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RESUMO 

 

Faustino L. Células T reguladoras na asma experimental. [tese (Doutorado em 

Imunologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo; 2010.  

 

A exposição de proteínas solúveis via a superfície das mucosas em camundongos não 

sensibilizados resulta num estado de baixa resposta imune, conhecido como tolerância 

imunológica. Camundongos sensibilizados e expostos de forma aguda a OVA 

desenvolvem doença alérgica das vias aéreas (AAD), enquanto que a exposição crônica a 

OVA leva à inibição da AAD e ao desenvolvimento da tolerância inalatória local (LIT). 

Células T reguladoras (Treg) são cruciais para a tolerância periférica e o controle da 

inflamação. Neste projeto, nós usamos dois modelos bem estabelecidos de tolerância a 

OVA via mucosas, para monitorar o aparecimento e função das células Treg nas vias 

aéreas após desafios com OVA. A tolerância de mucosa foi induzida pela administração 

oral ou nasal de OVA antes da sensibilização, enquanto a LIT foi induzida pela exposição 

crônica das vias aéreas ao alérgeno. A tolerância oral ou nasal preveniu o 

desenvolvimento da resposta alérgica mediada por células Th2, tais como 

hiperreatividade brônquica (AHR), produção de muco, eosinofilia pulmonar e produção 

de IgE. Nós observamos que células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 acumularam nas vias aéreas 

dos camundongos alérgicos e com tolerância nasal, mas não nos animais induzidos a 

tolerância oral. Observamos também que o aumento dos níveis de anticorpos IgG1 anti-

OVA nos animais com tolerância nasal e o desenvolvimento da inflamação eosinofílica 

na cavidade peritoneal após desafios com OVA i.p. distinguiu esses animais dos 

induzidos a tolerância oral, os quais apresentaram uma tolerância sistêmica robusta. As 

células Treg Foxp3
+
 que acumularam nas vias aéreas dos animais alérgicos expressaram 

um fenótipo de células ativadas (CCR4
high

CD62L
low

CD44
high

CD54
high

) que distinguiu 

essas células das Treg presente nos linfonodos drenantes 

(CCR4
int

CD62L
high

CD44
int

CD54
int

). Células T CD4
+
CD25

+
 que infiltraram o pulmão 

suprimiram eficientemente a proliferação de células T CD4
+
CD25

−
, mas não a produção 

de citocinas Th2. Células Treg Foxp3-GFP
+
 de camundongos Foxp3gfp knock-in 

alérgicos também falharam na supressão da produção de IL-4 e IL-5 por células Th2 

efetoras (Foxp3-GFP
−
). A exposição crônica das vias aéreas a OVA resultou em 

diminuição da inflamação e de células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 nas vias aéreas, mas a 

produção sistêmica de anticorpos anafiláticos persistiu. Embora os níveis de TGF-β e a 



 

 

expressão de LAP por células apresentadoras de antígeno do pulmão tenham 

permanecido elevadas nas vias aéreas, a resposta imune inata local induzida por LPS não 

foi inibida. Além disso, camundongos com LIT restauraram AAD quando a exposição 

das vias aéreas a OVA foi descontinuada e que inflamação eosinofílica gerada em um 

compartimento distante do pulmão, como a cavidade peritoneal, não foi inibida pela 

exposição crônica das vias aéreas a OVA. Finalmente, a exposição crônica das vias 

aéreas levou a apoptose dos eosinófilos que infiltram o pulmão culminando na resolução 

da resposta alérgica pulmonar. Concluímos que a tolerância oral diferiu da tolerância 

nasal, a qual exibiu uma supressão local, mas não sistêmica da resposta alérgica. Na 

inflamação alérgica, o recrutamento de células Treg Foxp3
+
 para o pulmão foi associada 

com a expressão de um fenótipo de ativação e essas células apresentaram uma supressão 

da proliferação de células T do pulmão eficiente, mas não da produção de citocinas Th2. 

Finalmente, a resolução da resposta alérgica pulmonar pela exposição crônica das vias 

aéreas a OVA foi associada com a indução de apoptose de eosinófilos no pulmão. 

 

Palavras-chave: Asma. Tolerância de mucosas. Tolerância inalatória local. Células T 

reguladoras.  



 

 

ABSTRACT 

 

Faustino L. Regulatory T cells in the experimental asthma. [Ph.D thesis (Immunology)]. 

São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010.  

 

Mucosal OVA exposure in nonsensitized mice results in a state of immune 

hyporesponsiveness, known as immunological tolerance. Acutely exposure to OVA in 

sensitized mice leads to allergic airway disease (AAD), whereas chronic exposure leads 

to inhibition of AAD and development of local inhalational tolerance (LIT). Regulatory T 

cells (Treg) are critical for peripheral tolerance and control of inflammation. In this study, 

we used two well established model of mucosal tolerance to AAD to study the 

appearance and function of Treg cells in the airways after OVA challenge. Tolerance was 

induced by oral or nasal OVA administration prior to sensitization, whereas LIT was 

induced by airway chronic exposure to allergen. Mucosal tolerance prevented the 

development of Th2-mediated allergic responses, such as airway hyperactivity (AHR), 

mucus production, airway eosinophilia and IgE production. We found that 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 Treg cells accumulated in the airways from allergic and nasal 

tolerant mice, but not from mice induced to oral tolerance. We also found that increased 

levels of serum anti-OVA IgG1 in nasal tolerant mice and the development of 

eosinophilic inflammation in the peritoneal cavity in these mice after i.p. OVA challenge 

distinguished them from oral tolerant mice, which presented a robust systemic tolerance. 

The Foxp3
+
 Treg cells that accumulated in the airways of allergic mice expressed an 

effector/memory phenotype (CCR4
high

CD62L
low

CD44
high

CD54
high

) that distinguished 

them from naive regulatory T cells (CCR4
int

CD62L
high

CD44
int

CD54
int

) of draining lymph 

nodes. Infiltrating CD4
+
CD25

+
 T cells efficiently suppressed CD4

+
CD25

−
 T cell 

proliferation but not Th2 cytokine production. Sorted fluorescent regulatory T cells from 

allergic Foxp3gfp knock-in mice also failed to suppress IL-4 and IL-5 production by 

effector Th2 cells. Airway chronic OVA exposure resulted in decrease of inflammation, 

and CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T cells in the airways, but persistent systemic anaphylactic 

antibody production. Although the levels of TGF-β and the expression of LAP by lung 

antigen presenting cells were elevated in the airways, local LPS-induced innate immune 

response was not inhibited. In addition, LIT mice were able to restored AAD with 

discontinuous airway OVA exposure and the eosinophilic inflammation was not inhibited 

by chronic OVA exposure in a compartment far from lung, such as the peritoneal cavity. 



 

 

Finally, airway chronic OVA exposure leaded to apoptosis in infiltrating lung eosinophils 

and the resolution of allergic lung inflammation. We conclude that oral tolerance differed 

from nasal tolerance, which exhibited a local but not systemic suppression of allergic 

response. In allergic inflammation, the recruitment of Foxp3
+
 Treg cells to the lung was 

associated with expression of an effector phenotype by these cells that efficiently 

suppress pulmonary T cell proliferation but not Th2 cytokine production. Finally, the 

resolution of allergic lung inflammation by airway chronic OVA exposure was associated 

with an induction of eosinophils apoptosis into the lung.
 
 

 

Keywords: Asthma. Mucosal tolerance. Local inhalational tolerance. Regulatory T cells.
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Asma 

 

Nas últimas duas décadas, a prevalência e severidade de doenças alérgicas, 

incluindo a asma, têm aumentado substancialmente [1]. Fatores ambientais, como 

poluição do ar, exposição ao alérgeno e infecções, têm sido associados ao 

desenvolvimento da atopia, principalmente em indivíduos predispostos geneticamente 

[2].  

Asma é uma doença crônica, caracterizada por broncoconstrição intermitente que 

pode ser reversível, hiper-produção de muco que contribuem para a hiperreatividade 

brônquica (HRB), além de inflamação crônica com eosinofilia pulmonar e altos níveis de 

IgE sistêmico [3]. 

A fisiopatogênese da asma envolve a produção de imunoglobulinas anafiláticas, 

IgE no homem e IgE e IgG1 em camundongos [4, 5]. A produção de IgE é induzida 

principalmente pelas citocinas IL-4 e IL-13 [6, 7] produzidas principalmente por 

linfócitos Th2 CD4
+
, embora outras células como eosinófilos, mastócitos e basófilos, 

também possam produzi-las [8]. A IgE liga-se aos receptores FcRI encontrados em 

mastócitos e basófilos que, após contato com o alérgeno, liberam mediadores 

inflamatórios, principalmente histamina, responsáveis pela fase imediata [9, 10]. 

A fase tardia da asma é caracterizada pela migração de células inflamatórias, 

principalmente eosinófilos, para o tecido pulmonar, sendo que o dano tecidual, 

hiperreatividade brônquica e produção de muco são outros atributos dessa fase. Mais 

uma vez, a produção de citocinas pelas células T CD4
+
 tem influência direta no perfil 

inflamatório. O micro-ambiente formado com o início da fase tardia através da produção 

de citocinas do tipo 2, quimiocinas (eotaxina, RANTES, MIP-1 e outras) [11], 

moléculas de adesão e seus receptores (como VLA-1, VLA-4, 47, ICAM-1, VCAM-

1) [12, 13], mediadores lipídicos (principalmente PAF, LTB4, LTC4 e PGE2) [12, 14, 15] 

e diversas substâncias secretadas por eosinófilos, tais como a proteína básica principal 

(MBP), proteína catiônica eosinofílica (ECP), ânion superóxido e o PAF, contribuem 

para o quadro asmático [16-20].  

Modelos murinos de asma contribuíram de forma importante para o entendimento 

da patogênese dessa doença. Esses modelos demonstraram o papel fundamental dos 
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linfócitos T CD4
+
 que secretam citocinas do tipo 2 (Th2) como IL-4, IL-5 e IL-13 [21]. 

Tanto a IL-4 como a IL-13 estão envolvidas na produção de IgE e na secreção de muco, 

além de estarem associadas ao desenvolvimento de hiperreatividade brônquica (HRB) 

[22-27]. Já a IL-5 tem sido apontada como responsável pelo crescimento, diferenciação e 

ativação dos eosinófilos [28], os quais podem induzir danos teciduais e HRB [29]. De 

fato, os linfócitos T são condição sine qua non para o desenvolvimento da asma e das 

doenças alérgicas, como comprovado em animais deficientes em células T (como TCR- 

knock-out), que não desenvolvem respostas (patologias) tipo-asma após sensibilização e 

desafio [30]. 

A cronicidade do processo inflamatório pode levar a profundas alterações 

pulmonares como: infiltração intraepitelial de eosinófilos; hipertrofia epitelial e muscular 

dos brônquios; hiperplasia/metaplasia das células produtoras de muco e fibrose 

subepitelial; sendo todas estas alterações características do fenômeno chamado de 

remodelamento pulmonar. A consequência mais drástica do processo inflamatório é o 

declínio irreversível da função pulmonar [31]. 

A hipótese da higiene representa uma das tentativas de explicação do aumento da 

prevalência da asma em todo mundo. Inicialmente, foi proposto que o balanço entre as 

células Th1/Th2 seria o motivo da relação inversa entre infecções e alergias observado 

em vários estudos epidemiológicos [32, 33]. O perfil Th1 está associado com infecções 

virais e bacterianas, doenças autoimunes, e produção de IFN-γ. O perfil Th2 é geralmente 

relacionado com infecções por helmintos, alergias e produção das citocinas IL-4, IL-5, 

IL-9 e IL-13. De acordo com a hipótese da higiene, a baixa ocorrência de infecções 

bacterianas na infância precoce resulta em um desvio ao padrão Th2 e predisposição às 

alergias, devido à estimulação insuficiente das células tipo-Th1 [34, 35].  

Estudos epidemiológicos recentes, no entanto, levaram a uma re-interpretação da 

hipótese da higiene clássica. Primeiro, um aumento da doença autoimune associada ao 

perfil Th1, diabete tipo-1, tem sido registrado em países desenvolvidos, locais com baixa 

prevalência de infecções e alta de alergias [36]. Além disso, não há correlação entre 

infecções helmínticas e alergias, apesar de ambas as condições envolverem estimulação 

do perfil Th2. Ao contrário, tem sido descrito que a esquistossomose crônica pode 

suprimir atopias em crianças, provavelmente pela indução de IL-10 [37]. Finalmente, 

como descrito por Bager e colaboradores, pessoas com um maior número de infecções 

nos primeiros dois anos de vida têm maiores taxas de atopias [38]. Esses achados 

contraditórios não poderiam ser acomodados na hipótese da higiene clássica.  
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1.2 Tolerância imunológica 

 

Usualmente, o contato com antígenos protéicos pelas mucosas leva à indução de 

um fenômeno conhecido como tolerância imunológica, caracterizado por um estado de 

baixa resposta imune frente a futuros desafios com o mesmo antígeno [39]. Entretanto, 

em indivíduos alérgicos, a tolerância imunológica parece não ser eficiente na inibição das 

respostas alérgicas, apesar de respostas autoimunes estarem suprimidas. 

A maioria dos contatos com antígenos externos ocorre através da superfície das 

mucosas, gastrointestinal ou aérea, sendo que a consequência mais comum desta forma 

de exposição ao antígeno é um estado de baixa resposta imunológica a desafios 

imunogênicos subsequentes com o mesmo antígeno, conhecido como tolerância de 

mucosas [39-41]. 

Diversos fatores foram associados à indução da tolerância por mucosa: linhagem 

do animal; a natureza, rota de contato e a dose do antígeno; o “status imunológico” do 

animal; a idade do primeiro contato com o antígeno [42].  

Em relação à asma, alguns trabalhos já demonstraram que a prévia exposição ao 

antígeno pela via oral é capaz de suprimir diversas respostas alérgicas. Nakao e 

colaboradores demonstraram que a administração oral de altas doses de antígeno é capaz 

de inibir o influxo de eosinófilos para as vias aéreas [43]. Em estudo mais abrangente, 

nosso grupo demonstrou que a prévia administração oral de OVA inibe não só a 

eosinofilia pulmonar, como também o desenvolvimento de HRB, a secreção de muco e a 

produção de IgG1 e de IgE anti-OVA [41]. 

Além da mucosa intestinal, a exposição da mucosa respiratória à antígenos 

inócuos também resulta na indução de tolerância imunológica, chamada neste caso de 

tolerância nasal ou aérea [40]. Nessa linha de estudo, alguns autores enfocaram o efeito 

da exposição nasal do antígeno sobre respostas alérgicas mediadas por linfócitos Th2 

[40]. Holt e colaboradores, foram os primeiros a mostrar a inibição seletiva da produção 

de IgE específica pela exposição aérea ao antígeno [44]. Posteriormente, outros trabalhos 

abordaram a supressão de outros fenótipos associados à asma, como a HRB e a 

eosinofilia pulmonar, pela tolerância aérea [45, 46]. 

Apesar das diferenças, como a concentração do antígeno e o período de exposição 

[47], em ambas as vias, oral e nasal, a prévia exposição ao antígeno inibe 
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significativamente a resposta inflamatória pulmonar e sistêmica, representada pela 

produção de anticorpos. 

Nos últimos anos, Kabbur e colaboradores têm demonstrado que a exposição 

crônica ao antígeno em camundongos previamente sensibilizados leva a um fenômeno 

conhecido como “tolerância inalatória local” (LIT de Local Inhalational Tolerance). Em 

contraste à tolerância de mucosas, esse fenômeno é caracterizado pela diminuição da 

inflamação pulmonar e hiperreatividade brônquica, porém os animais apresentam altos 

níveis de IgE, daí o termo local [48]. 

Os mecanismos envolvidos na indução da tolerância, seja ela pela prévia 

exposição do antígeno pela mucosa gastrointestinal e aérea ou pela exposição crônica das 

vias aéreas após sensibilização antigênica, ainda não estão bem definidos. Um dos 

mecanismos apontados como responsável pela indução da tolerância imunológica é a 

supressão mediada por células T reguladoras. 

 

1.3 Células T reguladoras 

 

Muitos trabalhos têm mostrado de forma convincente que células T reguladoras 

CD4
+
 são essenciais no controle do sistema imune, pois inibem as funções efetoras de 

células Th1, Th2 e, mais recentemente descrito, de células Th17 [49, 50].  

Desde a década de 70 havia evidências de uma população de células T capazes de 

suprimir ativamente respostas imunológicas [51]. Porém, foi o trabalho de Sakaguchi e 

colaboradores que estabeleceu o envolvimento de uma subpopulação de linfócitos T 

CD4
+
 que expressava na superfície a cadeia  do receptor da IL-2 (CD25) na manutenção 

da homeostasia e da tolerância periférica a antígenos próprios [52]. Essas células se 

desenvolvem no timo e apresentam um grande repertório de TCR reativos à antígenos 

próprios, sendo chamadas de células T reguladoras naturais (Tregn) [53] e constituem 

cerca de 5-10% dos linfócitos T CD4
+
 presentes na circulação [54]. Essas células são 

descritas como capazes de suprimir tanto doenças alérgicas como autoimunes [35, 55, 

56]. 

Posteriormente, outras células Treg foram sendo identificadas. Estas células são 

induzidas após exposição à antígenos exógenos específicos e são denominadas células 

Treg adaptativas e suprimem funções efetoras de células T antígeno-específicas. Isso 
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ficou evidente quando alguns grupos, incluindo o nosso, mostraram que é possível a 

conversão de células CD4
+
CD25

-
 para células CD4

+
CD25

+
 e com capacidade de 

regulação [57-59]. Assim, essas células geradas na periferia em resposta a estímulos 

antigênicos foram denominadas células T reguladoras adaptativas (Tregad) para 

diferenciá-las das células Treg naturais [58]. 

Nos últimos anos, diferentes tipos de células T reguladoras têm sido descritas na 

literatura [60]. Os mecanismos propostos para a função inibitória dessas células ocorrem 

através do contato célula-célula via o cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 

(CTLA-4) [61, 62], a forma associada à membrana do TGF-β (mTGF-) [63], LAG-3 

[64], Fas [65] ou mesmo pela liberação de moléculas citolíticas como a Granzima B [66]. 

