão de receptores muscarínicos no tecido pulmonar de camundongos AIRmin ou 

AIRmax não tratados 

 

É bem documentado que a ACh estimula os receptores muscarínicos M3 nas células 

musculares lisas brônquicas para causar contração. Concomitantemente, ACh pode estimular 

receptores muscarínicos M2 localizados nos nervos para limitar a liberação dessa substância [89]. 

Foi visto que a perda na função e/ou expressão dos receptores M2 aumenta a liberação de ACh e 

potencializa a broncoconstrição e consequentemente o desenvolvimento de AHR [89, 174]. 

Portanto quantificamos os níveis de transcritos de mRNA bem como de proteína dos receptores 

muscarínicos M2 e M3 em homogenatos de pulmão dos camundongos AIRmin e AIRmax não 

sensibilizados. Nossos dados mostraram que camundongos AIRmax expressam 

significativamente maiores níveis de ambos, transcritos de mRNA (Figura 3A) e níveis de 

proteínas (Figura 3B)  dos receptores muscarínicos M2 e M3 quando comparados aos AIRmin.
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Figura 3. Detecção do perfil de expressão gênica e protéica dos subtipos de receptores M2 e M3 no tecido 

pulmonar. A expressão de mRNA e proteína no tecido pulmonar foi quantificada por RTPCR (A) ou 
Western Blotting (B) em camundongos da linhagem AIRmin e AIRmax não tratados. (A) A expressão 
gênica dos receptores M2 e M3 foi detectada através de RT-PCR em tempo real usando RNA total 
extraído dos pulmões. A RT-PCR foi realizada na presença de iniciadores para os subtipos M2 e M3. Os 
fragmentos de DNA amplificados foram confirmados pelo sequenciamento do DNA, sendo 
complementares aos cDNAs dos subtipos de receptores colinérgicos. Os RNAs totais extraídos dos 
pulmões de camundongos foram usados como controles positivos para os procedimentos de RT-PCR em 
tempo real. As reações de RT-PCR em tempo real com o mRNA de β-actina foram empregadas para 
averiguar a integridade dos respectivos RNAs totais extraídos. (B) A detecção da expressão protéica dos 
receptores M2 e M3 foi realizada pela análise de Western blotting (descrito em material e métodos). A 
expressão de β-actina foi detectada como controle interno para avaliar a integridade dos extratos de 
proteínas. Os resultados são expressos por média ± DP de 2 experimentos independentes com n=5 por 
grupo. # p<0,05 em relação à linhagem AIRmin. Receptores muscarínicos do tipo 2 (M2) e 3 (M3); 
aumento na pausa respiratória (Penh); Real time - polymerase chain reaction (RT-PCR).
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4.3 Efeito da galamina no desenvolvimento de AHR em camundongos AIRmin ou AIRmax 

não tratados 

 

Como observamos níveis distintos de expressão do receptor M2 em camundongos 

AIRmin e AIRmax (Figura 3), nosso próximo objetivo foi investigar o efeito do antagonista 

específico deste receptor, a galamina, no desenvolvimento da AHR a MCh. Nossos resultados 

mostraram que o pré-tratamento dos camundongos AIRmax com galamina aumentou 

significativamente a AHR em relação ao tratamento com PBS após inalação das doses de 12 e 

25 mg/mL de MCh (Figura 4B).  Já em camundongos AIRmin, o pré-tratamento com galamina, 

aumentou em baixos níveis a AHR a crescentes doses de MCh (Figura 4A).
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Figura 4.  Efeito do tratamento com galamina no desenvolvimento de AHR intrínseca.   Os camundongos 

AIRmin  (A)  ou AIRmax (B) foram tratados com galamina (2mg/kg de peso) (Grupo Galamina) ou 
com PBS (grupo PBS) e, trinta minutos após o tratamento, a AHR intrínseca foi avaliada submetendo 
os animais conscientes à inalação de doses crescentes de metacolina (MCh): 3, 6, 12 e 25 mg/mL 
usando uma câmara pletismográfica (Buxco). O aumento do Penh, um valor mensurável, foi usado para 
determinar a função pulmonar. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 ou mais 
experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo * p<0,05 em relação ao grupo PBS. 
Metacolina (MCh); aumento na pausa respiratória (Penh). 
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4.4 Determinação da função pulmonar em camundongos AIRmin ou AIRmax tratados com 

OVA 

 

Para indução da inflamação alérgica pulmonar, camundongos AIRmax ou AIRmin foram 

sensibilizados com OVA/Alum nos dias 0 e 7 pela via subcutânea e desafiados com 2% de OVA 

via aerosol nos dias 14 e 21 (Grupo OVA). 

De acordo com Zosky et al (2007), camundongos BALB/c sensibilizados com OVA são 

bons modelos para estudar a AHR, mas não reproduzem a EPR ou a LPR da resposta asmática 

[151]. Portanto, nosso primeiro objetivo foi analisar esses parâmetros em camundongos AIRmax 

e AIRmin. 

A reatividade brônquica foi medida pelo pletismógrafo (como descrito em material e 

métodos), sendo os valores expressos como Penh. A análise da Figura 5A demonstrou uma 

discreta EPR e ausência de LPR nos camundongos AIRmin tratados com OVA. Já os 

camundongos AIRmax (Grupo OVA) não apresentaram EPR, porém, uma pronunciada LPR foi 

observada nestes animais de 3 a 6 horas após a inalação do alérgeno (Figura 5B). 

Após 24 horas do último desafio com OVA o desenvolvimento AHR ao broncoconstritor 

MCh foi analisada nos camundongos AIRmin ou AIRmax tratados com OVA. Ambos os 

camundongos AIRmin e AIRmax tratados com OVA apresentaram nítida AHR a crescentes 

doses de MCh (Figuras 6A e 6B).  No entanto, os camundongos AIRmax tratados com OVA 

apresentaram grande aumento do Penh em relação ao grupo controle, alcançando 376% e 380% 

para as doses de 12 e 25 mg/mL de MCh, respectivamente. Enquanto que os camundongos 

AIRmin, apresentaram, para estas mesmas doses um aumento de apenas 59 e 1,01% do Penh em 

relação ao grupo controle. Além disso, a linhagem AIRmin tratada com OVA apresentou um 

aumento significativo da AHR em relação ao controle já na dose de 3mg/mL enquanto nos 

camundongos AIRmax obteve-se um aumento na AHR apenas após a dose de 6 e 12mg/mL de 

MCh (Figuras 6A e 6B). 
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Figura 5.  Análise das EPR e LPR à OVA. Camundongos da linhagem AIRmin (A) ou AIRmax (B) foram 
sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) 
e foram desafiados no dia 14 e 21 com 2% de OVA aerosol. Os camundongos do grupo controle não 
receberam tratamento. O Penh, um valor mensurável, foi usado para determinar a função pulmonar. 
Penh foi analisado durante ambos na EPR (30 minutos após desafio com OVA) e na LPR (de 2 a 6 horas 
após desafio) da resposta asmática. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 ou mais 
experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo * p<0,05 em relação ao grupo Controle. 
Ovoalbumina (OVA); Aumento na pausa respiratória (Penh); Fase imediata da resposta (EPR); Fase 
tardia da resposta alérgica (LPR).  
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Figura 6.  Análise da AHR em camundongos AIRmin ou AIRmax tratados com OVA. Camundongos da 
linhagem AIRmin (A) ou AIRmax (B) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida 
em 1,6mg de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados no dia 14 e 21 com 10µg de OVA via 
i.n. Os camundongos do grupo controle não receberam sensibilização. Vinte e quatro horas após o 
segundo desafio a AHR foi avaliada submetendo os animais conscientes à inalação de doses crescentes 
de metacolina (MCh): 3, 6, 12 e 25 mg/mL usando uma câmara pletismográfica (Buxco). O aumento do 
Penh, um valor mensurável, foi usado para determinar a função pulmonar. Os resultados são média ± DP 
de um representativo de 2 ou mais experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo * 
p<0,05 em relação ao grupo Controle e # p<0,05 em relação à linhagem AIRmin. Hidróxido de alumínio 
(Alum); Metacolina (MCh); Hiperreatividade brônquica (AHR); aumento na pausa respiratória (Penh); 
Ovoalbumina (OVA). 
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4.5 Efeito da galamina no desenvolvimento de AHR em camundongos AIRmin ou AIRmax 

tratados com OVA 

 

Dados da literatura mostram disfunção nos receptores muscarínicos M2 em pacientes ou 

modelos experimentais de asma [97, 175]. Portanto, investigamos o efeito do antagonista da 

galamina no desenvolvimento da AHR a MCh em camundongos tratados com OVA. O pré-

tratamento dos camundongos AIRmax ou AIRmin (Grupo OVA) com galamina não aumentou a 

AHR destes animais a crescentes doses de MCh em relação aos animais pré-tratados com PBS. 

(Figura 7).  
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Figura 7.  Efeito do tratamento com galamina no desenvolvimento de AHR.   Camundongos da linhagem 

AIRmin (A) ou AIRmax (B) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg 
de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados no dia 14 e 21 com 10µg de OVA via i.n. Os 
camundongos do grupo controle não receberam sensibilização. Vinte e quatro horas após o segundo 
desafio os camundongos do Grupo OVA foram tratados com galamina (2mg/kg de peso) (Grupo 
Galamina) ou com PBS (grupo PBS) e, trinta minutos após o tratamento, a AHR foi avaliada 
submetendo os animais conscientes à inalação de doses crescentes de metacolina (MCh): 3, 6, 12 e 25 
mg/mL usando uma câmara pletismográfica (Buxco). O aumento do Penh, um valor mensurável, foi 
usado para determinar a função pulmonar. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 ou 
mais experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo * p<0,05 em relação ao grupo 
Controle. Metacolina (MCh); aumento na pausa respiratória (Penh). 
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4.6 Resposta inflamatória pulmonar em camundongos AIRmin ou AIRmax tratados com 

OVA 

 

A análise do influxo de células inflamatórias para o tecido pulmonar (Figura 8) 

demonstrou que os camundongos AIRmax tratados com OVA apresentaram um número 

significativamente maior de células inflamatórias totais no BAL quando comparados com os 

camundongos AIRmin (Figura 8A). E, a contagem diferencial das células revelou que os 

camundongos AIRmax tratados com OVA apresentaram uma predominância de eosinófilos em 

relação às demais células quando comparados ao grupo controle (Figura 8B). Em contraste, os 

camundongos AIRmin tratados com OVA não apresentaram diferença significativa entre o 

número de eosinófilos e macrófagos no BAL (Figuras 8B e 8D). Porém, os camundongos 

AIRmin apresentaram um maior número de linfócitos quando comparados com os AIRmax 

(Figura 8E). 

Análise por citometria de fluxo mostrou um drástico aumento tanto na frequência quanto 

no número de linfócitos T CD4+ e T CD8+ no BAL dos camundongos AIRmin tratados com 

OVA em relação aos animais controle (Figuras 9A e 9B). E, nos camundongos AIRmax apesar 

de haver aumento da freqüência e do número de linfócitos T CD4+ e T CD8+ em animais do 

Grupo OVA, este aumento foi significativamente menor do que o observado nos camundongos 

AIRmin (Figuras 9A e 9B). De modo inverso, o aumento da freqüência e do número das células 

B (CD19+) foi maior nos camundongos AIRmax (quando comparados aos AIRmin (Figuras 9A e 

9B).  

Para a caracterização da inflamação pulmonar e hiperprodução de muco por células 

caliciformes do epitélio brônquico, foi realizada análise histológica dos pulmões dos diferentes 

grupos tratados com PAS (PAS, de Periodic Acid-Schiff). Nossos dados mostraram um intenso 

infiltrado celular localizado ao redor do vaso e do brônquio, caracterizando uma inflamação 

peribroncovascular e uma mais intensa produção de muco, como observado pela reação positiva 

ao PAS (coloração rosa) e pelo índice de muco, nos pulmões dos camundongos AIRmax (Figura 

10D e 10F) tratados com OVA em relação ao AIRmim (Figura 10C e 10E). Diferente da 

inflamação pulmonar e da hiper-produção de muco a deposição de colágeno, determinada pelo 

método de masson (coloração azulada), não alterou significantemente no pulmão dos animais de 

ambas as linhagens AIRmin ou AIRmax sensibilizados quando comparado com os animais 
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controle, como mostrado na histologia do tecido pulmonar e através da análise do índex de 

colágeno (Figura 11). 
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Figura 8. Influxo de células para o BAL. Contagem Total (A), eosinófilos (B), neutrófilos(C), macrófagos (D) e 
linfócitos (E). Camundongos da linhagem AIRmin ou AIRmax foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 
4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados no dia 14 e 21 
com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do grupo controle não receberam tratamento. Os 
camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo desafio antigênico. Os resultados são média ± 
DP de um representativo de 2 ou mais experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo * 
p<0,05 em relação ao grupo Controle e # p<0,05 em relação à linhagem AIRmin. Hidróxido de alumínio 
(Alum); Lavado broncoalveolar (BAL); Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 9. Caracterização das células do BAL por citometria de fluxo. Camundongos da linhagem AIRmin ou 
AIRmax foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. 
(Grupo OVA) e foram desafiados no dia 14 e 21 com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do grupo 
controle não receberam tratamento. Os camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo desafio 
antigênico. Os resultados são expressos por média ± DP de 2 ou mais experimentos independentes com 
n=5 por grupo. * p<0,05 em relação ao grupo controle; # em relação à linhagem AIRmin. Numero de 
células T CD4+ foi obtido pela multiplicação do número total de células do BAL vezes a porcentagem de 
células marcadas com anticorpos anti-CD4 analisadas por citometria de fluxo. Os resultados são média ± 
DP de um representativo de 2 ou mais experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo. 
Diferença significativa é mostrada em cada figura. Hidróxido de alumínio (Alum); Lavado broncoalveolar 
(BAL); Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 10. Produção de muco. Histologia pulmonar (A-D) e cálculo do índice de muco (E, F). Camundongos da 