Outra via inibitória interessante descrita para as células Treg é a modulação dos níveis de 

monofosfato de adenosina cíclica (cAMP) nas células alvo [67]. O aumento dos níveis de 

cAMP tem sido associado com a inibição da proliferação e diferenciação celular e, em 

linfócitos, na inibição da expressão de genes de algumas citocinas como a IL-2 e IFN- 

[68-70]. As células Treg também inibem respostas imunes via secreção de citocinas 

imunossupressoras como a IL-10 e TGF- [71-74] e mais recentemente descrita, a IL-35 

[75]. Finalmente, a competição por fatores de crescimento, principalmente a IL-2, entre 

células Treg e T efetoras pode contribuir para a supressão local da resposta imune. De 

fato, como demonstrado em trabalhos recentes, células Treg privam células T CD4
+
 de 

fatores de crescimento tanto in vitro quanto in vivo, levando à apoptose dessas células 

[76, 77]. 

Apesar da heterogeneidade das populações de células Treg e dos diversos 

mecanismos efetores associados a elas, uma característica comum a todas as populações é 

que todas expressam o fator de transcrição Foxp3, com exceção das Tr1, células T 

produtoras de IL-10 que podem ser geradas in vitro quando cultivadas na presença de IL-

10 ou vitamina D3 ou dexametasona [78-81]. 

O fator de transcrição forkhead box protein P3 (Foxp3) é o maior marcador e 

regulador funcional das células Treg [82-85]. Este gene, cujo produto protéico Scurfin faz 

parte dos fatores de transcrição da família fork head, regula negativamente a ativação da 

célula T [86].  

A expressão do Foxp3 está associada com a emergência das células Treg tanto em 

humanos quanto em camundongos. Defeitos na expressão de Foxp3 em humanos 

acarretam uma síndrome ligada ao cromossomo X conhecida como IPEX, cuja 
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característica é uma disfunção Imune, Poliendocrinopatia e Enteropatia ligada ao Cr X 

[87]. Também foi descrito que pacientes com mutação em Foxp3 desenvolvem eczema, 

alergia alimentar, hiper IgE e eosinofilia associada com produção de citocinas tipo 2 [88]. 

Camundongos com mutação natural de Foxp3, conhecido como “scurfy mice”, não 

apresentam as células Treg naturais [85, 89] e desenvolvem uma doença auto-imune 

fulminante [90]. 

A função que as células Treg desempenham na imunopatologia da asma ainda não 

está clara. Estas células podem estar envolvidas com o controle da cronicidade da asma 

alérgica bem como com o desenvolvimento da fibrose pulmonar via produção de TGF-. 

 

1.4 Migração de linfócitos T na asma 

 

Linfócitos Th2 são cruciais para o desenvolvimento da inflamação alérgica 

pulmonar observada na asma. Essas células são geradas nos linfonodos regionais e 

posteriormente recrutadas para as vias aéreas através de proteínas quimioatraentes de 8 a 

10kDa produzidas por diferentes células presentes no pulmão dos indivíduos asmáticos. 

Essas proteínas, denominadas quimiocinas, e seus receptores específicos, orquestram a 

migração dos linfócitos para os diferentes tecidos através do gradiente de quimiocinas 

presentes no local [91]. 

Nos últimos anos, alguns receptores de quimiocinas têm sido associados com a 

migração e organização de células T em tecidos específicos, como o CCR7 e CXCR5 

para os linfonodos, CCR9 para o intestino e timo [92] e CCR4, CCR8 e CCR10 para a 

pele (revisto por [93]), embora CCR4 e CCR8 também sejam expressas por células Th2 

[94, 95] e envolvidas com a migração dessas células para outros tecidos inflamados, 

como o pulmão [96]. Na asma alérgica, um dos mecanismos envolvidos no recrutamento 

inicial de células Th2 para as vias aéreas seria a ligação do leucotrieno B4 (LTB4) e de 

CCL1 aos receptores BLT1 e CCR8 presentes nas células Th2. Esses mediadores 

inflamatórios (LTB4 e CCL1) são secretados por mastócitos após ligação cruzada do 

alérgeno ao complexo IgE-FcRI (revisto por [93]). Além disso, a produção de IL-4 e IL-

13 por linfócitos Th2 já recrutados para as vias aéreas estimulam células da imunidade 

inata, tais como macrófagos e células dendríticas pulmonares, a secretarem quimiocinas 

dependentes de STAT6 CCL17, CCL22, CCL11 (eotaxina-1) e CCL24 (eotaxina-2) [96, 
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97]. Essas quimiocinas amplificam o recrutamento de células Th2 e a migração de 

eosinófilos (via CCR3) para as vias aéreas (revisto por [93]).   

Além das células Th2, trabalhos têm mostrado que células Treg acumulam nas 

vias aéreas durante o desenvolvimento da inflamação alérgica em modelos murinos [57, 

74]. Essas células expressam receptores de quimiocinas CCR4 e CCR8 [98, 99] e, desta 

forma, podem ser recrutadas durante uma resposta alérgica. Além disso, outros receptores 

de quimiocinas têm sido descritos em células Treg, como o CCR5, CCR7 e CCR8 [98, 

100, 101]. Em modelos de inflamação, receptores de quimiocina CCR7 desempenham 

um papel crucial na migração e função de células Treg nos linfonodos drenantes [102], 

enquanto que CCR5 é descrito como importante para a migração e função dessas células 

no sítio de inflamação [101, 103].  

Além dos receptores de quimiocinas e seus ligantes, moléculas de adesão também 

desempenham um papel importante na migração de leucócitos, incluindo linfócitos T, 

para os diferentes tecidos. A L-selectina, também conhecida como CD62L, há muito 

tempo foi descrita como importante na recirculação de linfócitos do sangue para os 

órgãos linfóides secundários [104]. Essa movimentação de um tecido para o outro ocorre 

via células de endotélio alto (HEV, de High Endothelial Venules) presentes nos 

linfonodos [104] e a ativação desses linfócitos culmina na perda ou diminuição da 

expressão dessa molécula [105]. Em contraste, ICAM-1 (CD54), E-selectina e P-selectina 

são expressas por células T ativadas e estão associados com a migração dessas células 

para o sítio de inflamação [106, 107]. Células Treg, semelhante às células T efetoras 

presentes no sitio inflamatório, possuem expressão aumentada de ICAM-1, E-selectina e 

P-selectina e expressão diminuída de L-selectina (CD62L
low

) [100, 108].  

Nesse projeto nós usamos um modelo bem estabelecido de tolerância de mucosas 

à asma alérgica para monitorar o aparecimento e função das células Treg após desafios 

com OVA. Investigamos também os mecanismos envolvidos no fenômeno de tolerância 

inalatória local (LIT), o qual se desenvolve com o tempo e exposição ao alérgeno após 

intensa resposta alérgica pulmonar. Para monitorar o aparecimento de células Treg, o 

número de células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 do BAL e mLN e a expressão de marcadores de 

migração L-selectina, ICAM-1, CCR7, CCR4 e CCR5 por essas células foram avaliadas 

após desafios com OVA. A função das células Treg foi elucidada avaliando a 

proliferação celular e a secreção de IL-5 em uma cultura contendo células T CD4
+
CD25

+ 

e T CD4
+
CD25

-
 isoladas do pulmão de animais alérgicos na razão de 1:1; 1:3 e 1:10 

estimuladas com anti-CD3 ou OVA. Para elucidar os mecanismos envolvidos na LIT, 



                                                                                                                                                 INTRODUÇÃO  21 

 

 

avaliamos este fenômeno em camundongos deficientes de IFN-. Além disso, o número 

de células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
, o perfil de ativação de células dendríticas, a produção 

de citocinas supressoras (TGF- e IL-10) e a resposta imune inata induzida por LPS 

foram avaliadas nas vias aéreas dos camundongos induzidos à tolerância inalatória local. 

O papel que as células Treg desempenham na imunopatologia da asma ainda não 

está claro. Estas células podem estar envolvidas com o controle da cronicidade da asma 

alérgica bem como com o desenvolvimento da fibrose pulmonar. Assim, uma melhor 

compreensão pelo qual células Treg migram para o sítio inflamatório e das consequências 

implicadas neste processo se faz necessária. 

 

1.5 Apoptose e asma 

 

 A dificuldade de indivíduos asmáticos em resolver uma inflamação alérgica 

pulmonar após contato com o alérgeno tem sido apontada como um dos principais 

problemas envolvidas na severidade da doença [109, 110]. Cada vez mais tem se 

observado que a apoptose de células inflamatórias é reduzida nas vias aéreas e sangue de 

indivíduos asmáticos aéreas [111, 112], e defeitos na apoptose dessas podem contribuir 

para a incapacidade desses indivíduos de normalmente resolverem respostas imunes 

mediadas por células Th2.  

 Apoptose, ou morte celular programada, é descrito como um importante 

mecanismo para a homeostase do sistema imune [113] e na asma, a apoptose tem sido 

descrita como um processo importante para a resolução da resposta alérgica pulmonar 

[114, 115]. 

A redução da apoptose em células inflamatórias de indivíduos atópicos, incluindo 

asmáticos, tem sido descrito como crucial para a persistente inflamação eosinofílica [116, 

117]. É conhecido que a ativação de eosinófilos pode desencadear na liberação de 

mediadores pró-inflamatórios, mediadores lipídicos, citocinas e proteínas catiônica 

citotóxicas, como peroxidase do eosinófilo (EPO) e levar ao agravamento da patologia 

[118, 119]. 

Em indivíduos asmáticos, a redução da apoptose de eosinófilos tem sido associada 

com a persistente inflamação eosinofílica das vias aéreas [111, 112]. Trabalhos têm 

mostrado que a apoptose espontânea de eosinófilos in vitro pode ser prevenida incubando 

essas células com fatores solúveis como IL-3, IL-5 e GM-CSF [120]. No entanto, a 
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ligação de FasL aos receptores de morte celular Fas expresso na membrana celular dos 

eosinófilos culminam na morte dessas células mesmo na presença desses fatores [121]. 

Em modelo murino de asma alérgica, trabalhos mostraram que a administração 

intratraqueal de adenovírus expressando o gene para FasL ou a administração intravenosa 

de células dendríticas infectadas com esse adenovírus é capaz de reduzir a AHR e 

inflamação alérgica pulmonar pela indução de apoptose de eosinófilos e células Th2 nas 

vias aéreas desses animais [122, 123], podendo ser uma alternativa futura para a terapia 

da asma alérgica.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Estudar o aparecimento e função das células Treg na tolerância a asma alérgica 

após sensibilização e desafios com OVA e os mecanismos envolvidos na resolução da 

resposta alérgica pulmonar pela exposição crônica das vias aéreas a OVA  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Modelo de tolerância oral e nasal 

1 Avaliação do aparecimento de células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 nas vias aéreas e 

linfonodo mediastinal drenante dos camundongos submetidos à asma alérgica e 

à tolerância oral e nasal após sensibilização e desafios com OVA; 

2 Análise da expressão de moléculas de adesão/ativação e de receptores de 

quimiocinas nas células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 presentes nas vias aéreas e 

linfonodo mediastinal drenante dos camundongos submetidos à asma alérgica e 

à tolerância oral e nasal após sensibilização e desafios com OVA; 

3 Análise da capacidade supressora das células Treg CD4
+
CD25

+
 que acumulam 

no pulmão dos animais alérgicos quanto à proliferação e produção de IL-5 por 

células T CD4
+
CD25

−
. 

 

2.2.2 Modelo de tolerância inalatória local 

1 Caracterização do fenômeno de tolerância inalatória local pela exposição 

crônica das vias aéreas a OVA e o acúmulo de células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 

presente no BAL; 

2 Análise do papel do IFN- e TGF-β no fenômeno de tolerância inalatória local  

3 Caracterização da indução de apoptose de eosinófilos que infiltram o pulmão e o 

papel dos fatores soluceis presentes no BAL dos camundongos induzidos a 

tolerância inalatória local.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas com idade de 4 a 8 semanas criados sob 

condições livres de patógenos específicos (specific pathogen-free - SPF) das linhagens 

BALB/c e C57BL/6 wild-type (wt), e camundongos deficientes para o gene inf- 

(C57BL/6 ifn-−/−
). Esses animais foram fornecidos pelo Biotério de Camundongos 

Isogênicos do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo. Camundongos Foxp3-GFP knock-in de fundo C57BL/6 

(Foxp3gfp.KI) foi originalmente fornecido por Vijay K. Kuchroo [124] e mantidos no 

Biotério do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade 

Federal de São Paulo. Camundongos AIRmax foram fornecidos pelo Biotério de 

Imunogenética do Instituto Butantan. Camundongos RAG
−/−

 de fundo C57BL/6 foram 

fornecidos pelo Biotério do Instituto Ludwig. Todos os camundongos foram tratados 

segundo as normas do Comitê de Ética Animal da Instituição. 

 

3.2 Sensibilização e desafio com OVA (indução de inflamação alérgica pulmonar) 

 

Os diferentes camundongos foram sensibilizados com 4 µg de OVA 

(Ovoalbumina grau II de galinha [Sigma] tratados com uma solução de Triton X-114-

[Sigma] para completa eliminação de LPS - LPS free [125]) adsorvida em 1,6 mg de 

hidróxido de alumínio (Alum) em 400 µL de PBS estéril nos dias 0 e 7 pela via 

subcutânea (s.c.). Para indução da inflamação alérgica pulmonar, os animais 

sensibilizados foram desafiados pela via intranasal (i.n.) com 10 µg de OVA em 50 µL de 

PBS estéril nos dias 14 e 21 ou, quando indicado, tratados com PBS estéril (50 µL) nos 

dias 14, 21 e 28 e com 10µg de OVA em 50µL de PBS estéril nos dias 35 e 42 utilizando 

uma micro-pipeta. As análises foram realizadas um dia após o último desafio antigênico. 

Animais controle não foram submetidos ao tratamento. 
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3.3 Indução de tolerância oral 

 

Os animais induzidos à tolerância oral receberam OVA 1% (Ovoalbumina grau II 

de galinha [Sigma]) dissolvida na água para beber durante 5 dias consecutivos, entre os 

dias −7 e −3. Em seguida, os camundongos foram sensibilizados com OVA/Alum s.c. nos 

dias 0 e 7 e desafiados com OVA i.n. nos dias 14 e 21, como descrito anteriormente. 

 

3.4 Indução de tolerância nasal 

 

Para indução da tolerância nasal, os camundongos foram tratados previamente com 

3 desafios com 100 µg de OVA em 50 µL de PBS estéril pela via i.n. nos dias −5 a −3 

utilizando micro-pipeta. Em seguida, os camundongos foram sensibilizados com 

OVA/Alum s.c. nos dias 0 e 7 e desafiados com OVA i.n. nos dias 14 e 21, como descrito 

anteriormente. 

 

3.5 Indução de tolerância inalatória local 

 

 Para indução da tolerância inalatória local, os camundongos foram sensibilizados 

com 4 µg de OVA adsorvida em 1,6 mg de hidróxido de alumínio (Alum) em 400 µL de 

PBS estéril nos dias 0 e 7 pela via s.c. Em seguida, os camundongos foram desafiados 

com 10 µg de OVA i.n nos dias 14, 21, 28, 35 e 42. As análises foram realizadas um dia 

após o último desafio antigênico. 

 

3.6 Indução de inflamação alérgica na cavidade peritoneal 

 

 Para indução da inflamação alérgica na cavidade peritoneal, os camundongos 

induzidos à asma alérgica, tolerância oral, tolerância nasal e tolerância inalatória local 

foram desafiados com 10 µg de OVA em 200 µL de PBS estéril pela via intraperitoneal 

(i.p.) nos dias 14 e 21 ou, quando indicado, nos dias 35 e 42, simultaneamente aos dois 

últimos desafios com OVA i.n., utilizando uma seringa de 1 mL. 
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3.7 Imunidade inata induzida por LPS 

 

 Para indução da imunidade inata, os camundongos induzidos à asma alérgica e a 

tolerância inalatória local foram desafiados com 10 µg de LPS em 50 µL de PBS estéril 

no dia 42, simultaneamente ao último desafio com OVA i.n. Para tanto, 10 µg de LPS foi 

adicionado a 10 µg de OVA em 50 µL de PBS estéril e os animais desafiados pela via i.n. 

utilizando uma micro-pipeta. Os camundongos controle receberam apenas um desafio, ou 

com 10µg de LPS ou com 10 µg OVA-LPS free em 50 µL de PBS estéril no dia 42. As 

análises foram realizadas um dia após o último desafio antigênico. 

 

3.8 Obtenção do lavado broncoalveolar (BAL) e contagem total e diferencial 

 

Os animais foram anestesiados com 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, 1 mL de PBS gelado foi injetado no espaço 

broncoalveolar e logo em seguida aspirado. A contagem total de células foi feita em 

hemocitômetro (Câmara de Neubauer). Para a contagem diferencial, 200 L do BAL 

contendo 4x10
5 

células foram cito-centrifugados (Citocentrífuga BIO research) a 450 rpm 

por 5 min. A seguir, as lâminas foram coradas com o kit Instant Prov. Células 

mononucleares, eosinófilos e neutrófilos foram identificadas segundo coloração e 

características morfológicas. Foram contadas 200 células por lâmina no microscópio 

óptico com objetiva de imersão (100x). 

 

3.9 Determinação de Hiperreatividade Brônquica (AHR) 

 

A hiperreatividade brônquica foi avaliada com doses crescentes de metacolina 

(MCh) 24h após desafio com OVA i.n. em animais conscientes usando uma câmara 

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

como previamente descrito [41, 126]. O aumento na pausa respiratória (Penh), um valor 

mensurável, foi usado para determinar a AHR. 
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3.10 Determinação de citocinas no BAL 

 

A presença de IL-4, IL-5, IL-10, IFN- (BD Pharmingen) TGF-β e IL-

13 (R&D systems) no BAL e a produção de IL-5 e IFN- (BD Pharmingen) no 

sobrenadante de cultura de células do pulmão foi quantificada pelo método de ELISA em 

placa plástica de 96 poços de fundo chato, com anticorpos monoclonais (mAbs) anti-

citocinas apropriados e com os anticorpos secundários biotinilados, segundo 

especificação do fabricante e como descrito por Russo e colaboradores [41]. 

 

3.11 Determinação de IgG1, IgG2a e IgE anti-OVA 

 

A quantificação da produção de imunoglobulinas IgE total, IgG2a anti-OVA (BD 

Pharmingen) e IgG1 anti-OVA (Reagentes Southern) foi realizada pelo método ELISA, 

segundo especificação do fabricante e como previamente descrito por Russo e 

colaboradorels [41]. 

 

3.12 Análise celular por citometria de fluxo (FACS) 

 

3.12.1 Marcadores de Superfície 

Depois de isoladas, 106 células do BAL, pulmão e linfonodo mediastinal drenante 

(mLN) foram ressuspendidas em 25 µL de PBS pH 7.4 contendo 2% de FBS (de Fetal 

Bovine Serum) e 0,1% de NaN3, incubadas por 30 min. a 4 ˚C com anticorpos 

monoclonais anti-mouse para os marcadores de superfície CD4, CD8, CD19, CD25, 

CD62L, GITR, CD11b, CD11c, F4/80, CD80, CD86, CD40, I-A
d 

(MHCII), Gr1, CD69, 

CCR3 (BD Pharmingen), CD54, CD44, CCR4, CCR7 (BioLegend), LAP (TGF-β latency 

associated peptide) (R&D systems) diluídos na solução. Em seguida, os tubos ou placa 

de 96 poços em fundo U contendo a solução com as células foi lavado adicionando 200 

µL do tampão PBS-FBS-NaN3 e centrifugado a 1200 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 

então removido e as células foram ressuspendidas em 400 µL do tampão para análise em 

citômetro de fluxo FACScalibur ou FACSCanto II (BD Pharmingen). 
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3.12.2 Marcadores intracelulares 

Para marcação intracelular de Foxp3 (e-Biosciences), CTLA-4, IL-5 e IL-10 (BD 

Pharmingen), foi utilizado um kit de permeabilização específico para marcação de Foxp3 

(BD Pharmingen). Para marcação de anexina-V e PI foi utilizado um kit de marcação de 

apoptose (Calbiochem). 

 

3.13 Exame histológico dos pulmões e quantificação de muco e colágeno 

 

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

10 mL de PBS gelado para remoção de sangue residual e posteriormente fixados por 

imersão em formalina tamponada (10%) por 24h. Após fixação, os órgãos foram 

incluídos em parafina, os tecidos cortados na espessura de 5 µm e corados com 

hematoxilina/eosina (H&E) para visualização do infiltrado eosinofílico. Para visualização 

do muco produzido, os cortes histológicos foram corados pelo método de PAS (de 

Periodic Acid-Schiff). Para visualização da deposição de colágeno, os cortes histológicos 

foram corados pelo método de Masson. Em seguida, utilizando a morfometria 

computadorizada, o muco corado pelo PAS e o colágeno corado pelo masson foram 

quantificados. As fotos foram tiradas com um aumento de 400x. 

 

3.14 Reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA) 

 

 A reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA), segundo Mota e Wong [127] foi 

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

foram injetados intradermicamente com 100 L 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 1 mL de uma solução 

contendo 500 g de OVA e azul de Evans a 0,25%. A leitura da reação foi feita 30 min. 

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 [128]. Para isto, 

camundongos depilados 24 horas antes foram injetados intradermicamente no dorso com 
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50 L de diluições seriadas de soros (que foram aquecidos a 56 
o
C 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 0.5 

mL de uma mistura de azul de Evans a 0,25% e 250 L de OVA (Ovoalbumina 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 IgG1 foram 

expressos como a recíproca da maior diluição dos soros que resultou em uma reação 

positiva com mais de 5 mm 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. 

 

3.15 Digestão pulmonar e separação das células 

 

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

controle e alérgico foram digeridos em uma solução contendo 2 mg/mL de colagenase tipo 

IV (Sigma) e 1 mg/mL de desoxiribonuclease 1 (DNAse) (Sigma) e mantidos em banho-

maria à 37 
o
C por 20 minutos. Células CD4

+
CD25

–
 e CD4

+
CD25

+
 do pulmão foram 

isoladas usando separação por beads magnéticas (Miltenyi Biotec). Inicialmente, células 

CD4
+
 foram separadas negativamente usando anticorpos monoclonais anti-CD11b-FITC e 

anti-Gr1-FITC (BD Pharmingen) seguida da marcação com MicroBeads anti-FITC, anti-

MHCII, anti-CD8a e anti-B220 (Miltenyi Biotec). Células separadas negativamente foram 

então marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD25-PE e posteriormente marcadas 

com MicroBeads anti-PE. As células foram então isoladas em células CD4
+
CD25

–
 (>95%) 

e CD4
+
CD25

+
 (>90%) e a pureza avaliada por citometria de fluxo. Em experimentos com 

Foxp3gfp.KI, células do pulmão foram removidas por digestão tecidual e marcadas com 

anti-CD4-Cy e realizado o sorting de células CD4
+
Foxp3-GFP

– 
e CD4

+
Foxp3-GFP

+
 

usando um FACSAria (Becton Dickinson). 

 

3.16 Transferência adotiva de células 

 

Inicialmente, animais C57BL/6 foram tratados previamente com 3 desafios com 

100 µg de OVA pela via i.n. para indução de tolerância nasal ou tratados com OVA 1% 

dissolvida na água para beber durante 5 dias consecutivos para indução de tolerância oral. 
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Em seguida, os camundongos foram sensibilizados com OVA/Alum s.c. nos dias 0 e 7 e 

uma semana depois da sensibilização células CD4
+
 do baço e dos linfonodos cervicais 

drenantes separadas por seleção negativa usando beads magnéticas (Miltenyi Biotec), 

como descrito anteriormente. 1x10
6
 de células CD4

+
 foram injetadas i.v. em camundongos 

RAG
−/−

 pelo plexo ocular. Após 15 dias, os camundongos RAG
−/−

 reconstituídos com 

células CD4
+
 foram receberam 2 desafiados com 10 µg de OVA i.n. e i.p. com um 

intervalo semanal. Um dia depois o BAL e o lavado da cavidade peritoneal foram 

avaliados. 

 

3.17 Ensaios de Supressão in vitro 

 

Depois de isoladas, as células CD4
+
CD25

−
 e CD4

+
CD25

+
 do pulmão foram 

purificadas por beads magnéticas segundo especificações do fabricante (Miltenyi Biotec - 

MACS). Os ensaios de proliferação foram realizados em placas de 96 poços de fundo em 

U contendo por poço: 2x10
4
 de células T “respondedoras” (CD4

+
CD25

−
 retiradas do 

pulmão de animais BALB/c alérgicos), 4x10
4
 de células APC (esplenócitos de animais 

atímicos BALB/c nude), e 2 µg/mL de anticorpos anti-CD3 (145-2C11). As células 

“supressoras” CD4
+
CD25

+
 foram colocadas na cultura a uma razão de supressora:efetora 

(CD25
+
/CD25

−
) 1:1, 0.3:1 and 0.1:1. A proliferação foi determinada adicionando timidina 

tritiada ([
3
H]-TdR) no terceiro dia de cultura e pela incorporação de [

3
H]-TdR nas células 

6h após a adição.  

Ensaio de supressão foi realizado também com células Treg altamente purificadas. 

Para tanto, células CD4
+
 Foxp3-GFP

+
 ou Foxp3-GFP

–
 do pulmão de camunadongos 

alérgicos Foxp3gfp.KI foram separadas por FACS-sorting. 1x10
4
 de células T 

“respondedoras” (CD4
+
Foxp3-GFP

–
 retiradas do pulmão de camundongos Foxp3gfp.KI 

alérgicos) foram cultivadas com ou sem células Treg CD4
+
Foxp3-GFP

+
 na razão de 1:1, 

0.3:1 e 0.1:1 na presença ou ausência de 2x10
4
 de células APC (células MHCII

+
 isoladas 

do pulmão de camundongos alérgicos Foxp3gfp.KI por MACS irradiadas a 35 Gy) e anti-

CD3 (2 µg/mL). A produção de IL-4 e IL-5 no sobrenadante da cultura foram 

quantificadas pelo método de ELISA.  
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3.18 Cultura celular para produção de citocinas ex vivo 

 

 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, 5x10
6
 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 
o
C. O sobrenadante da cultura foi então coletado e a produção 

de IL-5 e IFN- (BD Pharmingen) quantificada pelo método de ELISA. 

 

3.19 Ensaio de apoptose in vitro 

 

 1x10
6
 células colhidas do BAL dos camundongos BALB/c ou AIRmax dos grupos 

com exposição aguda ou crônica foram colocadas em placas de 96 poços de fundo U na 

presença de 100 µL do sobrenadante do BAL dos diferentes grupos e incubadas por 1h à 

37 
o
C. Em seguida, 100 µL de 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 foram adicionados a cultura e incubadas por mais 23h. A análise da frequência 

de células apoptóticas foi avaliada com a marcação de anexina-V e PI e analisadas por 

citometria de fluxo. 

 

3.20 Cálculos estatísticos 

 

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, aceitando como 

diferenças significativas valores de P<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 A tolerância oral e nasal previne o desenvolvimento da inflamação eosinofílica 

pulmonar e a AHR 

 

Para indução da inflamação alérgica pulmonar, camundongos BALB/c foram 

sensibilizados com OVA/Alum nos dias 0 e 7 pela via subcutânea (s.c.) e desafiados com 

OVA intranasal (i.n.) nos dias 14 e 21. Os animais induzidos à tolerância oral foram 

previamente tratados com OVA 1% na água de beber durante 5 dias consecutivos, entre 

os dias −7 e −3. Para indução da tolerância nasal, os camundongos foram tratados 

previamente com 3 desafios com 100 µg de OVA i.n. nos dias −5 a −3. Após exposição 

prévia com OVA, ambos os grupos, tolerante oral e nasal, foram submetidos ao mesmo 

protocolo de inflamação alérgica pulmonar (Figura 1A e material e métodos). Os 

experimentos foram realizados um dia após o último desafio antigênico. Animais não 

tratados (n.t.) foram usados como controle (Figura 1A). 

Inicialmente foi avaliada a hiper-reatividade brônquica (AHR, de Airway 

hyperreactivity) submetendo os animais dos diferentes grupos a doses crescentes de 

metacolina 3, 6, 12 e 25 mg/mL. O aumento na pausa respiratória (Penh, de enhanced 

Pause), foi usado para determinar a AHR. Como mostrado na figura 1B, a AHR foi 

aumentada nos animais alérgicos, mas não nos animais induzidos a tolerante oral e nasal 

(Figura 1B). Quando avaliado o número de células inflamatórias no lavado 

broncoalveolar (BAL, de Bronchoalveolar Lavage) foi observado um drástico aumento 

no número de células totais nos animais induzidos a asma alérgica em relação aos grupos 

induzidos a tolerante oral e nasal (Figura 1C). Esse aumento foi caracterizado 

principalmente pelo influxo de eosinófilos para as vias aéreas desses animais e, em menor 

número, de células mononucleares (Figura 1D). Para caracterização da inflamação 

pulmonar e produção de muco por células caliciformes do epitélio brônquico, foi 

realizado a análise histológica dos pulmões tratados pelo método de PAS (PAS, de 

Periodic Acid-Schiff) dos diferentes grupos. Foi observado um intenso infiltrado celular 

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

peribroncovascular, e intensa produção de muco, marcada em rosa pela reação positiva ao 

PAS, nos pulmões dos animais alérgicos em relação aos animais não tratados (Figura 
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1E). Nos grupos tolerante oral e nasal, a arquitetura do tecido pulmonar foi semelhante a 

do grupo não tratado (Figura 1E).  
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Figura 1. Inflamação alérgica das vias aéreas e AHR. (A) A hiper-reatividade brônquica (AHR) 24h 

após o último desafio com OVA foi avaliada com doses crescentes de metacolina (MCh) 3, 6, 

12 e 25 mg/mL em animais conscientes usando uma câmara plestismográfica (BUXCO). O 

aumento do Penh, um valor mensurável, foi usado para determinar a AHR. (B) Contagem 

total e (C) diferencial das células obtidas do BAL. (D) Cortes histológicos do pulmão dos 

diferentes grupos foram corados com PAS/hematoxilina para visualização do infiltrado 

eosinofílico e produção de muco. Os resultados são média ± DP de um representativo de mais 

de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é 

mostrada em relação ao grupo alérgico. D, diferença significativa é mostrada em relação aos 

grupos tolerante oral, nasal e não tratado (n.t.). ***P<0,001; **P<0,01. Hidróxido de 

alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA); subcutânea (s.c.); intranasal (i.n.); não tratado (n.t.). 
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4.2 A tolerância oral e nasal previnem a produção de citocinas Th2 e IgE, mas só a 

tolerância oral inibe a produção de IgG1 anti-OVA 

 

Além da inflamação alérgica pulmonar e AHR, foi avaliada também a produção 

de citocinas Th2 no BAL e anticorpos IgE total e IgG1 anti-OVA no soro dos diferentes 

grupos (Figura 2). Como esperado, nossos dados mostraram altos níveis de IL-5 e IL-13 

no BAL dos animais alérgicos, mas não no BAL dos animais tolerante oral e nasal 

quando comparado com os animais não tratados (Figura 2A, B). Níveis elevados de IgE e 

IgG1 anti-OVA também foram detectados no soro dos animais alérgicos, mas não no 

grupo tolerante oral, cuja produção foi semelhante ao grupo não tratado (Figura 2C, D). 

No grupo tolerante nasal, apesar da produção de IgE anti-OVA estar inibida, a produção 

de IgG1 anti-OVA por esses animais foi tão elevada quanto nos animais alérgicos, em 

torno de 90µg/mL (Figura 2C, D). 
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Figura 2. Produção de citocinas e anticorpos a respostas do tipo Th2. (A) Os níveis de IL-5 e (B) IL-

13 no lavado broncoalveolar (BAL) e a produção de (C) IgE total e (D) IgG1 anti-OVA no 

soro dos diferentes grupos foi quantificada pelo método de ELISA. Os resultados são média ± 

DP de um representativo de 3 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. 

Diferença significativa é mostrada em relação ao grupo alérgico. ***P<0,001; **P<0,01; 

*P<0,05. Ovoalbumina (OVA); Unidades arbitrárias (A.U.); não tratado (n.t.). 
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4.3 A tolerância nasal não previne a inflamação eosinofílica induzida na cavidade 

peritoneal 

 

 Na Figura 2D deste trabalho, foi observado que em animais induzidos a tolerância 

nasal, a produção de IgG1 anti-OVA não foi inibida, sugerindo que a tolerância nasal 

diferi da tolerância oral quanto a sua capacidade de inibir uma resposta imune sistêmica. 

Com base nesse dado, investigamos se desafios com OVA em um compartimento 

distante do pulmão, como a cavidade peritoneal, resultaria em uma resposta inflamatória 

alérgica. Para tanto, camundongos alérgicos, tolerante oral e tolerante nasal receberam, 

simultaneamente aos dois últimos desafios intranasais, desafios com OVA intraperitoneal 

para avaliação da resposta inflamatória (Figura 3A). Surpreendentemente, nossos 

resultados mostraram um intenso influxo de células inflamatórias para a cavidade 

peritoneal dos animais do grupo tolerante nasal após desafio com OVA i.p. em relação ao 

grupo não tratado (Figura 3B). Esse aumento do número de células inflamatórias foi 

semelhante a do grupo alérgico e praticamente foi um reflexo do influxo de eosinófilos 

para a cavidade peritoneal desses animais (Figura 3C). De fato, análise por citometria de 

fluxo mostrou que ambos os grupos (alérgico e tolerante nasal) apresentaram aumento 

substancial de células MHCII
−
Gr1

int
CCR3

+
 (eosinófilos), mas não de células 

MHCII
−
Gr1

high
CCR3

−
 (neutrófilos) no exudato peritoneal (PEC, de Peritoneal exudate 

cells) em relação aos grupos tolerante oral e não tratado (Figura 3D). Não foi observado 

quebra da tolerância no BAL dos animais tolerantes quando desafiados com OVA i.p 

(Figura 3E, F). 
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Figura 3. Inflamação eosinofílica induzida na cavidade peritoneal. (A) Protocolo de indução de 

inflamação eosinofílica na cavidade peritoneal. (B) Contagem total e (C) de eosinófilos 

obtidas das células do exudato peritoneal (PEC) foi realizada um dia após o último desafio 

antigênico. (D) Células do PEC dos diferentes grupos foram marcadas com anticorpos anti-

IAd (MHCII), anti-Gr1 e anti-CCR3 e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. Os 

plots são gate de células MHCII negativas e os números nos plots indicam a porcentagem de 

células marcadas com Gr1 e CCR3. Os resultados são média ± DP de um representativo de 3 

experimentos independentes com n de 4 a 5 animais por grupo. Diferença significativa é 

mostrada entre os diferentes grupos. ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. Hidróxido de alumínio 

(Alum); Ovoalbumina (OVA); intranasal (i.n.); subcutâneo (s.c.); intraperitoneal (i.p.); não 

tratado (n.t.). 
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4.4 Vias aéreas e linfonodo mediastinal drenante dos animais induzidos a tolerância 

nasal exibem aumento de células T reguladoras 

 

O próximo passo foi avaliar se células T reguladoras (Treg) e/ou citocinas 

supressoras e o acumulam nas vias aéreas dos diferentes grupos. Nossos resultados 

mostraram um aumento das citocinas IL-10, TGF-β total e TGF-β bioativo no BAL do 

grupo alérgico, mas não dos grupos tolerante oral e nasal em relação ao grupo não tratado 

(Figura 4A, B, C). Curiosamente, células Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 aumentaram nas vias 

aéreas dos animais alérgicos (Fig 4E). Como demonstrado na Figura 4D e E, o aumento 

da frequência e do número das células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 no BAL desses animais foi 

significativamente maior do que o observado no BAL dos animais tolerante oral e o 

grupo não tratado (Figura 4D, E). No grupo tolerante nasal, apesar do número ter sido 

significativamente menor que no grupo alérgico, a frequência de células T 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 foi semelhante entre si e significativamente maior que no fgrupo 

tolerante oral (Figura 4D, E). Para verificar se essas células também estavam aumentadas 

no mLN, a frequência e o número de células Treg CD4
+
Foxp3

+
 foram avaliadas nos 

diferentes grupos experimentais. A Figura 4F e G mostram um aumento do número de 

células T CD4
+
Foxp3

+
 no mLN dos animais do grupo alérgico e tolerante nasal, mas não 

do grupo tolerante oral, o qual foi semelhante ao grupo não tratado (Figura 4G, F). Esses 

dados sugerem uma possível participação das células Treg na inibição da resposta 

alérgica pulmonar dos animais do grupo tolerante nasal. 
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Figura 4. Células Treg nas vias aéreas e no linfonodo mediastinal drenante. Produção de (A) IL-10, 

(B) TGF-β total e (C) TGF-β bioativo presentes no lavado broncoalveolar (BAL) dos 

diferentes grupos foi quantificada 24h após o último desafio com OVA pelo método de 

ELISA. (D) Células do BAL dos diferentes grupos foram marcadas com anticorpos anti-CD4, 

anti-CD25 e anti-Foxp3 e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. Os plots são gate 

de células CD4+ e os números nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com os 

diferentes marcadores. (E) O numero de células T CD4+CD25+Foxp3+ foi obtido pela 

multiplicação do número total de células do BAL vezes a porcentagem de células marcadas 

com os marcadores CD4, CD25 e Foxp3. (F) Células do linfonodo mediastinal drenante 

(mLN) foram marcadas com anticorpos anti-CD4 e anti-Foxp3 e posteriormente analisadas 

por citometria de fluxo. Os plots são gate de células CD4+ e os números nos plots indicam a 

porcentagem de células marcadas com CD4 e Foxp3. (G) O numero de células T CD4+Foxp3+ 

foi obtido pela multiplicação do número total de células do mLN vezes a porcentagem de 

células marcadas com os marcadores CD4 e Foxp3. Os resultados são média ± DP de um 

representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Diferença 

significativa é mostrada em relação ao grupo alérgico. E, diferença significativa é mostrada 

em relação ao grupo alérgico e ao grupo tolerante nasal. Ovoalbumina (OVA); T reguladoras 

(Treg); não tratado (n.t.). 
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4.5 A resposta alérgica pulmonar é restabelecida em camundongos RAG
−/−

 

reconstituídos com células CD4
+
 de animais induzidos a tolerância nasal 

 

Para testar se a inibição da resposta alérgica pulmonar nos camundongos com 

tolerância nasal foi mediada por uma supressão pulmonar local gerada pela prévia 

exposição das vias aéreas a OVA, camundongos RAG
−/−

 (completamente desprovidos de 

linfócitos) foram reconstituímos com células CD4
+
 provenientes de animais induzidos a 

tolerância nasal em comparação com camundongos RAG
−/−

 reconstituído com células 

CD4
+
 provenientes de animais induzidos a asma experimental e a tolerância oral. Após 

desafios com OVA i.n., a inflamação eosinofílica foi parcialmente restabelecida nas vias 

aéreas dos camundongos RAG
−/−

 que receberam células CD4
+
 provenientes dos animais 

do grupo alérgico e tolerante nasal, mas não do grupo tolerante oral (Figura 5A, B). 