linhagem AIRmin (A, C, E) ou AIRmax (B, D, F) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA 
adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados nos dias 14 e 21 com 10µg 
de OVA via i.n. Os camundongos do grupo controle não receberam tratamento. Os camundongos foram 
sacrificados 24 horas após o segundo desafio antigênico. Os cortes histológicos dos pulmões foram 
corados com o reagente de Schiff (“Periodic Acid Schiff”-PAS), específico para mucina básica e 
polissacarídeos para visualização do muco produzido. Os cortes corados foram fotografados em aumento 
de 20X. Em seguida, utilizando a morfometria computadorizada, o muco corado pelo PAS foi 
quantificado e os valores dados como índice de muco (E, F). Os resultados são média ± DP de um 
representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é 
mostrada em cada figura. Periodic Acid-Schiff (PAS); Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina 
(OVA)



Resultados                                                                                                                                          59 
 

 

         

Figura 11. Produção de colágeno. Histologia pulmonar (A-D) e cálculo do índice de muco (E, F). Camundongos da 
linhagem AIRmin (A, C, E) ou AIRmax (B, D, F) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA 
adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados nos dias 14 e 21 com 10µg 
de OVA via i.n. Os camundongos do grupo controle não receberam tratamento. Os camundongos foram 
sacrificados 24 horas após o segundo desafio antigênico. Os cortes histológicos dos pulmões foram 
corados pelo método Masson. Os cortes corados foram fotografados em aumento de 20X. Em seguida, 
utilizando a morfometria computadorizada, o colágeno corado pelo Masson foi quantificado e os valores 
dados como índice de colágeno (E, F). Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 
experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Hidróxido de alumínio (Alum); 
Ovoalbumina (OVA). 
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Uma importante característica da asma alérgica experimental está associada com a 

produção elevada de citocinas do tipo 2 como IL-4, IL-5 e IL-13. A análise da produção de 

citocinas por células do BAL (Figura 12) revelou que camundongos AIRmax tratados com OVA 

produziram maiores níveis das citocinas IL-5 e IL-13 quando comparados com camundongos 

AIRmin (Figura 12A e 12B). E, a quantificação da produção de citocinas do tipo 2 em 

sobrenadante de cultura das células dos linfonodos mediastinais revelou que após estímulo in 

vitro com OVA nenhuma diferença estatística foi encontrada entre camundongos AIRmax e 

AIRmin tratados com OVA, ou seja, ambas as linhagens foram igualmente capazes de produzir 

IL-5 (Figura 13A) e IL-13 (Figura 13B).  

A produção da molécula H2O2, um ROS classicamente envolvidas na patogênese da asma, 

foi avaliada no BAL dos animais controles e tratados com OVA. A Figura 14 mostra a produção 

de H2O2 por células do BAL estimuladas in vitro com PMA foi significativamente maior em 

camundongos AIRmax tratados com OVA do que em camundongos AIRmim também tratados 

com OVA. 
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Figura 12. Níveis de citocinas do tipo 2 no BAL.  IL-5 (A), e IL-13 (B). Camundongos da linhagem AIRmin e 
AIRmax foram sensibilizados  nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum  pela via 
s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados nos dias 14 e 21 com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do 
grupo controle não receberam tratamento. Os camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo 
desafio antigênico. A presença de citocinas no BAL foi analisada por ELISA. Os resultados são 
expressos por média ± DP de 2 ou mais experimentos independentes com n=5 por grupo. * p<0,05 em 
relação ao grupo controle; # em relação à linhagem AIRmin. Hidróxido de alumínio (Alum); Lavado 
broncoalveolar (BAL);  Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 13. Produçao de citocinas por células dos mLN.  IL-5 (A),  IL-13 (B). Camundongos da linhagem AIRmin 

e AIRmax foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via 
s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados nos dias 14 e 21 com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do 
grupo controle não receberam tratamento. Os camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo 
desafio antigênico. As citocinas foram quantificadas no soro dos camundongos utilizando o método 
ELISA. Os resultados são expressos por média ± DP de 2 ou mais experimentos independentes com n=5 
por grupo. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 14. Liberação de H2O2 por células do lavado broncolaveolar (BAL). Camundongos da linhagem AIRmin 
e AIRmax foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via 
s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados no dia 14 e 21 com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do 
grupo controle não receberam tratamento. Os experimentos para detecção de ROS foram realizados 24 
horas após o segundo desafio antigênico. As células (2,5x106 células/mL) foram incubadas na presença 
ou ausência de PMA (10ng/poço). Os resultados são expressos por média ± DP de 2 ou mais 
experimentos independentes com n=5 por grupo. * p<0,05 em relação ao grupo controle; # em relação à 
linhagem AIRmin. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA); Lavado broncoalveolar 
(BAL);  Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA). 
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Devido ao importante efeito dos anticorpos IgE e IgG1 na patogênese da asma, 

investigamos também a presença de anticorpos IgE e IgG1 no soro de camundongos AIRmax e 

AIRmin tratados com OVA bem como a capacidade anafilática destes anticorpos. A produção de 

ambos IgE total e IgG1 anti-OVA, foi estatisticamente superior nos soros dos camundongos 

AIRmax quando comparados aos AIRmin (Figuras 15A e 15C). De modo semelhante, os 

camundongos AIRmax tratados com OVA apresentaram títulos mais elevados de IgE e IgG1 

anafiláticos (Figuras 15B e 15D). 
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Figura 15. Produçao de anticorpos.  IgE Total (A), IgE anafilática (B), IgG1anti-Ova (C) e IgG1 anafilática 
(D). Camundongos da linhagem AIRmin e AIRmax foram imunizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA 
adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. (Grupo OVA) e foram desafiados no dia 14 e 21 com 10µg de 
OVA via i.n. Os camundongos do grupo controle não receberam tratamento. Os experimentos foram 
realizados 24 horas após o segundo desafio antigênico. Os anticorpos foram quantificados no soro dos 
camundongos utilizando o método ELISA (A) e (C). Os anticorpos IgE e IgG1 presentes no soro dos 
camundongos com exposição a OVA foram avaliados quanto à sua capacidade anafilática através do 
teste de PCA. A determinação dos títulos de PCA foi considerada pela recíproca da maior diluição de 
uma mistura de soro de 5 animais por grupo que induz uma reação maior que 5mm de diâmetro (B) e 
(D). Os resultados são expressos por média ± DP de 2 ou mais experimentos independentes com n=5 por 
grupo. * p<0,05 em relação ao grupo controle; # em relação à linhagem AIRmin. Hidróxido de alumínio 
(Alum); Ovoalbumina (OVA), Reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA). 