Simultaneamente aos desafios intranasais, os camundongos RAG
−/−

 reconstituídos foram 

desafiados com OVA i.p. para avaliação da resposta alérgica na cavidade peritoneal. 

Como esperado, apenas os camundongos RAG
−/−

 que receberam células CD4
+
 dos 

animais do grupo alérgico e tolerante nasal desenvolveram inflamação eosinofílica 

robusta na cavidade peritoneal (Figura 5C, D). Na Figura 15E são mostradas as células 

inflamatórias do BAL e PEC. Observe a potente inflamação eosinofílica na cavidade 

peritoneal dos camundongos reconstituídos com células CD4
+
 provenientes dos animais 

do grupo alérgico e tolerante nasal (Figura 5E). No BAL, a infiltrado eosinofílico foi 

apenas parcial nesses grupos (Figura 5E). Esses resultados mostram que, ao contrário da 

tolerância oral, a tolerância nasal é uma tolerância restrita ao pulmão.  
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Figura 5. Inflamação eosinofílica de camundongos RAG
−/−

 reconstituídos com células CD4
+
 após 

desafios com OVA. (A) Contagem total e (B) diferencial das células obtidas do lavado 

broncoalveolar (BAL) e (C) contagem total e (D) diferencial das células do exudato peritoneal 

(PEC) foram realizadas em camundongos RAG−/− reconstituídos com um pool de células 

CD4+ do baço e linfonodos cervicais de camundongos RAG+/+ induzidos a asma experimental 

e a tolerância oral e nasal seguido de 2 desafiados com OVA i.n. e i.p. Fotomicografias das 

células do BAL e PEC coradas com kit Instant Prov para caracterização morfológica das 

células inflamatórias (eosinófilos corados em rosa). Os resultados são média ± DP com n de 3 

animais por grupo. Diferença significativa é mostrada em relação ao grupo oral. **P<0,01; 

*P<0,05. Ovoalbumina (OVA); intranasal (i.n.); intraperitoneal (i.p.). 
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4.6 Células Treg expandem no linfonodo mediastinal drenante e migram para o 

pulmão após desafios com OVA intranasal 

 

Com o objetivo de investigar o aparecimento e o acúmulo de células Treg nas vias 

aéreas dos animais alérgicos, o número de células Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 presentes no 

linfonodo mediastinal drenante (mLN, de mediastinal lymph node), no tecido pulmonar e 

no BAL dos animais sensibilizados foi avaliado antes e depois dos desafios com OVA i.n. 

Para tanto, camundongos BALB/c sensibilizados foram desafiados nos dias 14 e 21 com 

OVA i.n. e as células do mLN, pulmão e BAL analisadas nos dias 14 (1 dia antes do 

primeiro desafio), 15, 17, 21 (1, 3 e 7 dias após o primeiro desafio respectivamente) e 22 

(1 dia após o segundo desafio). Inicialmente foi avaliado o desenvolvimento da inflamação 

alérgica nos diferentes períodos. A Figura 6A mostra um aumento gradativo de células 

inflamatórias no BAL até o dia 17, uma leve diminuição no dia 21 e um drástico aumento 

no dia 22 um dia após o segundo desafio com OVA (Figura 6A). Esse aumento foi 

praticamente o influxo de eosinófilos para as vias aéreas (Figura 6B). O próximo passo foi 

avaliar então a cinética do aparecimento de células Treg antes e após os desafios com 

OVA nos diferentes tecidos (mLN, pulmão e BAL). Nossos resultados mostraram um 

aumento das células T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 no mLN 72h depois do primeiro desafio com 

OVA (dia 17) e um aumento ainda maior até o dia 22 (Figura 7A). No pulmão e no BAL, 

foi observado um aumento no número de células Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 após 72h do 

primeiro desafio com OVA (dia 17), uma diminuição desse número no dia 21 e um 

aumento novamente após o segundo desafio com OVA (dia 22), no pico da inflamação 

(Figura 6B, C). A frequência de células Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 foi constante no mLN 

enquanto no pulmão e BAL, a frequência dessas foi aumentada depois do primeiro desafio 

com OVA com um declínio no dia 21 e um aumento após o segundo desafio com OVA 

(Figura 7D). Resultados semelhantes foram observados em células T efetoras/ memória 

(CD4
+
CD45RB

low
CD25

–
) e células com características de células Treg 

(CD4
+
CD45RB

low
CD25

+
) [57] (Figura 8). Esses dados sugerem que após desafio com 

OVA, células Treg expandem no mLN e migram para o pulmão.  
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Figura 6. Cinética de células inflamatórias para as vias aéreas antes e depois dos desafios com 

OVA intranasal. (A) Contagem total e (B) diferencial das células do lavado broncoalveolar 

(BAL) foram realizadas nos dias 14, 15, 17, 21 e 22 após sensibilização. Os resultados são 

média ± DP de um representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por 

grupo. Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 7. Cinética de células Treg antes e depois dos desafios com OVA intranasal. Células do (A, 

D) linfonodo mediastinal drenante (mLN), (B, D) pulmão e (C, D) lavado broncoalveolar 

(BAL) foram marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e anti-Foxp3 nos diferentes 

períodos 14, 15, 17, 21 e 22 dias e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. Os plots 

em D são gate de células CD4+ e os números nos plots indicam a porcentagem de células 

marcadas com CD25 e Foxp3. O numero de células T CD4+CD25+Foxp3+ em A, B e C foram 

obtidos pela multiplicação do número total de células do mLN, pulmão e BAL 

respectivamente vezes a porcentagem de células marcadas com os marcadores CD4, CD25 e 

Foxp3. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 experimentos independentes 

com n de 5 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 8. Cinética de células efetoras/memória e com característica de células Treg antes e depois 

dos desafios com OVA intranasal. Células do (A, D) linfonodo mediastinal drenante (mLN), 

(B, D) pulmão e (C, D) lavado broncoalveolar (BAL) foram marcadas com anticorpos anti-

CD4, anti-CD45RB e anti-CD25nos diferentes períodos 14, 15, 17, 21 e 22 dias e 

posteriormente analisadas por citometria de fluxo. Os plots em D são gate de células CD4+ e 

os números nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com CD45RB e CD25. O 

numero de células T CD4+CD45RBlow expressando ou não o marcador CD25 em A, B e C 

foram obtidos pela multiplicação do número total de células do mLN, pulmão e BAL 

respectivamente vezes a porcentagem de células marcadas com CD4, CD45RBlow, CD25− ou 

CD25+. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 experimentos independentes 

com n de 5 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA). 
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4.7 Células Treg das vias aéreas e pulmão dos animais alérgicos distinguem-se das 

células Treg presentes no linfonodo mediastinal drenante 

 

Como células Treg aumentam nas vias aéreas dos animais alérgicos após desafios 

com OVA, especulamos que essas células devem adquir perfil migratório semelhante às 

células Th2 que infiltram o tecido pulmonar [101, 108]. Para investigar se essas células 

Treg exibem perfil de células migratórias, analisamos a expressão de moléculas associadas 

com a migração e ativação de células T (Figura 9). Através da análise por citometria de 

fluxo da média da intensidade de fluorescência (MFI, de mean fluorescence intensity) dos 

diferentes marcadores, constatou-se que a maioria das células T CD4
+
Foxp3

+
 presentes no 

BAL dos animais alérgicos aumentaram a expressão do receptor de quimiocina CCR4, 

mas não de CCR7; diminuiram substancialmente a expressão de L-selectina (CD62L) e 

aumentaram a expressão de ICAM-1 (CD54) e CD44 quando comparado com células T 

CD4
+
Foxp3

+
 presentes no mLN (Figura 9A). Para melhor caracterizar o fenótipo dessas 

células, analisamos a expressão de marcadores associados com a ativação de células T. 

Como mostrado na Figura 9B, células T CD4
+
Foxp3

+
 do BAL dos animais alérgicos 

exibiram aumento da expressão de CTLA-4 e GITR, mas não de CD69 e CD25 quando 

comparado com as células T CD4
+
Foxp3

+
 do mLN (Figura 9B). Juntos, esses resultados 

claramente indicam que células Treg que infiltram as vias aéreas após desafios com OVA 

nos animais alérgicos exibem fenótipo de células de memória/ ativadas e distinguem-se 

das células T CD4
+
Foxp3

+
 presentes no mLN. 
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Figura 9. Fenótipo de células Treg que acumulam no BAL e linfonodo mediastinal drenante. 

Células do lavado broncoalveolar (BAL) e linfonodo mediastinal drenante (mLN) dos animais 

alérgicos foram marcadas (A) com anticorpos anti-CD4, anti-Foxp3, anti-CCR4, anti-CCR7, 

anti-CD62L (L-selectina), anti-CD54 (ICAM-1), anti-CD44 e (B) com anticorpos anti-CD4, 

anti-Foxp3, anti-CTLA-4, anti-GITR, anti-CD69 e anti-CD25 e posteriormente analisadas por 

citometria de fluxo Os histogramas são gate de células CD4+Foxp3+ e os números nos 

histogramas representam a intensidade de fluorescência (MFI) do marcador relacionado. Os 

resultados são pool de células obtidas dos tecidos com n de 5 animais por grupo. T 

reguladoras (Treg). 



                                                                                                                                                 RESULTADOS  49 

 

 

4.8 Células T reguladoras migram para diferentes sítios de inflamação alérgica 

 

Com o objetivo de avaliar se a migração de células Treg é restrita ao pulmão ou se 

é uma característica geral da inflamação alérgica, foi induzida na cavidade peritoneal uma 

inflamação alérgica desafiando os animais sensibilizados com OVA intraperitoneal (i.p.) 

nos dias 14 e 21 simultaneamente aos desafios com OVA i.n. (Figura 10A). Nossos 

resultados mostraram que, após desafios com OVA i.p., os camundongos sensibilizados 

desenvolveram uma intensa inflamação na cavidade peritoneal constituída principalmente 

de eosinófilos em relação aos mesmos animais desafiados com PBS i.p. ou animais não 

tratados (Figura 10B, C). Além disso, desafios com OVA i.p. resultaram no recrutamento 

de células Treg como demonstrado pelo aumento da frequência e do número de células 

Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 quando comparado com os grupos desafiados com PBS i.p. ou 

não tratados (Figura 10D, E). Embora células Treg não tenham acumulado na cavidade 

peritoneal dos animais que recebarem PBS i.p., essas células acumularam nas vias aéreas 

dos mesmos animais simultaneamente desafiados com OVA i.n. (Figura 11C, D), cuja 

inflamação eosinofílica foi elevada (Figura 11A, B). Assim, concluímos que células Treg 

são recrutadas para sítios de inflamação alérgica, independente do órgão alvo. 
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Figura 10. Células Treg após desafios intraperitoneais com OVA. (A) Protocolo de indução de 

inflamação alérgica na cavidade peritoneal simultaneamente a inflamação induzida nas vias 

aéreas. (B) Contagem total e (C) diferencial das células obtidas do exudato peritoneal (PEC). 

(D) Células da cavidade peritoneal dos animais desafiados com PBS i.p., OVA i.p. ou não 

tratados foram marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e anti-Foxp3 e posteriormente 

analisadas por citometria de fluxo Os plots são gate de células CD4+ e os números nos plots 

indicam a porcentagem de células marcadas com CD25 e Foxp3. Os resultados são média ± 

DP de um representativo de mais de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por 

grupo. Diferença significativa é mostrada em relação ao grupo OVA i.p. C, diferença 

significativa é mostrada em relação aos grupos PBS i.p. e não tratado (n.t.). ***P<0,001; 

**P<0,01; *P<0,05. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA); subcutânea (s.c.); 

intranasal (i.n.); intraperitoneal (i.p.); T reguladoras (Treg). 
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Figura 11.  Células Treg após desafios intraperitoneais com OVA. (A) Contagem total e (B) 

diferencial das células obtidas do lavado broncoalveolar (BAL). (C) Células do BAL dos 

animais desafiados com PBS i.p., OVA i.p. ou não tratados foram marcadas com anticorpos 

anti-CD4, anti-CD25 e anti-Foxp3 e posteriormente analisadas por citometria de fluxo Os 

plots são gate de células CD4+ e os números nos plots indicam a porcentagem de células 

marcadas com CD25 e Foxp3. Os resultados são média ± DP de um representativo de mais de 

2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é 

mostrada em relação ao grupo OVA i.p. B, diferença significativa é mostrada em relação aos 

grupos PBS i.p. e não tratado (n.t.). **P<0,01; *P<0,05. Ovoalbumina (OVA); intraperitoneal 

(i.p.); T reguladoras (Treg). 
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4.9 Células Treg recrutadas para o pulmão não são as principais produtoras de 

citocinas imunossupressoras 

 

As citocinas TGF-β e IL-10 têm sido implicadas com a supressão da resposta 

inflamatória mediada por células Treg [71-74]. Assim, fomos investigar se as células 

Treg presentes nas vias aéreas dos animais alérgicos produzem essas citocinas. Como 

observado na Figura 4A, B e C, os níveis de IL-10 e TGF-β estão elevados no BAL dos 

animais alérgicos. Para determinar se células Treg das vias aéreas dos animais alérgicos 

produzem essas citocinas, células T CD4
+
Foxp3

+
 foram marcadas intracelularmente com 

anti-IL-10 ou com anti-LAP (de TGF-β latent associated peptide) na superfície celular 

para detectar a produção de TGF-β indiretamente. A Figura 12A mostra que a produção 

de IL-10 foi restrita as células CD4
+
Foxp3

–
 (Figura 12A). Já a expressão de LAP foi 

observada em ambas as células CD4
+
 Foxp3

–
 e CD4

+
 Foxp3

+
. No entanto, a maioria das 

células CD4
+
 no BAL expressando LAP (25%) foram Foxp3

–
 (Figura 12B). Como 

esperado, as células CD4
+
 Foxp3

+
 não produziram IL-5, sendo a produção dessas 

citocinas restrita as células Foxp3
−
 (Figura 12C). Esses resultados sugerem que os altos 

níveis de citocinas imunossupressoras estão associados com a inflamação alérgica 

pulmonar. Esses dados também sugerem que as células Treg CD4
+
Foxp3

+
 nas vias aéreas 

dos animais alérgicos parecem não ser a principal população de células envolvidas na 

produção das citocinas supressoras. 

 

 

 

 

Figura 12. Produção de citocinas imunosupressoras por células Treg das vias aéreas. Células do 

lavado broncoalveolar (BAL) dos animais alérgicos foram marcadas com anticorpos anti-

CD4, anti-Foxp3, anti-IL-10, anti-LAP e anti-IL-5 e posteriormente analisadas por citometria 

de fluxo Os plots são gate de células CD4+ e os números nos plots indicam a porcentagem de 

células marcadas com (A) Foxp3 e IL-10, (B) Foxp3 e LAP e (C) Foxp3 e IL-5. Os resultados 

são pool com n de 5 animais por grupo. T reguladoras (Treg); TGF-β de membrana (LAP). 
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4.10 Células T CD4
+
CD25

+
 do pulmão dos animais alérgicos suprimem eficientemente 

a proliferação de células T, mas não a produção de citocinas Th2  

 

Com o objetivo de avaliar o papel das células Treg presente no pulmão dos 

animais alérgicos, foi realizado um ensaio de supressão in vitro [129, 130], como descrito 

previamente [57]. Inicialmente, foi avaliada a atividade proliferativa de células 

CD4
+
CD25

–
 isoladas do pulmão por beads magnéticas submetidas à estimulação com 

anti-CD3 na presença ou ausência das células CD4
+
CD25

+
. Como mostrada na Figura 

13A, as células CD4
+
CD25

–
 exibiram uma elevada resposta proliferativa após 

estimulação com o anticorpo anti-CD3 enquanto, sob a mesma condição, as células 

CD4
+
CD25

+
 não proliferaram. Co-cultura de células CD4

+
CD25

+
 com células 

CD4
+
CD25

–
 mostrou ainda que células CD25

+
 quase suprimiram completamente a 

proliferação das células CD25
–
 na razão de 1:1, suprimiram parcialmente na razão de 

0.3:1, mas não suprimiram a proliferação dessas células na razão de 0.1:1 (Figura 13A). 

Em seguida, avaliamos no sobrenadante de cultura a produção de citocinas Th2 pelas 

células CD4
+
CD25

–
 do pulmão na presença ou ausência das células CD4

+
CD25

+
. Como 

mostrado na Figura 13B e C, embora as células CD4
+
CD25

+
 eficientemente suprimiram a 

proliferação das células CD4
+
CD25

–
, essas células não foram capazes de inibir a 

produção de IL-4 e IL-5 após estimulação com anti-CD3 (Figura 13B, C).  
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Figura 13. Função supressora das células Treg isoladas das vias aéreas dos camundongos alérgicos. 
(A) 2x104 de células CD4+CD25− e CD4+CD25+ do pulmão dos animais BALB/c alérgicos 

foram isoladas por beads magnéticas e estimuladas com 2µg/mL de anti-CD3 por 72h na 

presença de 4x104 esplenócitos obtidos de camundongos atímicos BALB/c nude. Onde 

indicado, células CD4+CD25− foram colocadas em cultura com células CD4+CD25+ nas 

razões de 1:0.1, 1:0.3 e 1:1 e a proliferação determinada pela adição de 3H-Timidina no 

terceiro dia da cultura e a sua incorporação nas células avaliada 6 horas depois. Os níveis de 

(B) IL-4 e (C) IL-5 presente no sobrenadante de cultura foram quantificadas pelo método de 

ELISA. Os resultados são média ± DP da triplicata de 2 experimentos independentes com n de 

5 animais por grupo. Diferença significativa é mostrada em relação aos diferentes grupos. 

***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. T reguladoras (Treg); Timidina tritiada [3H]-TdR; 

contagens por minuto (cpm). 
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4.11 Separação específica de células Treg CD4
+
Foxp3

+
 do pulmão de camundongos 

foxp3gfp knoch-in alérgicos não inibem produção de citocinas Th2  

 

A falha na inibição na secreção de IL-4 e IL-5 por células CD4
+
CD25

+
 pode ser 

atribuída ao fato dessa população conter também células T efetoras. De fato, células 

CD4
+
CD25

+
 produziram grande quantidade de citocinas Th2 (Figura 13B, C). Com o 

propósito de elucidar este ponto e avaliar mais diretamente se células Treg influenciam 

na produção de citocinas Th2, realizamos experimentos com camundongos transgênicos 

foxp3gfp.KI que exibem células Treg Foxp3
+
 fluorescentes (células Foxp3-GFP, de green 

fluorescent protein) [124]. Para tanto, camundongos foxp3gfp.KI foram induzidos a asma 

alérgica experimental e células Treg Foxp3-GFP
+
 presente no pulmão desses animais 

isoladas por citometria de fluxo (sorting) (Figura 14A, B). Foi observado que mesmo 

células Treg CD4
+
Foxp3-GFP

+
 altamente purificadas (> 98%, Figura 14B) não 

suprimiram a produção das citocinas IL-4 e IL-5 secretadas por células Th2 CD4
+
Foxp3-

GFP
–
 após estimulação com anti-CD3 (Figura 14C, D). Assim, concluímos que células 

Treg com fenótipo de células reguladoras presentes no pulmão dos animais alérgicos 

exibem uma alta capacidade anti-proliferativa, mas falham na supressão da produção de 

citocinas Th2. 
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Figura 14. Função supressora de células Treg Foxp3
+
 isoladas do pulmão de camundongos 

foxp3gfp.KI alérgicos. (A) Células do lavado broncoalveolar (BAL) dos camundongos 

foxp3gfp.KI induzidos a asma alérgica experimental. (B) Sorting de células CD4+Foxp3-GFP+ 

e CD4+Foxp3-GFP− do pulmão dos camundongos foxp3gfp.KI alérgicos. Células foram 

isoladas do pulmão após digestão do tecido com colagenase (2mg/mL) e DNAse (1mglmL), 

marcadas com anti-CD4 e posteriormente separadas por sorting em citômetro de fluxo. A 

produção de (C) IL-4 e (D) IL-5 do sobrenadante de cultura de células CD4+Foxp3-GFP+ e 

CD4+Foxp3-GFP− do pulmão dos camundongos foxp3gfp.KI alérgicos foi quantificada pelo 

método de ELISA. Onde indicado, células CD4+Foxp3-GFP− foram colocadas em cultura com 

células CD4+Foxp3-GFP+ nas razões de 1:0.1, 1:0.3 e 1:1. Os resultados são média ± DP de 

uma triplicata com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é mostrada em relação 

aos diferentes grupos. ***P<0,001; **P<0,01. T reguladoras (Treg); Green fluorescent 

protein (GFP); Knoch-in (KI). 
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4.12 A exposição crônica das vias aéreas à OVA leva à inibição da resposta alérgica 

pulmonar, mas não da produção de anticorpos sistêmicos 

 

Além da tolerância de mucosas, fenômeno este já bem caracterizado e vastamente 

descrito na literatura, tem sido descrito nos últimos anos que, em camundongos 

sensibilizados, a exposição crônica das vias aéreas a antígenos inócuos, como a OVA, 

leva a um fenômeno conhecido como “Tolerância Inalatória Local” (LIT, de Local 

Inhalational Tolerance) [131, 132]. Este fenômeno é caracterizado pela diminuição da 

resposta alérgica pulmonar e resolução da AHR, mas cursa com altos níveis de IgE 

sistêmico [131], daí o termo “local”. Ainda não está claro o mecanismo envolvido na 

supressão da resposta alérgica pulmonar nesses animais [74, 133-135]. Assim, outro 

objetivo desse trabalho foi caracterizar de forma mais abrangente esse fenômeno e 

investigar os possíveis mecanismos nele envolvidos. Para tanto, foi desenvolvido durante 

este projeto um modelo de “tolerância local” induzido pela exposição crônica à OVA, 

onde camundongos BALB/c (ou C57BL/6) sensibilizados com OVA/Alum s.c. nos dias 0 

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

15A). 

A caracterização do estabelecimento do fenômeno de tolerância inalatória local 

foi realizada avaliando-se a AHR, o influxo de células inflamatórias para as vias aéreas e 

a os níveis de IgE sistêmico um dia após cada desafio antigênico (Figura 15A). A AHR 

foi avaliada através submetendo cada animal BALB/c a doses crescentes de metacolina 

em uma câmara plestismográfica (BUXCO). A soma da pausa respiratória (Penh, de 

enhanced Pause) das diferentes doses de metacolina 3, 6, 12 e 25 mg/mL foi usada como 

parâmetro para determinar a AHR. A Figura 15B mostra um aumento gradativo da AHR 

até o dia 29, um dia após o terceiro desafio com OVA, seguido de uma diminuição 

acentuada nos dias 36 e 43 (Figura 15B). Resultado semelhante foi observado quanto ao 

influxo de células inflamatórias, principalmente eosinófilos, para as vias aéreas desses 

animais (Figura 15C, D). O número total de células e eosinófilos presentes no BAL dos 

animais sensibilizados nos dias 22 e 29 aumentou significativamente em relação ao dia 

15, um dia após o primeiro desafio antigênico, mas foi substancialmente reduzido nos 

dias 36 e 43, após o quarto e quinto desafio respectivamente (Figura 15C, D). Os animais 

não tratados (n.t.) foram usados como controle. 

Ao contrário da resposta inflamatória pulmonar e da AHR, a resposta humoral, 

caracterizada pela produção de anticorpos, não foi inibida com o tempo e exposição à 
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OVA (Figura 15E, F, G). Ao invés disso, como mostrado na Figura 15E e F, tanto a 

produção de IgE total quanto a de IgG1 anti-OVA, ambos anticorpos associados à 

respostas do tipo Th2, tiveram um aumento significativo no dia 22, um dia após o 

segundo desafio, e permaneceram elevados após esse dia. Curiosamente, foi observado 

também um aumento gradativo de IgG2a OVA-específico, isotipo associado à respostas 

do tipo Th1, com o tempo e exposição ao antígeno (Figura 15G). 
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Figura 15. AHR, inflamação pulmonar e produção de anticorpos com o tempo e exposição à OVA. 
(A) Protocolo de indução de tolerância inalatória local. (B) Hiperreatividade brônquica 

(AHR). A AHR foi avaliada submetendo camundongos BALB/c sensibilizados a doses 

crescentes de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25mg/mL um dia após cada desafio com OVA ou 

PBS (controle) usando uma câmara plestismográfica (BUXCO). Os resultados são dados como 

soma dos valores do Penh. (C) Contagem de células totais e (D) eosinófilos obtidos do lavado 

broncoalveolar (BAL) dos animais dos diferentes grupos foram realizadas um dia após cada 

desafio antigênico. (E) IgE total, (F) IgG1 anti-OVA e (G) IgG2a anti-OVA obtidos do soro 

foram quantificados utilizando o método de ELISA. Os resultados são média ± DP de um 

representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Diferença 

significativa é mostrada em relação aos camundongos do dia 22. ***P<0,001; **P<0,01; 

*P<0,05. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA); Aumento da pausa 

respiratória (Penh); intranasal (i.n.); subcutânea (s.c.); não tratado (n.t.). 
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4.13 A exposição crônica das vias aéreas à OVA leva a resolução da AHR e inibição da 

inflamação alérgica pulmonar  

  

Como observado na Figura 8, ao contrário da exposição crônica, a exposição 

aguda das vias aéreas à OVA em camundongos sensibilizados leva ao desenvolvimento 

de AHR, inflamação eosinofílica das vias aéreas e à produção acentuada de anticorpos do 

tipo Th2. Para melhor caracterizar a resposta imune nesses dois estágios, agudo e 

crônico, os animais sensibilizados foram ou expostos a cinco desafios com OVA i.n. nos 

dias 14, 21, 28, 35 e 42 (crônico) ou expostos apenas a dois desafios antigênicos nos dias 

35 e 42 (agudo). O grupo não tratado (n.t.) foi usado como controle (Figura 16A e 

material e métodos). 

Como esperado, tanto a AHR quanto o influxo de células inflamatórias para as 

vias aéreas foram aumentados nos animais com exposição aguda e drasticamente inibidos 

nos animais com exposição crônica quando comparado com os animais não tradados 

(Figura 16). A AHR do grupo com exposição aguda chegou a ser o dobro em relação ao 

grupo com exposição crônica e o grupo não tratado quando submetidos à dose de 25 

mg/mL de metacolina (Figura 16B). O grupo com exposição aguda também apresentou 

um aumento significativo no número de células inflamatórias no BAL quando comparado 

ao grupo com exposição crônica e ao grupo não tratado (Figura 16C). Esse aumento no 

número de células observado no BAL dos animais com exposição aguda foi o reflexo 

principalmente do influxo de eosinófilos, seguido de células mononucleares e, em menor 

escala, de neutrófilos (Figura 16D). Análise por citometria de fluxo mostrou ainda um 

aumento no número de linfócitos T (CD4
+
 e CD8

+
) e de linfócitos B (CD19

+
) no BAL 

dos animais com exposição aguda, cerca de seis vezes em relação ao grupo com 

exposição crônica (Figura 16E, F, G). 
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Figura 16. AHR e resposta alérgica pulmonar em camundongos com exposição aguda e crônica à 

OVA. (A) Protocolo de exposição aguda e crônica à OVA. (B) Hiperreatividade brônquica 

(AHR) avaliada no dia 43 com doses crescentes de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25mg/mL em 

animais conscientes usando uma câmara plestismográfica (BUXCO). O aumento do Penh foi 

usado para determinar a AHR. (C) Contagem total e (D) diferencial das células do lavado 

broncoalveolar (BAL). Número de células (E) CD4+, (F) CD8+ e (G) CD19+ presentes no 

BAL. Células obtidas do BAL dos diferentes grupos foram marcadas com anticorpos anti-

CD4, anti-CD8 e anti-CD19 e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. O numero de 

células CD4+, CD8+ e CD19+ foi obtido pela multiplicação do número total de células 

presentes do BAL vezes a porcentagem de células marcadas com os marcadores CD4, CD8 ou 

CD19. 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 

relação ao grupo agudo. D, diferença é mostrada em relação aos grupos n.t. e crônico. 

***P<0,001. Hidróxido de alumínio (Alum); Ovoalbumina (OVA); Pausa respiratória (Penh); 

intranasal (i.n.); subcutânea (s.c.); não tratado (n.t.). 
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4.14 Inflamação eosinofílica pulmonar e produção de muco por células do epitélio 

brônquico são inibidas com a exposição crônica das vias aéreas  

 

Avaliação histológica do tecido pulmonar revelou uma intensa inflamação 

eosinofílica peribroncovascular e elevada produção de muco por células caliciformes do 

epitélio brônquico dos animais com exposição aguda quando comparado com os animais 

com exposição crônica, cuja arquitetura pulmonar assemelhou-se à dos animais não 

tratados (Figura 17A, B, D). Juntamente com a inflamação pulmonar e a produção de 

muco, a deposição de colágeno, determinada pelo método de masson (coloração 

azulada), aumentou significantemente no pulmão do grupo com exposição aguda em 

relação ao grupo não tratado, como mostrado na histologia do tecido pulmonar e através 

da análise do índex de colágeno (Figura 17C, E). Nos animais expostos cronicamente à 

OVA, a deposição de colágeno teve uma leve diminuição, porém essa redução não foi 

significativa (Figura 17E). 
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Figura 17. Inflamação, produção de muco e deposição de colágeno no parênquima pulmonar. 

Cortes histológicos do pulmão dos camundongos com exposição aguda e crônica à OVA e de 

camundongos não tratados (n.t.) foram corados (A) com hematoxilina/eosina (H&E) para 

visualização do infiltrado eosinofílico. Para visualização do (B) muco produzido e (C) 

deposição de colágeno, os cortes histológicos foram corados pelo método de PAS e Masson 

respectivamente. Em seguida, utilizando a morfometria computadorizada, (D) o muco corado 

pelo método de PAS e (E) o colágeno corado pelo método de Masson foram quantificados e 

os valores dados como index de muco e colágeno respectivamente. Os resultados são média ± 

DP de um representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. 

Diferença significativa é mostrada em relação ao grupo agudo. *P<0,001; *P<0,05. Periodic 

Acid-Schiff (PAS); Hematoxilina/Eosina (H&E.); Ovoalbumina (OVA). 
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4.15 A exposição crônica inibe a secreção de citocinas Th2, mas não a produção 

sistêmica de anticorpos anafiláticos IgE e IgG1 

 

Vários trabalhos demonstraram o envolvimento das citocinas secretadas pelos 

linfócitos Th2 no desenvolvimento das doenças alérgicas, incluindo a asma. Essas células 

acumulam no pulmão e vias aéreas dos animais expostos ao alérgeno e induzem uma 

resposta inflamatória pela secreção de citocinas IL-4 e IL-13, envolvidas na produção de 

IgE e na secreção de muco [22-27] e de IL-5, a qual tem sido apontada como responsável 

pelo crescimento, diferenciação e ativação dos eosinófilos [28]. Assim, foi avaliada a 

secreção das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 presentes no BAL dos diferentes grupos (Figura 

18A, B, C). Nossos resultados mostraram um aumento de IL-4, IL-5 e IL-13 no BAL dos 

animais com exposição aguda, mas uma redução significativa nos animais com exposição 

crônica à OVA (Figura 18A, B, C).  

Além das citocinas secretadas pelos linfócitos Th2, os anticorpos anafiláticos 

também têm um papel fundamental no desencadeamento das doenças alérgicas. Esses 

anticorpos se ligam em receptores de alta afinidade presentes nos mastócitos e basófilos 

e, em contato com o antígeno específico, medeiam a liberação de mediadores 

inflamatórios responsáveis pelo desencadeamento das reações anafiláticas e o 

agravamento da resposta inflamatória alérgica das vias aéreas [136]. Diante disso, 

avaliamos inicialmente os níveis de IgE total e IgG1 anti-OVA presentes no soro dos 

diferentes grupos. Nossos resultados mostraram que, ao invés de inibidos, a produção 

desses anticorpos permaneceu elevada nos animais expostos cronicamente a OVA 

quando comparado com os animais com exposição aguda (Figura 18D, E). Quando 

avaliada a propriedade anafilática desses anticorpos pela reação de anafilaxia cutânea 

passiva (PCA, de Passive Cutaneous Anaphylaxis), ambos os grupos, com exposição 

aguda e crônica, apresentaram títulos semelhantes de IgE, em torno de 1:320 e 1:640 

respectivamente (Figura 18F). Interessantemente, os títulos de IgG1 anafilático nos 

animais com exposição crônica foram drasticamente aumentados em relação aos animais 

com exposição aguda, em torno de 1:2560 e 1:320 respectivamente, um aumento de 4 

vezes (Figura 18F). 

Esses resultados mostraram que, em camundongos sensibilizados, a exposição 

crônica das vias aéreas à OVA leva a uma supressão da resposta alérgica pulmonar local, 

mas que a resposta sistêmica de produção de anticorpos anafiláticos permanece elevada. 
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Figura 18. Produção de citocinas e anticorpos associados à resposta alérgica. A quantificação da 

secreção das citocinas (A) IL-4, (B) IL-5 e (C) IL-13 obtidas do lavado broncoalveolar (BAL) 

dos diferentes grupos experimentais foi avaliada utilizando o método de ELISA. (D) IgE total 

e (E) IgG1 anti-OVA obtidos do soro dos camundongos dos diferentes grupos foram 

quantificados utilizando o método de ELISA. (F) Os anticorpos IgE e IgG1presentes no soro 

dos camundongos com exposição aguda e crônica foram avaliados quanto à sua capacidade 

anafilática através do teste de reação de anafilaxia cutânea passiva (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. A variação dos 

títulos de PCA foi considerada significativa somente quando a diluição foi igual ou maior que 

2 vezes (*). Nas demais figuras, a diferença significativa é mostrada em relação ao grupo 

agudo. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 ou mais experimentos 

independentes com n de 4 a 5 animais por grupo. ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. 

Ovoalbumina (OVA); não tratado (n.t.). 
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4.16 A tolerância inalatória local induzida pela exposição crônica a OVA é um 

fenômeno independente de IFN- 

 

Além da produção de anticorpos anafiláticos, avaliamos a produção de IgG2a, um 

anticorpo associado a resposta Th1 e IFN- e não relacionado com respostas alérgicas. 