Resultados                                                                                                                                          66 
 

 

4.7 Animais AIRmax desenvolvem inflamação alérgica crônica 

 

Os resultados obtidos permitem inferir que os camundongos AIRmin e AIRmax 

representam uma valiosa ferramenta para se estudar importantes características da asma, até o 

momento escassamente elucidadas na literatura tais como a AHR não inflamatória (Figuras 2-4) 

e a LPR após inalação do alérgeno (Figura 5). Devido a estes dados e ao fato destes 

camundongos terem sido selecionados para inflamação, nosso próximo objetivo foi avaliar o 

desenvolvimento de cronicidade da inflamação alérgica pulmonar destes animais. Para cumprir 

este objetivo os camundongos AIRmin e AIRmax foram submetidos a um protocolo de 

exposição crônica à OVA, onde receberam duas sensibilizações com OVA/Alum s.c. nos dias 0 e 

7 e foram desafiados continuamente com OVA i.n. nos dias 14, 21, 28, 35 e 42 (protocolo 

crônico). É interessante ressaltar que este protocolo, produzido em nosso laboratório, representa 

uma maneira clássica de desenvolver “tolerância local” em camundongos BALB/c. Este 

fenômeno é caracterizado pela diminuição da resposta alérgica pulmonar e redução da HRB 

[176] em relação com ao modelo de exposição aguda a OVA descrito até o momento, onde os 

animais recebem duas sensibilizações com OVA/Alum s.c. nos dias 0 e 7 e apenas dois desafios 

com OVA via i.n (protocolo agudo) (material e métodos).   

 Inicialmente, para caracterizar o estabelecimento da inflamação alérgica crônica, 

foram realizados estudos das características marcantes da asma crônica: desenvolvimento de 

AHR; presença de infiltrado inflamatório nas vias aéreas; avaliação da hiperprodução de muco e 

colágeno por células do epitélio brônquico e determinação da produção de anticorpos envolvidos 

com a resposta alérgica. 

 Nossos resultados mostraram que os camundongos AIRmin ou AIRmax expostos 

cronicamente a OVA desenvolveram AHR as doses crescentes de MCh (Figuras 16A e 16B). No 

entanto, em ambas as linhagens observamos uma tendência a diminuição da AHR a MCh nos 

animais submetidos à exposição crônica em relação aos expostos cronicamente à OVA (Figura 

16).  

Em relação à inflamação no tecido pulmonar, diferente do observado em camundongos 

BALB/c (dados do laboratório) a exposição crônica das vias aéreas à OVA em camundongos 

AIRmax aumentou o número total de células, principalmente eosinófilos, no BAL (Figuras 17A e 

17B) e no parênquima pulmonar (Figuras 18D) em níveis comparados com os animais com 
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exposição aguda à OVA. Em contraste, nos camundongos AIRmin a exposição crônica a OVA 

diminui drasticamente o número de células inflamatórias (Figuras 17  e 18). 

No entanto, a análise do índice de muco revelou que a exposição crônica de camundongos 

AIRmax à OVA diminuiu a produção de muco em relação à exposição aguda (Figura 17). Além 

disso, a Figura 18 mostra que à exposição crônica dos camundongos AIRmin à OVA não alterou 

a produção de muco quando comparada à exposição aguda. 

Juntamente com a inflamação pulmonar e o índice de muco produzido, a deposição de 

colágeno, determinada pelo método de masson (coloração azulada), aumentou significantemente 

no pulmão dos animais de ambas as linhagens AIRmin e AIRmax com exposição crônica quando 

comparado com os animais com exposição aguda à OVA (Figura 19).      
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Figura 16. Análise da AHR em camundongos AIRmin ou AIRmax com exposição aguda e crônica à OVA. 
Camundongos da linhagem AIRmin (A) ou AIRmax (B) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de 
OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. e foram desafiados no dia 14 e 21 (Exposição Aguda) 
ou nos dias 14, 21, 28, 35, 42 (Exposição Crônica) com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do 
grupo controle não receberam tratamento. Vinte e quatro horas após o último desafio, a AHR foi 
avaliada submetendo os animais conscientes à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh): 3, 6, 
12 e 25 mg/mL usando uma câmara pletismográfica (Buxco). O aumento do Penh, um valor mensurável, 
foi usado para determinar a função pulmonar. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 
ou mais experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo. Hidróxido de alumínio (Alum); 
Metacolina (MCh) ; Hiperreatividade brônquica (AHR); aumento na pausa respiratória (Penh); 
Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 17.  Influxo de células para o BAL. Contagem Total (A), eosinófilos (B), linfócitos (C), neutrófilos (D) e 

macrófagos (E). Camundongos da linhagem AIRmin (A) ou AIRmax (B) foram sensibilizados nos dias 
0 e 7 com 4µg de OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. e foram desafiados no dia 14 e 21 
(Exposição Aguda) ou nos dias 14, 21, 28, 35, 42 (Exposição Crônica) com 10µg de OVA via i.n. Os 
camundongos do grupo controle não receberam tratamento. Os camundongos foram sacrificados 24 
horas após o segundo desafio antigênico. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 ou 
mais experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo * p<0,05 em relação à exposição 
aguda. Hidróxido de alumínio (Alum); Lavado broncoalveolar (BAL); Ovoalbumina (OVA).
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Figura 18.   Produção de muco. Histologia pulmonar (A-D) e cálculo do índice de muco (E, F). Camundongos da 
linhagem AIRmin (A, C, E) ou AIRmax (B, D, F) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA 
adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. e foram desafiados no dia 14 e 21 (Exposição Aguda) ou nos 
dias 14, 21, 28, 35, 42 (Exposição Crônica) com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do grupo 
controle não receberam tratamento. Os camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo 
desafio antigênico. Os cortes histológicos dos pulmões foram corados com o reagente de Schiff 
(“Periodic Acid Schiff”-PAS), específico para mucina básica e polissacarídeos para visualização do 
muco produzido. Os cortes corados foram fotografados em aumento de 20X. Em seguida, utilizando a 
morfometria computadorizada, o muco corado pelo PAS foi quantificado e os valores dados como índice 
de muco (E, F). Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 experimentos independentes 
com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é mostrada em cada figura. Periodic Acid-Schiff 
(PAS); Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 19. Produção de colágeno. Histologia pulmonar (A-F) e cálculo do índice de muco (G, H). Camundongos da 
linhagem AIRmin (A, C, E) ou AIRmax (B, D, F) foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de OVA 
adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. e foram desafiados no dia 14 e 21 (Exposição Aguda) ou nos 
dias 14, 21, 28, 35, 42 (Exposição Crônica) com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do grupo 
controle não receberam sensibilização. Os camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo 
desafio antigênico. Os cortes histológicos dos pulmões foram corados pelo método Masson. Os cortes 
corados foram fotografados em aumento de 20X. Em seguida, utilizando a morfometria computadorizada, 
o muco corado pelo Masson foi quantificado e os valores dados como índice de colágeno (E, F). Os 
resultados são média ± DP de um representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por 
grupo. Diferença significativa é mostrada em cada figura. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina 
(OVA). 
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Finalmente, a exposição crônica a OVA em camundongos AIRmax ou AIRmin levou a 

um aumento na produção de ambos os anticorpos IgE total (Figura 20A) e IgG1 (Figura 20C) 

específico para OVA, e também IgE e IgG1 anafiláticos em relação à exposição aguda deste 

alérgeno. Os camundongos AIRmin apresentaram perfil similar, exceto para  aprodução de IgE 

anafilática, uma vez que não foi observada diferença entre a exposição aguda e crônica (Figura 

20B).
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Figura 20. Produção de anticorpos IgE Total (A), IgE anafilática (B), IgG1 anti-OVA(C) e IgG1 anafilática 

(D). Camundongos da linhagem AIRmin ou AIRmax foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com 4µg de 
OVA adsorvida em 1,6mg de Alum pela via s.c. e foram desafiados no dia 14 e 21 (Exposição Aguda) 
ou nos dias 14, 21, 28, 35, 42 (Exposição Crônica) com 10µg de OVA via i.n. Os camundongos do 
grupo controle não receberam tratamento. Os camundongos foram sacrificados 24 horas após o segundo 
desafio antigênico. Os anticorpos foram quantificados no soro dos camundongos utilizando o método 
ELISA (A) e (C). Os anticorpos IgE e IgG1 presentes no soro dos camundongos com exposição a aguda  
e crônica foram avaliados quanto à sua capacidade anafilática através do teste de PCA. A determinação 
dos títulos de PCA foi considerada pela recíproca da maior diluição de uma mistura de soro de 5 animais 
por grupo que induz uma reação maior que 5mm de diâmetro (B) e (D). Os resultados são expressos por 
média ± DP de 2 ou mais experimentos independentes com n=5 por grupo. * p<0,05 em relação ao 
grupo controle; # em relação à exposição aguda. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA), 
Reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Como para a maioria das doenças humanas, os estudos com animais de laboratório 

produzidos ao longo das décadas permitiram avançar no conhecimento dos mecanismos 

operacionais envolvidos na imunopatologia da asma. Os primeiros modelos animais de asma 

foram desenvolvidos em uma variedade de espécies [135] e focaram no fenômeno de AHR. A 

maioria dos trabalhos experimentais tem utilizado a OVA e o Alum para sensibilizar os animais. 

Neste tipo de protocolo a resposta alérgica é claramente mediada por linfócitos Th2. A AHR 

induzida por doses crescentes de broncoconstritores como a metacolina também foi documentada 

no modelo OVA. Além disso, os modelos experimentais de asma forneceram valiosa ferramenta 

para investigar a interação neuro-imunológica subjacente ao desenvolvimento de alergia [148-

150]. No entanto, a maioria dos modelos experimentais com OVA falha em reproduzir três 

características fundamentais observadas na doença humana como a broncoconstrição imediata 

(EPR), tardia (LPR) bem como a cronicidade da resposta alérgica. Também, não está totalmente 

elucidado a contribuição da anormalidade intrínseca dos músculos lisos ou da inflamação das 

vias aéreas sobre o desenvolvimento de AHR [158]. Ou seja, a relação entre AHR e inflamação 

permanece ainda como uma temática a ser explorada.  

Por estes motivos decidimos investigar o desenvolvimento asma experimental em duas 

linhagens de camundongos selecionadas para o fenótipo de máxima (AIRmax) ou mínima 

(AIRmin) inflamação aguda. 

Estas linhagens AIRmin e AIRmax, obtidas por seleção genética bidirecional, apresentam 

distinto perfil no desenvolvimento da resposta imune inata e similaridade na resposta imune 

adquirida [162]. Tendo em vista a importância do controle genético bem como ambos os sistemas 

mielóide (inato) e linfóide (adaptativo) na imunopatologia da asma, a escolha das linhagens 

AIRmin e AIRmax representou um importante alternativa na reprodução de características 

cardinais da asma.  

A AHR possui um componente intrínseco que tem forte controle genético [105-107]. E, 

por isso antecede o desenvolvimento de asma, indicando que a AHR não só contribui para a 

patogenia como é um marcador precoce da doença. Por isso nosso primeiro objetivo foi avaliar a 

AHR intrínseca antes da indução experimental de inflamação alérgica das vias aéreas. Nossos 

resultados mostraram que camundongos AIRmin apresentaram uma elevada AHR intrínseca a 
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crescentes doses de MCh (Figura 2). Estes nossos resultados guardam semelhança com os 

achados de Levit e Mitzner (1988). Estes autores  foram os pioneiros em demonstrar a influência 

genética na AHR intrínseca a broncoconstritores [122] sendo que entre nove linhagens de 

camundongos, a linhagem A/J foi a mais hiperreativa a ACh enquanto C57BL/6J é que 

apresentou menor reatividade (hiporeativa) [122]. Diferentes grupos têm estudado os genes 

envolvidos na reatividade brônquica. Neste cenário, trabalho recente de Camateros et al. (2009) 

identificou oito novas regiões cromossômicas que contêm genes candidatos ao fenótipo de AHR, 

dentre eles importantes genes envolvidos no mecanismo de contração dos músculos lisos 

brônquicos como o Utrn envolvido na expressão dos receptores de ACh e na sinapse 

neuromuscular e o Tsc2 que regula o crescimento e a diferenciação das células musculares lisas 

[9]. Este achado torna evidente a possível participação da capacidade intrínseca de contração 

muscular como determinante da AHR a MCh, independente da instalação de inflamação nas vias 

aéreas. Portanto, nosso próximo objetivo foi avaliar a influência dos receptores muscarínicos de 

acetilcolina os quais regulam o processo de contração, no desenvolvimento de AHR intrínseca.  