Como observado anteriormente (Figura 15G), os níveis de IgG2a anti-OVA aumentaram 

com a exposição aguda e permaneceram elevados nos animais com exposição crônica à 

OVA quando comparados com os animais não tratados (Figura 19A). Com o aumento de 

IgG2a antígeno-específico, levantou-se a hipótese da indução da produção de IFN- com 

o tempo e exposição à OVA que, se aumentada no pulmão e vias aéreas, poderia 

explicar, em parte, a inibição da resposta alérgica pulmonar. Para avaliar tal hipótese, foi 

analisada inicialmente os níveis de IFN- presente no BAL e a produção desta citocina 

em cultura de células isoladas do tecido pulmonar estimuladas (ou não) com OVA ou 

Concanavalina-A (Con-A), um estímulo policlonal. A Figura 19B mostra que não houve 

diferença nos níveis de IFN- no BAL dos diferentes grupos avaliados. Resultado 

semelhante foi observado em cultura de células isoladas do pulmão, onde a produção de 

IFN- entre os animais dos grupos com exposição aguda, exposição crônica e não 

tratados não apresentaram diferença entre si, mesmo quando estimuladas com OVA ou 

Con-A (Figura 19C). Vale à pena ressaltar que as células do pulmão estimuladas com 

OVA dos diferentes grupos tiveram a mesma produção de IFN- que as mesmas células 

não estimuladas, mostrando que a estimulação com o antígeno especifico não alterou a 

produção espontânea de IFN- por essas células (Figura 19C). Para certificar que o IFN- 

não participa do estabelecimento do fenômeno de tolerância inalatória local, foi utilizado 

o mesmo modelo de exposição crônica à OVA em camundongos nocautes para o gene da 

citocina IFN- (C57BL/6 ifn-−/−
) em comparação com camundongos wild-type 

(C57BL/6 ifn-+/+
). Nossos resultados mostraram que ambos os camundongos (ifn-−/−

e 

ifn-+/+
) expostos cronicamente à OVA apresentaram baixo influxo de células 

inflamatórias, principalmente eosinófilos, para o BAL quando comparados com os 

respectivos camundongos com exposição aguda ao mesmo antígeno (Figura 19D, E). No 

entanto, os níveis de IgE sistêmico mantiveram-se elevados nos animais com exposição 

crônica em ambos os camundongos (ifn-−/−
e ifn-+/+

) (Fig 19F). 

Esses dados mostram que a inibição da resposta alérgica pulmonar com a 

exposição crônica das vias aéreas à OVA é um fenômeno independente de IFN-.
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Figura 19. A tolerância inalatória local é um fenômeno independente de IFN- (A) A produção de 

IgG2a anti-OVA presente no soro de camundongos BALB/c wild-type (wt)dos diferentes 

grupos e (F) de IgE total presente no soro de camundongos C57BL/6 wt (ifn-+/+) e nocautes 

para o gene de IFN- (ifn-−/−) foram quantificados pelo método de ELISA. (B) IFN- 

presente no lavado broncoalveolar (BAL) e (C) no sobrenadante de cultura de células isoladas 

do pulmão de camundongos BALB/c wt não estimuladas (−) ou estimuladas por 48h com 

100µg/mL de OVA ou 5µg/mL de concanavalina-A (Con-A) foram quantificados pelo 

método de ELISA. (D) Contagem de células totais e (E) eosinófilos obtidos do BAL dos 

camundongos C57BL/6 ifn-+/+ e ifn-−/− foram realizadas um dia após o último desafio 

antigênico. Os resultados são média ± DP de um representativo de 2 experimentos 

independentes com n de 4 a 5 animais por grupo. Diferença significativa é mostrada em 

relação ao grupo agudo. ***P<0,001. Ovoalbumina (OVA); não tratado (n.t.). 
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4.17 A exposição crônica à OVA não induz o aumento de células T reguladoras e 

citocinas imunossupressoras nas vias aéreas 

 

Trabalhos têm mostrado de forma convincente que células T reguladoras (Treg) 

podem atuar no controle da inflamação aérea em diferentes modelos experimentais, 

incluindo a asma alérgica [137-140]. Um mecanismo proposto para o controle da 

inflamação aérea seria a secreção de citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-β [74, 

141, 142] pelas células Treg. Desta forma, avaliamos a presença de células Treg e 

citocinas supressoras nas vias aéreas dos animais expostos cronicamente à OVA em 

comparação com os animais com exposição aguda ao mesmo antígeno. 

A Figura 20A e B mostram um aumento da frequência e do número de células T 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 no BAL dos animais com exposição aguda quando comparado com 

os animais não tratados. Surpreendentemente, nos animais expostos cronicamente à 

OVA, tanto a frequência quanto o número dessas células reduziu drasticamente (Figura 

20A, B). Avaliamos ainda a frequência das células Treg 24h após o quarto desafio com 

OVA i.n. (dia 35), período este em que se observou o início da supressão da resposta 

alérgica pulmonar (Figura 15B, C, D). Nossos dados mostraram que, mesmo neste 

período, a frequência das células Treg não foi aumentada; ao contrário, foi diminuída 

quando comparada com a frequência de células Treg obtidas 24h após o segundo desafio 

antigênico (dia 20 [agudo]) e semelhante à observada 24h após o quinto desafio (dia 42 

[crônico]) (Figura 20C). A produção de IL-10 no BAL dos animais com exposição 

crônica também foi diminuída em relação aos animais com exposição aguda, e 

praticamente igual à produção basal dessa citocina presente no BAL dos animais não 

tratados (Figura 20D). Já a produção de TGF-β total e bioativo, apesar de reduzida no 

BAL dos animais com a exposição crônica, não foi significativamente menor que a 

observada nos animais com exposição aguda (Figura 20E, F). 
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Figura 20. Acúmulo de células Treg e citocinas supressoras nas vias aéreas. (A, C) Células do lavado 

broncoalveolar (BAL) dos diferentes grupos foram marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-

CD25 e anti-Foxp3 e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. Os plots são gate de 

células CD4+ e os números nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com CD25 e 

Foxp3. (B) Número de células T CD4+CD25+Foxp3+ obtido pela multiplicação do número 

total de células do BAL vezes a porcentagem de células marcadas com CD4, CD25 e Foxp3. 

Produção de (D) IL-10 e (E) TGF-β total e (F) TGF-

diferentes grupos foi quantificada pelo método de ELISA. Os resultados são média ± DP de 

um representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 animais por grupo. Diferença 

significativa é mostrada em relação ao grupo agudo. ***P<0,001; **P<0,01. Células T 

reguladoras (Treg); não tratado (n.t.). 
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4.18 A expressão de LAP, a forma do TGF-

APC das vias aéreas não difere entre os animais com exposição aguda e crônica a OVA 

 

Como os níveis de TGF-β (total e bioativo), ainda que um pouco menores, 

permaneceram elevados nos animais com exposição crônica a OVA (Figura 20E, F), o 

próximo passo foi investigar as células responsáveis pela produção dessa citocina. Para 

tanto, diferentes tipos celulares presentes no BAL dos animais com exposição aguda e 

crônica foram marcadas com LAP (de TGF-β Latency-Associated Peptides), uma forma 

do TGF-β associado à membrana da célula. Nossos resultados mostraram que quase a 

totalidade das células T CD4
+
Foxp3

−
 ou das células T CD4

+
Foxp3

+
 dos animais dos 

diferentes grupos analisados não expressaram LAP, apesar do pequeno aumento da 

frequência de células T CD4
+
Foxp3

−
LAP

+
 e células T CD4

+
Foxp3

+
LAP

+
 observado nos 

animais com exposição aguda e crônica em relação aos animais não tratados (Figura 

21A). Outras células avaliadas quanto à expressão de LAP foram as células 

apresentadoras de antígenos (APC, de Antigen-Presenting Cells), especificamente 

macrófagos MHCII
+
F4/80

+
 e células dendríticas MHCII

+
CD11c

+
 do pulmão dos 

diferentes grupos experimentais (Figura 21B, C). Inicialmente, foi observado que a 

frequência de células MHCII
+
F4/80

+
 e MHCII

+
CD11c

+
 aumentou nos animais 

sensibilizados e desafiados com OVA (agudo e crônico) em relação aos animais não 

tratados (Figura 21B, C [plots]). Foi observado também que todas as células APC do 

pulmão (MHCII
+
F4/80

+
 ou MHCII

+
CD11c

+
) expressaram LAP, inclusive nos animais 

não tratados. No entanto, a expressão de LAP nessas células foi aumentada 

substancialmente após desafios com OVA i.n. tanto no grupo com exposição aguda 

quanto no grupo com exposição crônica em relação ao grupo não tratado (Figura 21B, C 

[histograma]). Vale ressaltar, entretanto, que não foi observado diferença na expressão de 

LAP por macrófagos (MHCII
+
F4/80

+
) ou células dendríticas (MHCII

+
CD11c

+
) do 

pulmão dos animais com exposição crônica em relação as células dos animais com 

exposição aguda (Figura 21B, C [histograma]). 
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Figura 21. Expressão de LAP em células APC e células Treg presentes nas vias aéreas de 

camundongos sensibilizados e desafiados com OVA. (A) Células do lavado broncoalveolar 

(BAL) marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-Foxp3, anti-LAP e isotipo controle anti-

IgG2aκ e (B, C) células do pulmão marcadas com anticorpos anti-F4/80, anti-CD11c, anti-IAd 

(MHCII) e anti-LAP dos animais dos diferentes grupos foram analisadas por citometria de 

fluxo. Os plots em (A) são gate de células CD4+ e os histogramas em (B, C) são uma janela 

em células MHCII+F4/80+ ou MHCII+CD11c+ como indicado pelas setas. Os números nos 

plots indicam a porcentagem de células marcadas com (A) Foxp3 e LAP e (B) MHCII e F4/80 

ou CD11c. Os resultados são um representativo de 2 experimentos independentes com n de 5 

animais por grupo. Ovoalbumina (OVA); TGF-β associado à membrana (LAP); Células 

apresentadoras de antígenos (APC); Células T reguladoras (Treg). 
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4.19 Animais expostos cronicamente à OVA exibem células dendríticas pulmonares 

com perfil ativado 

 

Sabendo que as células dendríticas são importantes para a ativação de linfócitos, 

avaliamos o perfil de ativação das células dendríticas intrapulmonares. Assim, foi 

avaliada a expressão de MHCII e moléculas co-estimuladoras, tais como CD40, CD80 e 

CD86, em células CD11b
+
CD11c

+
 do pulmão dos diferentes grupos para constatação do 

perfil de ativação dessas células. A Figura 22 mostra um aumento na expressão de 

MHCII e das moléculas co-estimuladoras CD40 e CD80, mas não de CD86, nas células 

CD11b
+
CD11c

+
 do pulmão tanto dos animais com exposição aguda quanto nos animais 

com exposição crônica em relação aos animais não tratados (Figura 22). Esses resultados 

mostram que no pulmão dos animais com exposição crônica à OVA, o perfil de ativação 

das células dendríticas permanece semelhante à dos animais com exposição aguda, 

sugerindo que a inibição da resposta alérgica pulmonar nesses animais não está associada 

com a ausência de co-estimulação durante a apresentação dos peptídeos da OVA por 

células dendríticas CD11b
+
CD11c

+
 às células T presentes no pulmão.  
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Figura 22. Perfil da expressão de MHCII e moléculas co-estimuladoras por células CD11b
+
CD11c

+
 

pulmonares. Células do pulmão dos diferentes grupos foram marcadas com anticorpos anti-

CD11b, anti-CD11c, anti-IAd (MHCII), anti-CD40, anti-CD80 e anti-CD86 e posteriormente 

analisadas por citometria de fluxo. Os números nos plots indicam a porcentagem de células 

marcadas com CD11b e CD11c. Os histogramas são gate de células CD11b+CD11c+ como 

indicado pelas setas. 
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4.20 A resposta imune inata induzida por LPS não é inibida nas vias aéreas dos 

animais expostos cronicamente à OVA 

 

Como TGF-β é uma citocina imunosupressora de espectro amplo e permaneceu 

elevada com o tempo e exposição ao antígeno, investigamos se uma resposta imune inata 

induzida por LPS poderia ser inibida nas vias aéreas dos camundongos induzidos a 

tolerância inalatória local. Para tanto, camundongos com exposição aguda e crônica 

receberam, simultaneamente ao último desafio com OVA, 10 µg de LPS pela via 

intranasal (ver material e métodos). Os animais foram avaliados no dia 43, um dia após o 

último desafio antigênico. Os animais controle receberam apenas um desafio no dia 42, 

ou com OVA ou com LPS i.n. Como mostrado na Figura 23A, a frequência de 

neutrófilos, células MHCII
−
Gr1

high
CCR3

−
, no BAL dos animais com exposição aguda e 

crônica a OVA foi drasticamente aumentada quando desafiados com LPS em relação aos 

mesmos grupos não expostos à endotoxina. Em contraste, a frequência de eosinófilos, 

células MHCII
−
Gr1

int
CCR3

+
, nos animais expostos ao LPS foi diminuída (Figura 23A). 

Além disso, tanto o aumento da frequência de neutrófilos quanto à diminuição de 

eosinófilos no BAL dos animais desafiados com LPS foi mais evidente no grupo com 

exposição crônica que no grupo com exposição aguda à OVA (Figura 23A). Nos animais 

controle, apenas um desafio com LPS foi suficiente para aumentar a frequência de 

neutrófilos MHCII
−
Gr1

high
CCR3

−
 para mais de 90% (Figura 23A). Entretanto, uma única 

exposição com OVA i.n. praticamente não aumentou a frequência de um ou outro subtipo 

celular (neutrófilo ou eosinófilo) no BAL (Figura 23A). 

Além da frequência dessas células, foi avaliado também o número de células 

totais e de neutrófilos e eosinófilos presentes no BAL dos diferentes grupos 

experimentais. A Figura 23B mostra um aumento do influxo de células inflamatórias para 

o BAL dos animais com exposição aguda a OVA, tanto os que receberam LPS quanto os 

que não foram submetidos à endotoxina no último desafio, em relação aos animais 

controle. Nos grupos com exposição crônica, tratados ou não com LPS, o influxo de 

células inflamatórias para o BAL foi significativamente menor quando comparado com 

os animais com exposição aguda (Figura 23B). Nos animais controle tratados com LPS, o 

número de células totais no BAL aumentou em relação ao grupo controle tratado com um 

único desafio com OVA i.n. no dia 42. Entretanto, esse aumento foi menor que o 

observado nos animais com exposição aguda e semelhante ao número total de células dos 

animais com exposição crônica à OVA (Figura 23B).  
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Quanto à análise diferencial de células, foi observado que todos os grupos 

tratados com LPS apresentaram um influxo semelhante de neutrófilos no BAL, em torno 

de 1200 células (Figura 23C). Nos grupos não tratados com LPS, praticamente não houve 

influxo de neutrófilos para o BAL (Figura 23C). Como demonstrado anteriormente, o 

número de eosinófilos no BAL dos animais com exposição crônica a OVA foi 

significativamente inibido em relação aos animais com exposição aguda. Finalmente, o 

número de eosinófilos foi diminuído nos grupos com exposição aguda e crônica 

desafiados com LPS quando comparado com os mesmos grupos não tratados com a 

endotoxina (Figura 23C).  
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Figura 23. Resposta imune inata induzida por LPS nas vias aéreas dos camundongos com exposição 

aguda ecrônica à OVA. (A) Células do lavado broncoalveolar (BAL) dos diferentes grupos 

foram marcadas com anticorpos anti-IAd (MHCII), anti-Gr1 e anti-CCR3 um dia após o 

último desafio com OVA, LPS ou OVA/LPS e posteriormente analisadas por citometria de 

fluxo. Os plots são gate de células MHCII negativas e os números nos plots indicam a 

porcentagem de células marcadas com Gr1 e CCR3. (B) Numero total de células avaliado um 

dia após o último desafio antigênico. (C) O número de neutrófilos e eosinófilos foram obtidos 

pela multiplicação do número total de células do BAL vezes a porcentagem de células 

marcadas com MHCII−Gr1highCCR3− ou MHCII−Gr1intCCR3+ respectivamente. Os resultados 

são média ± DP com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é mostrada entre os 

diferentes grupos. ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. Ovoalbumina (OVA); Lipopolisacarídeo 

(LPS); high (alta expressão); int (expressão intermediária). 
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4.21 Animais desafiados com LPS aumentam a produção de citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e TNF-α nas vias aéreas, mas não altera a produção de IFN- 

  

O próximo passo foi avaliar as citocinas pró-inflamatórias produzidas durante 

uma resposta imune inata, tais como IL-1-β e TNF-α. Nossos resultados mostraram que 

todos os grupos tratados com LPS apresentaram produção acentuada das citocinas IL-1β 

e TNF-α no BAL um dia após o tratamento com a endotoxina (Figura 24A, B). 

Curiosamente, a produção dessas citocinas nos animais com exposição aguda desafiados 

com LPS foi significativamente menor quando comparado com os animais controle ou 

com animais expostos cronicamente a OVA e desafiados com a endotoxina (Figura 24A, 

B). Nos grupos não tratados com LPS, não foi observado níveis detectáveis dessas 

citocinas no BAL (Figura 24A, B). 

 Além das citocinas pró-inflamatórias, foram avaliadas também as citocinas IL-5 e 

IFN- associadas a respostas do tipo Th2 e Th1 respectivamente. A Figura 24C mostra 

que, semelhantemente à inflamação eosinofílica demonstrada na Figura 24C, a produção 

de IL-5 no BAL foi reduzida quando animais com exposição aguda e crônica foram 

desafiados com LPS i.n. em relação aos mesmos grupos não tratados com a endotoxina 

(Figura 24C). Nos animais controle, tanto os que receberam OVA quanto os que 

receberam LPS, praticamente não houve produção de IL-5 (Figura 24C). Como esperado, 

a produção de IFN- nos diferentes grupos experimentais, tratados ou não com a 

endotoxina, foi baixa (Figura 24D).  
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Figura 24. Produção de citocinas pró-inflamatórias, IL-5 e IFN- nas vias aéreas de camundongos 

com exposição aguda e crônica desafiados com LPS. A quantificação da secreção das 

citocinas (A) IL-1β, (B) TNF-α, (C) IL-5 e (D) IFN- presentes no lavado broncoalveolar 

(BAL) dos animais com exposição aguda e crônica, tratados ou não com LPS, e dos animais 

controle desafiados com OVA ou LPS foram avaliadas utilizando o método de ELISA. Os 

resultados são média ± DP com n de 5 animais por grupo. Diferença significativa é mostrada 

entre os diferentes grupos. ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. Ovoalbumina (OVA); 

Lipopolisacarídeo (LPS). 
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4.22 Exposição descontínua do antígeno leva ao restabelecimento da inflamação 

eosinofílica das vias aéreas nos camundongos induzidos à tolerância inalatória local 

 

Como animais com exposição crônica a OVA mantiveram altos níveis de IgE 

sistêmico (Figura 15E e Figura 18D) e apresentaram células dendríticas com perfil 

ativado no pulmão (Figura 22), avaliamos se na ausência da exposição crônica e contínua 

a OVA, o fenômeno de tolerância inalatória local seria mantido. Para tanto, foi elaborado 

um protocolo onde, após o estabelecimento da tolerância inalatória local e da asma 

alérgica, ambos os grupos foram mantidos na ausência do estímulo antigênico por um 

período de 28 dias e posteriormente re-estimulados com dois desafios de OVA i.n. 