Foi visto que a perda na função e/ou expressão dos receptores M2 aumenta a liberação de 

ACh e potencializa a broncoconstrição  e consequentemente o desenvolvimento de AHR [89, 

174]. A análise expressão destes receptores no tecido pulmonar dos camundongos revelou que 

camundongos AIRmin expressam menores quantidades de ambos, transcritos de mRNA (Figura 

3A) e níveis de proteínas (Figura 3B) dos receptores muscarínicos M2 quando comparados aos 

AIRmax. E, de modo semelhante mostramos que os camundongos AIRmin são irresponsivos a 

galamina, antagonista seletivo do receptor muscarínico 2 (Figura 4) o que indica que estes 

animais possuem uma disfunção intrínseca dos receptores M2. Portanto, constatamos que a AHR 

intrínseca ou não inflamatória em camundongos AIRmin foi dependente da expressão de 

receptores muscarínicos M2 para acetilcolina. Nossos achados estão de acordo com a literatura 

que mostrou que em modelos experimentais de AHR ocorre diminuição na expressão e/ou na 

função dos receptores M2, gerando intensa AHR devido a um aumento na liberação de ACh do 

nervo vago e não devido a uma alteração na expressão e/ou função dos receptores M3 [90].   

Nossos dados apresentados até o momento nos permite inferir que os camundongos 

AIRmin poderiam representar uma nova e promissora ferramenta para se estudar AHR intrínseca 

e, portanto, a asma intrínseca, definida como doença brônquica que ocorre na ausência de 

alérgeno devido provavelmente a uma anormalidade nas células musculares lisas [15].  
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Uma vez caracterizada a AHR intrínseca, nossa próxima etapa foi estudar a AHR 

inflamatória, bem como as demais características da asma extrínseca ou secundária a exposição a 

alérgenos, no nosso caso a OVA.  

Primeiramente analisamos a inflamação nas vias aéreas. Camundongos AIRmax tratados 

com OVA montaram uma robusta resposta inflamatória; estes animais apresentaram um denso 

infiltrado inflamatório com predominância de eosinófilos (Figura 8A e 8B), uma elevada 

produção de muco (Figura 10), de H2O2 (Figura 14), citocinas tipo 2 (IL-5 e IL-13) (Figura 12) e 

anticorpos anafiláticos (IgE e IgG1) (Figura 15). Por outro lado, os camundongos AIRmin 

tratados com OVA apresentaram uma modesta inflamação pulmonar com baixos níveis de 

infiltrado celular, pequena produção de muco (Figura 10), de H2O2 (Figura 14), citocinas (IL-5 e 

IL-13) (Figura 12) e anticorpos IgE e IgG1 anti-OVA no soro (Figura 15). No entanto, 

camundongos AIRmin apresentaram um maior número de linfócitos quando comparados com os 

AIRmax (Figura 8E e 9). Porém, não determinamos o fenótipo das células CD4+ presentes no 

infiltrado  como sendo do tipo Th1, Th2, Th17 ou Treg.  

Ribeiro et al. (2003) mostraram que camundongos AIRmax possuem um componente 

inflamatório inato (recrutamento de neutrófilos) extremamente polarizado devido a três fatores 

principais: maior produção de substâncias quimiotáticas pelas células residentes ou infiltrantes; 

maior resistência à apoptose das células das células inflamatórias e maior capacidade da medula 

óssea em produzir neutrófilos maduros [161].  No nosso modelo é bem provável que estes 

mesmos fatores estejam operando em relação à inflamação alérgica eosinofílica. Ou seja, o 

componente inato inflamatório está sendo refletido agora numa reação imunológica mediada por 

células Th2. Na realidade, o infiltrado total e eosinofílico significativamente mais elevado nos 

AIRmax em relação aos AIRmin seria, semelhante ao observado para o recrutamento de 

neutrófilos devido a uma maior atividade na medula óssea destes camundongos pois, tanto 

neutrófilos como eosinófilos derivam de um mesmo precursor, o mieloblasto. Esta hipótese em 

relação à produção de células pela medula óssea será objeto de estudo posterior. 

Outro mecanismo de controle da inflamação que pode operar nos camundongos AIRmin é 

a via colinérgica, pois sabe-se que a ACh é uma molécula com importante função reguladora no 

processo inflamatório. Em modelos experimentais de asma, autores mostram que a ACh, ao se 

ligar aos receptores nicotínicos, especialmente o receptor α7nAChR exerce importante efeito 

anti-inflamatório, reduzindo o influxo total de células inflamatórias e a eosinofilia no BAL [100] 
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e reduzindo também a migração de eosinófilos bem como a produção de leucotrieno C4 (LTC4) e 

metaloprotease 9 (do inglês, matrix metalloprotease-9 – MMP-9), ambos produzidos por 

eosinófilos ativados e envolvidos na patogênese da asma [101]. Para corroborar esta hipótese, 

dados obtidos no laboratório de Imunogenética (Instituto Butantan), utilizando a ensaios de 

microarranjo de DNA, mostraram que camundongos AIRmin possuem uma maior expressão 

gênica do receptor α7nAChR quando comparados aos AIRmax. Este resultado pode indicar que 

nos camundongos AIRmin a ACh tem maior potencial para exercer o seu efeito down modulador 

da resposta inflamatória.  

Além disso, mostramos que os camundongos AIRmin apresentaram uma deficiência na 

função e expressão dos receptores M2 (Figuras 3 e 4). Esta disfunção dos receptores M2 pode 

aumentar a liberação da ACh a partir do nervo vago e desta forma exercer um efeito anti-

inflamatório. Nesta ótica, é possível que no processo de seleção das linhagens a baixa expressão 

de receptores M2 tenha sido importante para determinar o fenótipo AIRmin. Esta nossa hipótese 

está em concordância com o resultado obtido por Stengel et al. (2000) que mostraram que a 

resposta contráctil da traquéia isolada in vitro, de camundongos deficientes do receptor em M2 

(M2KO) ao broncocontritor carbamilcolina apresentou valores idênticos quando comparada aos  

animais selvagens [177]. Com estes dados podemos concluir que a ação dos broncocontritores é 

via estimulação vagal e, portanto, em nosso modelo a MCh deve agir por esta via, induzindo a 

liberação de ACh e aumentando a AHR e, no caso dos camundongos AIRmin que tem baixa 

expressão de M2, há maior liberação vagal de ACh o que gera um fenótipo de baixa resposta 

inflamatória. 

Verificamos uma correlação entre o número de células no BAL e a produção de citocinas 

tipo-2. No entanto, quando analisamos a produção de citocinas pelas células do linfonodo 

mediastinal, não encontramos diferenças significativas entre animais AIRmax e AIRmin. Estes 

resultados indicam que as células presentes nos linfonodos drenantes dos camundongos AIRmin 

são tão eficientes quanto as células dos camundongos AIRmax em produzir citocinas tipo-2. 

Podemos especular que no BAL dos camundongos AIRmax outras células poderiam representar 

uma fonte adicional de citocinas Th2. Vários pesquisadores mostraram que os basófilos, as 

células epiteliais e os eosinófilos, ativadas após a sensibilização com o alérgeno podem produzir 

citocinas Th2 [60]. E, como os camundongos AIRmax apresentaram maior infiltrado 
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inflamatório, é plausível que estes animais possuam um pool de citocinas Th2 mais elevado em 

comparação com os AIRmin.  

Estes nossos resultados estão de acordo com dados previamente publicados que 

demonstraram que a resposta imune específica dos camundongos AIRmax e AIRmin parece não 

ter sido afetada pelo processo seletivo, uma vez que estas linhagens produzem níveis equivalentes 

de anticorpos contra antígenos naturais complexos (eritrócitos, proteínas heterólogas e bactérias 

inativadas). Igualmente, as reações de hipersensibilidade tardia a eritrócitos ou Salmonella 

typhimurium foram idênticas nas duas linhagens [162].  

O primeiro parâmetro de função pulmonar analisado foi o desenvolvimento EPR e da 

LPR da resposta asmática.  

Em humanos assim como em cobaias o desafio com alérgeno pode causar uma resposta 

broncoconstritora imediata seguida por uma resposta broncoconstritora tardia [178]. No entanto, 

em camundongos estas duas fases não foram bem documentadas. No nosso modelo mostramos 

que camundongos AIRmax, mas não AIRmin desenvolveram uma nítida LPR, (Figura 5A e 5B). 

Este resultado representa um crucial achado no estudo de asma alérgica experimental, uma vez 

que até o momento a maioria dos modelos experimentais falhou em reproduzir a LPR em 

camundongos. A citar, Zosky et al. (2008) demonstraram que camundongos BALB/c 

sensibilizados e desafiados com OVA desenvolveram AHR a MCh mas não desenvolveram EPR 

ou LPR apesar de intenso infiltrado. De modo semelhante não detectamos EPR nas duas 

linhagens estudadas [151]. E, este nosso resultado está de acordo com a literatura que mostra que 

os camundongos não reproduzem esta fase da doença alérgica. Esta constatação pode ser 

explicada devido ao reduzido número de mastócitos presentes no tecido pulmonar de 

camundongos que é uma característica comum nas difernetes linhagens disponíveis para estudo. 

E, a falta de desenvolvimento de LPR em camundongos AIRmin pode ser devido à baixa 

migração de eosinófilos neste grupo (Figura 8B), indicando que o processo seletivo determinou 

também a resposta inflamatória à OVA.  

Estes nossos dados representaram a primeira evidência de que os camundongos AIRmax 

poderiam constituir um novo e promissor modelo para se estudar asma alérgica, uma vez que 

reproduziu uma característica cardinal da síndrome humana até então não evidenciadas nas 

linhagens BALB/c e C57BL/6 que são as mais comumente utilizadas nos modelos experimentais. 
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Em relação ao desenvolvimento de AHR, nossos resultados mostraram que camundongos 

AIRmax tratados com OVA desenvolveram  AHR a doses crescentes de MCh (Figura 6) e 

camundongos AIRmin foram mais sensíveis a MCh em relação aos AIRmax uma vez que estes 

animais responderam com grande aumento de AHR já na dose baixa enquanto que os AIRmax 

tratados com OVA apresentaram aumento significativo da AHR em relação ao controle apenas 

nas doses altas (Figura 6). Esta maior sensibilidade dos AIRmin foi provavelmente, devido a 

maior capacidade intrínseca (AHR intrínseca) destes camundongos em responderem a MCh, 

somado ao processo inflamatório, mesmo que reduzido, decorrente da sensibilização e desafio 

com OVA  (Figura 6). Esta nossa hipótese foi corroborada por dados da literatura que sugerem 

que os genes que controlam a AHR intrínseca podem controlar positivamente a AHR 

inflamatória. Este controle positivo da AHR inflamatória foi demonstrado por Wills-Karp (1997) 

que revelou camundongos A/J, que possuem AHR intrínseca, quando sensibilizados e desafiados 

com alérgeno desenvolvem uma AHR mais intensa. Esta autora constatou que genes adicionais, 

como os genes que influenciam a diferenciação de linfócitos TCD4+Th2, contribuem para AHR 

inflamatória [132].  

Já em camundongos AIRmax o mecanismo de controle da AHR é estritamente 

relacionado ao processo inflamatório induzido pela sensibilização e desafio com OVA. Sabe-se 

que a AHR inflamatória pode ser controlada por mecanismos genéticos independentes da AHR 

intrínseca e sim envolvidos com o processo inflamatório propriamente dito. Vários trabalhos 

mostram que a AHR inflamatória está correlacionada com distintos marcadores de inflamação 

das vias aéreas na asma. Estes incluem eosinofilia [111], presença de mastócitos [111] e células 

epiteliais no BAL [133] bem como a hiper-produção de muco; deposição de colágeno nas vias 

aéreas [113] e produção de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11 e IL-13 [134]. Assim, os 

nossos achados nos permitem inferir que em camundongos AIRmax o desenvolvimento de AHR 

inflamatória foi fortemente controlado pela inflamação alérgica enquanto que nos animais 

AIRmin, foi nitidamente controlada por fatores intrínsecos (AHR intrínseca).  

Embora o mecanismo de contração seja desencadeado por ativação do receptor M3, 

estudos mostram que em ambos, doença humana e modelos experimentais de asma, ocorre 

diminuição na expressão e/ou na função dos receptores M2, gerando intensa AHR devido a um 

aumento na liberação de ACh do nervo vago e não devido a uma alteração na expressão e/ou 

função dos receptores M3 [90]. Nos modelos experimentais de sensibilização e desafio com 
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alérgeno, caracterizados por intenso infiltrado eosinofílico, a inibição do receptor M2 é feita via 

MBP liberada dos grânulos dos eosinófilos ativados no local da inflamação. A MBP se liga a um 

ao receptor M2 inibindo a ligação do agonista e, dessa forma, inibindo qualquer ativação deste 

receptor [99]. Assim, nossos dados apresentados na Figura 7 mostraram que os camundongos 

AIRmax tratados com OVA foram irresponsivos a galamina, antagonista seletivo do receptor M2. 

Este resultado indicou que a inflamação alérgica induziu uma disfunção dos receptores M2 nestes 

animais. Portanto, o mesmo mecanismo que regula o desenvolvimento de AHR intrínseca, regula 

também a AHR inflamatória. No entanto, na AHR intrínseca há uma deficiência intrínseca na 

expressão destes receptores, que determinou a perda de sua função enquanto que na AHR 

inflamatória o que determina a perda na função é a MPB liberada pelos eosinófilos. 

Assim, reproduzimos experimentalmente estes dois fenótipos de AHR a MCh, a AHR 

intrínseca e a AHR inflamatória e mostramos que em ambos os fenótipos de AHR, a 

broncoconstrição foi induzida por uma disfunção nos receptores M2.  