(Figura 25A). Nossos resultados mostraram que o influxo de células inflamatórias, 

principalmente eosinófilos, para o BAL dos animais expostos cronicamente a OVA foi 

restabelecido após exposição descontínua do antígeno, assemelhando-se ao influxo de 

células inflamatórias para as vias aéreas dos animais com exposição aguda re-estimulados 

com o mesmo antígeno (Figura 25B, C). 

Esses dados confirmam que a tolerância inalatória local é um fenômeno 

dependente da exposição crônica e contínua a OVA e sugere que esta forma de tolerância 

é mediada por um mecanismo regulatório local e não pela depleção clonal ou anergia de 

células T específicas para o antígeno.  
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Figura 25. Exposição descontínua do antígeno em camundongos induzidos à asma alérgica e à 

tolerância inalatória local. (A) Protocolo de exposição aguda e crônica seguido de um 

intervalo de 28 dias na ausência de estimulação antigênica e com posterior re-estimulação 

com OVA i.n. (B) Contagem total e (C) diferencial das células obtidas do lavado 

broncoalveolar (BAL) foi avaliada no dia 78. Os resultados são média ± DP com n de 5 

animais por grupo. Diferença significativa é mostrada em relação ao grupo agudo (C, 

diferença é mostrada em relação ao grupo n.t.). ***P<0,001. Hidróxido de Alumínio (Alum); 

Ovoalbumina (OVA); intranasal (i.n.); subcutânea (s.c.). 
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4.23 A exposição crônica das vias aéreas não inibe a inflamação alérgica na cavidade 

peritoneal, um sítio distante do pulmão 

 

Como a exposição crônica das vias aéreas não levou a uma disfunção das células 

T efetoras quanto a sua capacidade de gerar uma resposta alérgica numa re-exposição 

aguda ao antígeno (Figura 25), avaliamos se a diminuição da inflamação eosinofílica 

ocorre apenas no sítio de exposição crônica a OVA. Assim, camundongos submetidos ao 

mesmo protocolo de exposição aguda e crônica a OVA receberam simultaneamente aos 

dois últimos desafios intranasais, desafios com OVA intraperitoneal para avaliação da 

capacidade migratória das células inflamatórias para os diferentes sítios (vias aéreas e 

cavidade peritoneal) (Figura 26A). Como controle para a injeção intraperitoneal com o 

antígeno específico, alguns animais com exposição aguda e crônica receberam, ao invés 

de OVA, PBS intraperitoneal juntamente com os dois últimos desafios com OVA i.n. 

(Figura 26A). A Figura 26D e E mostram um aumento semelhante do influxo de células 

inflamatórias para a cavidade peritoneal nos animais com exposição aguda e crônica 

quando comparados aos animais não tratados. Este aumento foi em torno de 10 milhões 

de eosinófilos nos animais com exposição aguda e 9 milhões de eosinófilos nos animais 

com exposição crônica (Figura 26E). Quanto ao número total de células do exudato 

peritoneal (PEC, de Peritoneal exudate cells), o aumento chegou a ser maior nos animais 

expostos cronicamente a OVA quando comparado com os animais com exposição aguda, 

20 e 14 milhões de células respectivamente em relação aos animais não tradados (Figura 

26D). Os animais que receberam PBS intraperitoneal apresentaram número de células na 

cavidade peritoneal semelhante ao grupo não tratado (Figura 26D, E). Apesar dos animais 

com exposição crônica apresentarem intensa resposta eosinofílica na cavidade peritoneal 

quando desafiados com OVA i.p., a inflamação alérgica das vias aéreas permaneceu 

inibido nesses animais quando comparado com os animais com exposição aguda (Figura 

26B, C). 

Esses dados mostram que a exposição crônica das vias aéreas a OVA inibe a 

inflamação pulmonar, mas não atrapalha a o desenvolvimento da inflamação na cavidade 

peritoneal, um compartimento distante do pulmão e que não foi exposto cronicamente ao 

antígeno. 
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Figura 26. Resposta alérgica na cavidade peritoneal de camundongos com exposição aguda e 

crônica à OVA. (A) Protocolo de indução de inflamação na cavidade peritoneal nos 

camundongos com exposição aguda e crônica. (B) Contagem total e (C) eosinófilos obtidos 

do lavado broncoalveolar (BAL) e (D) contagem total e (E) eosinófilos obtidos das células do 

exudato peritoneal (PEC) foi realizada um dia após o último desafio antigênico. Os resultados 

são média ± DP de um representativo de 3 experimentos independentes com n de 5 animais 

por grupo. Diferença significativa é mostrada em relação ao grupo agudo. ***P<0,001; 

**P<0,01; *P<0,05. Hidróxido de Alumínio (Alum); intraperitoneal (i.p.); Ovoalbumina 

(OVA); intranasal (i.n.); subcutânea (s.c.); não tratado (n.t.). 
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4.24 Exposição crônica com OVA intranasal leva ao aumenta da apoptose de 

eosinófilos nas vias aéreas 

  

A menor suscetibilidade de eosinófilos a apoptose tem sido descrita como 

responsável pela persistente inflamação eosinofílica observada nas doenças alérgicas, 

incluindo a asma [116]. Para avaliar se a resolução da resposta alérgica pulmonar com o 

tempo e exposição a OVA é resultado da morte de células inflamatórias por apoptose, 

células do BAL dos animais com exposição aguda e crônica foram marcadas com 

anexina-V e iodeto de propídeo (PI, de Propidium Iodide) e posteriormente avaliadas por 

citometria de fluxo. Células em apoptose são marcadas na membrana celular com 

anexina-V enquanto células que sofreram lise celular (necrose) são marcadas com PI. A 

Figura 27A mostra um aumento da frequência de células marcadas com anexina-V no 

BAL dos animais com exposição crônica, o dobro (42%) em relação ao grupo com 

exposição aguda (21%). Quanto à frequência de células PI
+
, não foi observada diferença 

entre os grupos (Figura 27A). Analise por citometria de fluxo mostrou ainda uma 

diminuição acentuada de células do BAL com tamanho (FSC, de foward-scater) e 

granulosidade (SSC, de side-scater) intermediário, característico de eosinófilos, nos 

animais com exposição crônica em relação aos animais com exposição aguda (Figura 

27B). Essa diminuição de células FSC
int

SSC
int

 (mostradas na Figura 27C como células 

FSC
int

anexina-V
−
) foi diretamente relacionada com o aumento de células marcadas com 

anexina-V (FSC
−
anexina-V

+
) (Figura 27C). De fato, a frequência de eosinófilos (células 

MHCII
−
Gr1

int
CCR3

+
) foi drasticamente diminuída no BAL dos animais com exposição 

crônica (25%) quando comparado com os animais com exposição aguda à OVA (75%) 

(Figura 27D). O mesmo não foi observado para os linfócitos T (CD4
+
 e CD8

+
), cuja 

porcentagem se manteve praticamente igual nos dois grupos experimentais (Figura 27E). 

Vale ressaltar que, o tamanho diminuído (FSC
−
) das células marcadas com anexina-V 

observado principalmente no BAL dos animais com exposição crônica (Figura 27C 

[quadrante inferior direito]) provavelmente são corpos apoptóticos, cujo tamanho é 

inferior ao de uma célula viável. 
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Figura 27. Aumento de apoptose de eosinófilos com a exposição crônica das vias aéreas à OVA. (A, 

B, C) Células do lavado broncoalveolar (BAL) marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo 

(PI) um dia após o último desafio com OVA foram analisadas por citometria de fluxo. Os 

números nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com anexina-V e/ou PI. 

Células do BAL foram marcadas com (D) anti-IAd (MHCII), anti-Gr1 e anti-CCR3 e (E) anti-

CD4 e anti-CD8 e posteriormente analisadas em citômetro de fluxo. Os plots em D são gate 

de células MHCII negativas e em E de células FSClowSSClow (linfócitos). Os números nos 

plots indicam a porcentagem de células marcadas com (D) Gr1 e CCR3 e (E) CD4 e CD8. Os 

resultados são um representativo 2 experimentos independentes com n de 5 animais por 

grupo. Ovoalbumina (OVA). 
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4.25 Exposição crônica das vias aéreas à OVA leva a apoptose de eosinófilos em 

camundongos BALB/c, mas não de camundongos AIRmax 

  

Camundongos AIRmax (de Maximal Acute Inflammatory Responsiveness) são 

linhagens de camundongos que foram selecionados geneticamente para a máxima 

resposta inflamatória aguda a partir de uma população geneticamente heterogênea de oito 

linhagens isogênicas [143, 144]. A alta reatividade inflamatória nesses animais após 

estímulo antigênico foi associada a três principais fatores: maior capacidade da medula 

óssea em produzir neutrófilos maduros, maior produção de fatores quimiotáticos por 

células inflamatórias ou residentes e maior resistência a apoptose das células do exudato 

inflamatório [145]. Este último fator nos fez questionar se a exposição crônica das vias 

aéreas a OVA nesses animais seria capaz de induzir o fenômeno de tolerância inalatória 

local e a apoptose de eosinófilos. Para testar tal hipótese, avaliamos inicialmente o 

influxo de eosinófilos para as vias aéreas 4h e 24h após o último desafio antigênico. 

Como mostrado na Figura 28A, o influxo de eosinófilos para as vias aéreas 4h após o 

último desafio com OVA foi semelhante entre os animais com exposição aguda e crônica, 

tanto na linhagem BALB/c quanto na linhagem AIRmax (Figura 28A). No entanto, o 

número de eosinófilos no BAL dos animais da linhagem AIRmax foi praticamente o 

triplo em relação aos animais da linhagem BALB/c nesse mesmo período (Figura 28A). 

De forma interessante, o número de eosinófilos 24h após o último desafio antigênico 

aumentou substancialmente, em torno de 1 milhão, nos animais BALB/c com exposição 

aguda, mas não foi alterado nos animais BALB/c com exposição crônica, que se manteve 

em torno de 400 mil eosinófilos (Figura 28A). Nos camundongos AIRmax, o influxo de 

eosinófilos para as vias aéreas em ambos os animais, com exposição aguda e crônica à 

OVA, foi intenso após 4h e se manteve elevado 24h após o desafio antigênico, entre 1 e 

1,5 milhões de eosinófilos (Figura 28A). Para avaliar se o número elevado de eosinófilos 

no BAL dos camundongos AIRmax foi devido a uma diminuição na apoptose dessas 

células nas vias aéreas, as células do BAL foram marcadas com anexia-V e PI. Nossos 

dados mostraram que a frequência de células em apoptose, marcadas apenas com 

anexina-V (anexina-V
+
PI

−
) foi drasticamente aumentada no BAL dos camundongos 

BALB/c com exposição crônica à OVA em relação aos animais AIRmax submetidos ao 

mesmo tratamento (Figura 28B). Esse aumento foi em torno de 6 vezes em relação ao 

grupo com exposição aguda de ambas as linhagens, BALB/c e AIRmax, e o dobro em 

relação aos camundongos AIRmax com exposição crônica, cuja frequência de células 
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anexina-V
+
PI

−
 foi em torno de 16% (Figura 28B). A frequência de células em processo 

necrótico, marcadas tanto com anexina-V quanto com PI (anexina-V
+
PI

+
) não foi 

diferente entre os grupos (Figura 28B). 
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Figura 28. Apoptose de eosinófilos nas vias aéreas de camundongos BALB/c e AIRmax. (A) 

Contagem de eosinófilos do lavado broncoalveolar (BAL) 4h e 24h após o último desafio com 

OVA intranasal (i.n.). (B) Células do BAL marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo (PI) 

24h após o último desafio com OVA foram analisadas por citometria de fluxo. Os números 

nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com anexina-V e/ou PI. Os resultados 

são um representativo de 2 experimentos com n de 3 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA). 
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4.26 Exposição crônica das vias aéreas a OVA leva a morte por apoptose de 

eosinófilos, mas não de linfócitos 

  

Visto que o influxo de eosinófilos para a as vias aéreas entre os animais com 

exposição aguda e crônica de ambas as linhagens foi semelhante 4h após desafio com 

OVA i.n., fomos avaliar a apoptose das células do BAL nesse período. Nossos resultados 

mostraram que, mesmo 4h após o desafio antigênico, a frequência de células anexina-

V
+
PI

−
 (apoptose) foi elevada nos camundongos da linhagem BALB/c expostos 

cronicamente a OVA em relação a todos os outros grupos avaliados (Figura 29). Mais 

uma vez, não observamos diferença na frequência de células anexina-V
+
PI

+
 (necrose) 

(Figura 29). Para certificar que principalmente eosinófilos e não outras células, tais como 

linfócitos, presentes nas vias aéreas dos camundongos BALB/c expostos cronicamente à 

OVA é que sofrem apoptose, foi feito gate em células FSC
int

SSC
int

 (característico de 

eosinóflios) e em células FSC
low

SSC
low

 (característico de linfócitos) do BAL dos 

camundongos da linhagem BALB/c e AIRmax expostos de forma aguda ou crônica ao 

antígeno (Figura 30). Nossos dados mostraram que a frequência de células marcadas 

apenas com anexina-V foi aumentada (20%) somente no gate de eosinófilos do BAL dos 

animais com exposição crônica a OVA da linhagem BALB/c quando comparado com os 

demais grupos (Figura 30). No gate de linfócitos, a frequência de células anexina-V
+
PI

−
 

foi pequena em todos os grupos avaliados (Figura 31). A frequência de células marcadas 

co PI foi baixa em ambos os tipos celulares (eosinófilos e linfócitos) semelhante entre 

todos os grupos avaliados (Figura 30 e Figura 31). Esses resultados mostram que a 

resolução da resposta alérgica das vias aéreas em camundongos BALB/c expostos 

cronicamente a OVA está associada com o aumento da apoptose de eosinófilos, mas não 

de linfócitos presentes no local de exposição ao antígeno. 



                                                                                                                                                 RESULTADOS  89 

 

 

 
 

 
Figura 29. Apoptose de células presentes nas vias aéreas de camundongos BALB/c e AIRmax 4h 

após desafio com OVA. Células do BAL marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo (PI) 

4h após o último desafio com OVA foram analisadas por citometria de fluxo. Os números nos 

plots indicam a porcentagem de células marcadas com anexina-V e/ou PI. Os resultados são 

um representativo 2 experimentos com n de 3 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA). 
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Figura 30. Apoptose de eosinófilos das vias aéreas de camundongos BALB/c e AIRmax 4h após 

desafio com OVA. Células do BAL marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo (PI) 4h 

após o último desafio com OVA foram analisadas por citometria de fluxo. Gate de células 

FSCintSSCint (Eo) foram avaliadas quanto a expressão de anexina-V e PI (seta). Os números 

nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com anexina-V e/ou PI. Os resultados 

são um representativo 2 experimentos com n de 3 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA); 

Eosinófilos (Eo); Linfócito (Lf). 



                                                                                                                                                 RESULTADOS  91 

 

 

 

 

 
Figura 31. Apoptose de linfócitos das vias aéreas de camundongos BALB/c e AIRmax 4h após 

desafio com OVA. Células do BAL marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo (PI) 4h 

após o último desafio com OVA foram analisadas por citometria de fluxo. Gate de células 

FSClowSSClow (Lf) foram avaliadas quanto a expressão de anexina-V e PI (seta). Os números 

nos plots indicam a porcentagem de células marcadas com anexina-V e/ou PI. Os resultados 

são um representativo 2 experimentos com n de 3 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA); 

Linfócitos (Lf). 
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4.27 Fatores solúveis das vias aéreas de camundongos BALB/c expostos cronicamente 

à OVA induzem a apoptose de eosinófilos in vitro 

  

Para avaliar se fatores solúveis estão envolvidos na indução da apoptose de 

eosinófilos nas vias aéreas dos camundongos BALB/c expostos cronicamente a OVA, o 

sobrenadante do BAL desses animais foram colocados na presença das células obtidas do 

BAL dos animais com exposição aguda (Cél. Ag) ou daqueles expostos cronicamente ao 

antígeno (Cél. Cr) por um período de 1h seguido do acréscimo de meio de cultura 

enriquecido com 10% de soro fetal bovino e diferentes aminoácidos (ver material e 

métodos). Como controle, o mesmo procedimento foi realizado com o sobrenadante do 

BAL dos animais com exposição aguda. A Figura 32A e B mostram que, quando o 

sobrenadante do BAL dos camundongos BALB/c expostos cronicamente a OVA (BAL 

Cr) foi colocado na presença de células provenientes das vias aéreas dos animais com 

exposição aguda (Cél. Ag), a frequência de células marcadas com anexina-V e PI foi 

significativamente aumentada em relação às mesmas células cultivadas na presença do 

sobrenadante do BAL dos animais com exposição aguda (BAL Ag). O mesmo fenômeno 

foi observado quando, ao invés de células do BAL dos animais com exposição aguda, 

foram utilizadas células provenientes do BAL dos animais com exposição crônica (Cél. 