Devido ao fato de a maioria dos modelos experimentais de asma alérgica não 

reproduzirem as características fisiopatológicas da asma crônica observada na condição humana 

da doença, nosso próximo objetivo foi avaliar o desenvolvimento de cronicidade da inflamação 

alérgica pulmonar nos camundongos AIRmax e AIRmin. 

Nossos resultados mostraram que ambos os camundongos AIRmax ou AIRmin expostos 

cronicamente a OVA desenvolveram AHR as doses crescentes de MCh em níveis similares aos 

camundongos submetidos à exposição aguda a OVA (Figuras 16A-16C). Estes nossos dados 

estão em concordância com a literatura que tem mostrado que a inflamação crônica das vias 

aéreas, característica da asma apresenta uma AHR persistente que é observada em pacientes com 

asma crônica e correlaciona-se a mudanças estruturais e/ou fisiológicas decorrentes do 

remodelamento pulmonar aéreas [116].  

No modelo OVA foi mostrado que a exposição repetitiva (crônica) ao alérgeno induziu 

um estado de tolerância inalatória local, caracterizada pelo desaparecimento da inflamação 

eosinofílica, mas com permanência dos níveis elevados de IgE. Desta forma, o modelo OVA não 

mimetiza a asma crônica observada em pacientes. Para nossa surpresa, em camundongos 

AIRmax a exposição crônica a OVA não resultou em tolerância inalatória local, pois verificamos 

que o número total de células, principalmente eosinófilos, no BAL (Figuras 17A e 17B) e no 

parênquima pulmonar (Figura 18D) foi semelhante ao obtido  com exposição aguda a OVA. Em 
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contraste, nos camundongos AIRmin a exposição crônica a OVA diminui drasticamente o 

número de células inflamatórias (Figuras 17A, 17B e 18C). No conjunto, estes dados sugerem 

que a resolução da inflamação alérgica devido a exposição crônica da OVA não ocorre em 

animais AIRmax. O motivo desta resistência ainda não está elucidado, mas pode estar 

relacionado com o processo de apoptose. Ou seja, é possível que as células inflamatórias dos 

animais AIRmax, sejam mais resistentes à indução de apoptose. Esta hipótese será testada em 

trabalho futuro. 

Dentre os parâmetros envolvidos na patogênese da asma crônica, os mais importantes 

referem-se mudanças estruturais no tecido pulmonar que ocorrem no processo de 

remodelamento. E, as análises do tecido pulmonar na asma crônica revelaram uma deposição de 

colágeno nas vias aéreas. A avaliação histológica do tecido pulmonar dos camundongos AIRmax 

com exposição crônica a OVA mostrou um aumento significativo (4X) da deposição de colágeno 

revelado pela coloração de Masson quando comparados aos animais do grupo agudo (Figura 

19F) enquanto que nos animais AIRmin, este aumento foi de 2X (Figura 19E).  Estes nossos 

resultados nos revelou que os camundongos AIRmax poderiam representar uma nova ferramenta 

de estudo da cronicidade da resposta alérgica observada na asma humana, o que é muito 

importante como modelo de asma crônica usando OVA [75,76]. 

Nosso trabalho fornece base para a compreensão dos mecanismos envolvidos na 

patogênese da asma até então parcialmente reproduzidos nos modelos experimentais comumente 

empregados. Nossos dados mostram que os AIRmin representam uma nova e promissora 

ferramenta para se estudar AHR intrínseca enquanto os AIRmax constituem modelos cruciais 

para se estudar a asma humana uma vez que foram capazes de reproduzir a LPR e a cronicidade 

da doença, duas característica cardinais da síndrome até então parcialmente descritas nos modelos 

animais comumente utilizados no estudos desta síndrome.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Nossos resultados mostram que camundongos AIRmin não tratados apresentaram uma 

AHR intrínseca a crescentes doses de MCh. E, esta linhagem apresentou baixos níveis de ambos 

mRNA e proteína do receptor M2 e foi irresponsiva a galamina. Além disso, nenhuma alteração 

na função e/ou expressão foi notada para o receptor M3. Assim, demonstramos que a AHR 

intrínseca em camundongos AIRmin foi nitidamente dependente da expressão e/ou função dos 

receptores M2. 

A investigação da função pulmonar de camundongos tratados com OVA acrescida de 

Alum a fim de se estudar asma extrínseca demonstrou que camundongos AIRmax tratados com 

OVA, ao contrário dos AIRmin, desenvolvem também uma nítida LPR. E, os camundongos 

AIRmax desenvolveram AHR a doses crescentes de MCh e camundongos AIRmin foram mais 

sensíveis a MCh em relação aos AIRmax uma vez que estes animais responderamm com grande 

aumento de AHR já na dose baixa enquanto que os AIRmax tratados com OVA apresentaram 

aumento significativo da AHR em relação ao controle apenas nas doses altas. Os camundongos 

AIRmax tratados com OVA foram irresponsivos a galamina. Assim, reproduzimos 

experimentalmente dois fenótipos de AHR a MCh, a AHR intrínseca e a AHR inflamatória e 

mostramos que em ambos os fenótipos de AHR, a broncoconstrição foi induzida por uma 

disfunção nos receptores M2.  

A análise da resposta inflamatória desencadeada pela sensibilização e desafio com OVA 

demonstrou que os camundongos AIRmax tratados com OVA foram capazes de montar uma 

robusta resposta inflamatória característica de asma alérgica (asma extrínseca); estes animais 

apresentaram um denso infiltrado inflamatório com predominância de eosinófilos, uma elevada 

produção de muco, H2O2, citocinas Th2 (IL-5 e IL-13) no BAL e anticorpos anafiláticos IgE e 

IgG1 no soro. Por outro lado, os camundongos AIRmin tratados com OVA, quando comparados 

aos AIRmax, apresentaram uma modesta inflamação pulmonar com baixos níveis dos parâmetros 

citados anteriormente.  

Semelhante ao observado após exposição aguda a OVA, após a exposição crônica a OVA 

os camundongos AIRmax desenvolveram intensa AHR a MCh e uma robusta inflamação 

pulmonar crônica caracterizada por grande influxo de eosinófilos e produção de anticorpos 

anafiláticos, IgE e IgG1 envolvidos com a patogênese da asma. Em contraste, nos camundongos 
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AIRmin a exposição crônica a OVA diminui drasticamente o número de células inflamatórias. 

Além disso, a deposição de colágeno no tecido pulmonar dos camundongos AIRmax com 

exposição crônica a OVA mostrou um aumento significativo (4X) quando comparados aos 

animais do grupo agudo . Porém, nos animais AIRmin, este aumento foi de 2X.  

Estes nossos resultados representam uma nova ferramenta de estudo da cronicidade da 

resposta alérgica observadas na asma humana.  
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