Cr) (Figura 32A, B). O aumento da frequência de células anexina-V
+
PI

+
 em ambas as 

condições, foi em tono de 10% em relação à cultura das células (Cél. Ag e Cél. Cr) na 

presença do sobrenadante do BAL dos animais com exposição aguda (Figura 32A, B). De 

forma interessante, a frequência de células anexina-V
+
PI

+
 obtidas do BAL dos animais 

com exposição crônica (Cél. Cr) foi em torno de 5-10% maior em relação às células 

obtidas do BAL dos animais com exposição aguda (Cél. Ag) submetidas às mesmas 

condições (Figura 32A, B). Análise por citometria revelou ainda uma mudança na 

morfologia das células induzidas à morte celular (anexina-V
+
PI

+
 [vermelho]) em relação 

às células viáveis (anexina-V
−
PI

−
 [preto]) (Figura 32C). Essas células apresentaram 

menor tamanho (FSC
−
SSC

int
) quando comparado com as células que não foram marcadas 

com anexina-V e PI (FSC
int

SSC
int

) (Figura 32C). Finalmente, foi observado que células 

com granulosidade intermediária (SSC
int

), caracteístico de eosinófilos, em cultura com o 

sobrenadante do BAL dos animais com exposição crônica, foram muito mais susceptíveis 

a morte celular quando comparado com as células não granulosas e de pequeno tamanho 

(SSC
low

FSC
low

), característico de linfócitos, nas mesma condições (Figura 32C).  
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Figura 32. Apoptose de eosinófilos sob influência de fatores solúveis provenientes do BAL de 

camundongos BALB/c após desafios com OVA. Células do BAL dos animais com 

exposição aguda ou crônica foram colocadas por 1h à 370C na presença do sobrenadante do 

BAL colhido de animais submetidos à exposição aguda ou dos animais expostos cronicamente 

à OVA. Após 1h de cultura com o sobrenadante do BAL, a cultura foi acrescida de meio de 

cultura enriquecido com 10% de soro fetal bovino e aminoácidos e deixada por mais 23h à 

370C. Após as 24h de cultura, as células foram marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo 

(PI) e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. (A) dotplots em duplicata mostrando 

a porcentagem de células marcadas com anexina-V e PI. (B) Gráfico mostrando a média ± DP 

das porcentagens mostradas em A. Diferença significativa é mostrada entre os diferentes 

grupos. ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05. (C) Células foram marcadas com anexina-V e PI e 

apresentadas em dotplots de FSC e SSC. Os resultados são duplicata de um experimento com 

n de 5 animais por grupo. Ovoalbumina (OVA); FSC (tamanho); SSC (granulosidade). 
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Visto que o sobrenadante do BAL dos camundongos BALB/c expostos 

cronicamente a OVA, cuja inflamação alérgica pulmonar é inibida, induziu um aumento 

na apoptose das células inflamatórias retiradas das vias aéreas dos animais desafiados 

com o antígeno (agudo ou crônico), o próximo passo foi avaliar se o sobrenadante do 

BAL dos camundongos AIRmax expostos cronicamente a OVA, o mesmo fenômeno iria 

ocorrer. Nossos resultados mostraram que a apoptose das células inflamatórias, 

principalmente eosinófilos, retiradas das vias aéreas dos animais desafiados com o 

antígeno desta linhagem (agudo ou crônico) não foi aumentada na presença do 

sobrenadante do BAL dos animais com exposição crônica a OVA (Figura 33A, B). 

Curiosamente, semelhante ao observado para a linhagem BALB/c, a frequência de morte 

in vitro das células obtidas do BAL dos animais com exposição crônica da linhagem 

AIRmax foi maior que as células do BAL dos animais com exposição aguda submetidas 

às mesmas condições (Figura 33A, B). Finalmente, o perfil das células que são marcadas 

com anexina-V e PI (anexina-V
+
PI

+
 [vermelho]) em cultura com o BAL dos animais com 

exposição crônica foi o mesmo observado nas linhagens BALB/c (Figura 33C), ou seja, 

eosinófilos e não linfócitos. Esses resultados sugerem que a resolução da inflamação 

alérgica pulmonar nos camundongos BALB/c expostos cronicamente a OVA é mediada, 

ao menos em parte, por fatores solúveis presentes nas vias aéreas desses animais.  
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Figura 33. Apoptose de eosinófilos sob influência de fatores solúveis provenientes do BAL de 

camundongos AIRmax após desafios com OVA. Células do BAL dos animais com 

exposição aguda ou crônica foram colocadas por 1h à 370C na presença do sobrenadante do 

BAL colhido de animais submetidos à exposição aguda ou dos animais expostos cronicamente 

à OVA. Após 1h de cultura com o sobrenadante do BAL, a cultura foi acrescida de meio de 

cultura enriquecido com 10% de soro fetal bovino e aminoácidos e deixada por mais 23h à 

370C. Após as 24h de cultura, as células foram marcadas com anexina-V e iodeto de propídeo 

(PI) e posteriormente analisadas por citometria de fluxo. (A) dotplots em duplicata mostrando 

a porcentagem de células marcadas com anexina-V e PI. (B) Gráfico mostrando a média ± DP 

das porcentagens mostradas em A. Diferença significativa é mostrada entre os diferentes 

grupos. *P<0,05. (C) Células foram marcadas com anexina-V e PI e apresentadas em dotplots 

de FSC e SSC. Os resultados são duplicata de um experimento com n de 5 animais por grupo. 

Ovoalbumina (OVA); FSC (tamanho); SSC (granulosidade). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A tolerância imunológica periférica gerada nas mucosas aérea e gastrointestinal 

previne reações patológicas a antígenos inócuos que entram em contato com essas vias. A 

falha na indução de tolerância a esses antígenos resulta em uma inflamação exacerbada 

típica de alergias, incluindo a asma. Um dos mecanismos propostos para a tolerância de 

mucosas é a indução de células T reguladoras (Treg). Usando um modelo de inflamação 

alérgica pulmonar a ovoalbumina (OVA), nosso grupo mostrou que a prévia 

administração do antígeno pelas mucosas oral ou nasal resulta na geração de células Treg 

e na prevenção da patologia alérgica pulmonar [47, 57, 146, 147]. 

Nesse projeto, nós usamos um modelo de tolerância oral e nasal para estudar o 

aparecimento e função das células Treg nas vias aéreas e/ou linfonodo mediastinal 

drenante (mLN) após sensibilização e desafios com OVA. Como esperado, nossos 

resultados mostraram que ambas as vias de exposição ao antígeno, oral e nasal, foram 

capazes de prevenir o desenvolvimento da resposta alérgica pulmonar caracterizada por 

inflamação eosinofílica das vias aéreas, hiperprodução de muco, hiperreatividade 

brônquica (AHR) e produção de citocinas e anticorpos associados à resposta do tipo Th2, 

tais como IL-5 e IgE (Figura 1 e Figura 2). No entanto, somente a tolerância oral foi 

eficiente na inibição da produção de anticorpos IgG1 anti-OVA (Figura 2D). Tem sido 

proposto que o microambiente presente nas mucosas oral e nasal gera células dendríticas 

tolerogênicas capazes de induzir diferentes subtipos de células Treg [148, 149]. Como 

descrito por Akbari e colaboradores, células dendríticas pulmonares isoladas após 

administração de OVA intranasal produzem IL-10 e induzem células reguladoras Tr1 

[148]. Células dendríticas do intestino, no entanto, produzem TGF- e induzem células 

reguladoras Th3 [149]. Assim, é possível que a inibição da produção de IgG1 anti-OVA 

na tolerância oral dependa da produção de TGF- por células dendríticas. De fato, como 

demonstrado por Mucida e colaboradores, a produção de IgG1 é restaurada quando 

camundongos com repertório monoclonal para linfócitos T e B (T-Bmc) são tratados com 

anticorpos anti-TGF-β durante a indução da tolerância oral [57]. Além disso, a falha na 

inibição da produção sistêmica de IgG1 antígeno-específica nos animais com tolerância 

nasal (Figura 2D) indica que a resposta imune nesses animais não foi completamente 

“silenciada”. Este fato ficou evidenciado quando animais induzidos a tolerância nasal 

desenvolveram uma intensa resposta eosinofílica na cavidade peritoneal quando 

desafiados com OVA i.p. simultaneamente a OVA i.n., a despeito da resposta alérgica 
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continuar inibida nas vias aéreas desses animais (Figura 3). Esses dados mostram 

claramente que o modelo de tolerância nasal usado neste estudo, ao contrário da 

tolerância oral, é um fenômeno local, restrita ao pulmão, e não sistêmica, caracterizada 

pela produção antígeno-específica de anticorpos IgG1 (Figura 2D) e pela resposta 

eosinofílica na cavidade peritoneal (Figura 3). 

Estudos prévios sugerem uma associação entre supressão da resposta alérgica pela 

indução da tolerância de mucosas e a emergência de células Treg [140, 148, 150, 151]. 

Entretanto, não identificamos aumento de citocinas supressoras nem de células Treg nas 

vias aéreas e mLN dos animais com tolerância oral (Figura 4).  

Como demonstrado previamente pelo nosso grupo, camundongos transgênicos 

com repertório monoclonal para linfócitos T e B (T-Bmc), cujas células Treg naturais 

estão ausentes, a exposição da mucosa ao antígeno leva a uma rápida geração de células 

Treg nos linfonodos drenantes e no baço [57]. Essa indução inicial de células Treg pela 

prévia exposição oral do antígeno parece inibir o desenvolvimento de células 

inflamatórias Th2 de maneira dependente de TGF-β [57]. De fato, usando camundongos 

T-Bmc, foi mostrado que células Treg foram capazes de suprimir a ativação inicial, 48h 

depois da sensibilização com o antígeno relacionado [57]. No entanto, após o 

estabelecimento da tolerância, essas células parecem ser dispensáveis para sua 

manutenção in situ. Em contraste, um aumento de células Treg foi encontrado nas vias 

aéreas e mLN do grupo tolerante nasal (Figura 4). Nesse caso, o aumento de células Treg 

in situ sugere uma possível participação dessas células na manutenção da tolerância nas 

vias aéreas desses animais. Como demonstrado por Ostroukhova e colaboradores, o 

aumento de células T CD4
+
 que co-expressam Foxp3 e TGF-β ligado a membrana (LAP) 

estariam envolvidas na supressão da resposta alérgica na tolerância nasal [152]. Nesse 

trabalho, a expressão de Foxp3 em células isoladas do baço e re-estimuladas in vitro com 

OVA, está aumentada nos animais tolerantes, mas não nos animais alérgicos [152]. De 

forma interessante, verificamos que somente camundongos RAG
−/−

 reconstituídos com 

células T CD4
+
 provenientes dos camundongos induzidos a tolerância oral não foram 

capazes de gerar uma resposta alérgica nas vias aéreas e na cavidade peritoneal quando 

desafiados com OVA i.n. e i.p. respectivamente (Figura 5).  

Em conjunto, esses resultados mostram que a tolerância oral distingue da 

tolerância nasal quanto à manutenção da tolerância após sensibilização e desafios com 

OVA. Nos animais com tolerância nasal, o aumento de células Treg nas vias aéreas e 

mLN pode estar relacionado com a supressão local enquanto a supressão sistêmica nos 
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camundongos com tolerância oral pode ser devido a inibição do desenvolvimento de 

células inflamatórias Th2 e/ou deleção clonal dessas células quando re-expostas ao 

antígeno de forma imunogênica durante a sensibilização [153].  

Uma questão crucial para o entendimento dos mecanismos de supressão das 

respostas imunes é o local onde células Treg exercem sua atividade supressora. A 

presença dessas células nos órgãos linfóides parece ser necessária para a eficiente 

supressão da ativação de linfócitos T [100]. Contudo, alguns dados indicam que células 

Treg são recrutadas para o sítio inflamatório e suprimem a função das células T efetoras 

in situ [100, 154, 155]. Nossos resultados mostraram que células Treg acumulam nas vias 

aéreas e mLN. Em concordância com os nossos resultados, o aumento de células Treg 

também foi observado em um modelo de inflamação induzida por antígenos derivados de 

ovos de parasitas [156], ou em outras condições patológicas, tais como artrite reumatóide, 

diabetes do tipo 1, sarcoidose e tecidos transplantados [100, 155, 157-162]. Assim, em 

nosso modelo de inflamação alérgica, é válido pensar que o sítio inflamatório leva a 

migração de células Treg para as vias aéreas. De fato, tem sido mostrado que o 

recrutamento de células Treg expressando Foxp3 para o sítio inflamatório é dependente 

de receptores de quimiocinas como CCR4 [162] e CCR8 [99], onde seus ligantes CCL17, 

CCL22 e CCL1 são altamente expressos durante uma inflamação alérgica pulmonar [96, 

163]. Nossos dados indicam que células Treg expandem no mLN e migram para as vias 

aéreas, onde exibem expressão aumentada de CCR4, CD44 e CD54 e diminuição 

acentuada de CD62L, fenótipo esse relacionado com células efetoras e/ou de memória 

Th2. Além disso, este fenótipo distinguiu células Treg presentes nas vias aéreas daquelas 

presentes no mLN (Figuras 7, 8, 9). Além disso, mostramos que as células Treg que 

acumulam nas vias aéreas dos animais alérgicos adquirem fenótipo de células ativadas, 

como demonstrado pelo aumento da expressão de CTLA-4 e GITR (Figura 9), 

contrariamente as células Treg presentes no mLN. Esses resultados sugerem um estágio 

funcional importante das células Treg que migram para o sítio de inflamação. Por 

exemplo, a perda da expressão de CD62L e a aquisição de CD54 contribuem para a sua 

migração para o pulmão [108]. De forma interessante, vimos que a migração das células 

Treg não é restrita ao pulmão uma vez que, quando induzida uma inflamação alérgica na 

cavidade peritoneal, nós também verificamos aumento de células Treg no lavado 

peritoneal (Figura 10). Assim, as evidências que surgem com os nossos achados é que 

células Treg expandem nos linfonodos drenantes, tornam-se ativadas e migram para os 
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sítios de inflamação alérgica, provavelmente por que nesses sítios de inflamação alérgica 

há aumento da expressão dos ligantes de CCR4 e moléculas de adesão [93, 164].  

Como descrito recentemente, a perda da expressão de CCR4 inibe drasticamente o 

acúmulo de células T CD4
+
CD25

+
 no pulmão e pele [165]. Camundongos deficientes 

para CCR4 também falham na indução de tolerância ao transplante após administração de 

anti-CD154 com esplenócitos do doador, o qual foi associado com a diminuição de 

células T Foxp3
+
 no transplante [155]. Estudo prévio indica uma divisão de tarefas entre 

células Treg “naive” e ativadas [102]. Por exemplo, células Treg naive usam o receptor 

CCR7 para recircular pelos linfonodos onde elas controlam o estágio de diferenciação e 

expansão de uma resposta imune adaptativa enquanto em células Treg ativadas, a 

expressão de CCR7 é dispensável para o acúmulo dessas células no sítio de inflamação e 

supressão da resposta inflamatória, como observado em camundongos deficientes de 

CCR7 [102]. Em nosso modelo, o papel do CCR7 não pode ser observado uma vez que a 

expressão de CCR7 nas células Treg presentes nas vias aéreas dos animais alérgicos foi 

semelhante à observada nas células Treg do mLN. Usando um modelo de transplante, foi 

demonstrado que células Treg primeiro migram do sangue para o tecido transplantado 

onde elas são ativadas e então migram para os linfonodos drenantes de uma maneira 

dependente de CCR7. Essa movimentação foi essencial para a supressão da rejeição ao 

transplante [100], porém, parece não ocorrer em nosso modelo visto que células Treg 

com fenótipo de células ativadas não foram encontradas no mLN. 

Por causa da dificuldade metodológica para excluir especificamente células Treg 

das vias aéreas de maneira a permitir determinar o papel dessas células na inflamação 

pulmonar, nós estudamos a atividade supressora in vitro das células T CD4
+
CD25

+
 do 

pulmão dos animais alérgicos. Nossos resultados mostram claramente que células T 

CD4
+
CD25

+
 contendo células Treg Foxp3

+
 ativadas eficientemente suprimiram a 

proliferação de células T efetoras e/ou memória CD4
+
CD25

–
. Curiosamente, essas células 

T CD4
+
CD25

+
 não foram capazes de suprimir a secreção das citocinas IL-4 e IL-5 por 

células T CD4
+
CD25

–
 estimuladas com anti-CD3 (Figura 13). Devido células T 

CD4
+
CD25

+
 presentes no sítio inflamatório conter também células efetoras (T 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

−
), evidenciado pela detecção da produção de IL-4 e IL-5 no 

sobrenadante da cultura de células CD4
+
CD25

+
 (Figura 13B, C), nós purificamos células 

Foxp3 fluorescentes (Foxp3-GFP) do pulmão de camundongos Foxp3gfp.KI e avaliamos 

sua função quanto a supressão da produção de citocinas Th2 por células T CD4
+
Foxp3

−
. 

Como esperado, mesmo células Treg altamente purificadas (>98% de células Foxp3
+
) 
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falharam na supressão da produção de IL-4 e IL-5 por células efetoras Th2 (T 

CD4
+
Foxp3

−
) (Figura 14). Esses resultados podem explicar porque, a despeito do grande 

infiltrado de células Treg no pulmão, camundongos alérgico ainda apresentam resposta 

patológica do tipo Th2. Nossos dados corroboram com estudos anteriores mostrando que, 

em pacientes alérgicos, as células T CD4
+
CD25

+
 não suprimem a produção de citocinas 

Th2 [166]. A ineficiência das células Treg em suprimir citocinas inflamatórias em 

condições de respostas patológicas já estabelecidas foi também mostrada em granuloma 

sarcóide, no qual células Treg suprimiram a proliferação de células T, mas não a secreção 

de TNF-α [161]. Particularmente, em um modelo experimental de encefalomielite, 

células Treg também expandiram após exposição de antígenos da mielina e infiltraram o 

sistema nervoso central, mas essas células não foram capazes de suprimir nem a 

proliferação das células T efetoras do tecido alvo nem as citocinas inflamatórias 

produzidas por essas células [167]. Baseado em nossos resultados e em estudos 

anteriores, parece que o microambiente inflamatório prejudica a função supressora das 

células Treg. 

Até o momento, modelos murinos de inflamação alérgica pulmonar, incluindo a 

asma, têm sido extensivamente estudados no estágio agudo da doença. Asma, no entanto, 

é uma doença crônica com recorrente exposição ao alérgeno. Trabalhos recentes têm 

mostrado que, ao contrário do que ocorre em humanos, a exposição crônica do alérgeno 

em camundongos leva a um fenômeno chamado de “tolerância inalatória local” 

caracterizado pela supressão da inflamação pulmonar e da hiperreatividade brônquica 

(AHR), mas que não altera os níveis de IgE sistêmico [48, 131, 168, 169]. Contudo, os 

mecanismos que levam ao desenvolvimento inicial do estágio alérgico com eosinofilia 

aérea e AHR e a sua resolução ao longo da exposição ao alérgeno ainda não está claro. 

Assim, foi utilizado também nesse projeto um modelo de exposição crônica das vias 

aéreas desenvolvido em nosso laboratório para verificarmos o curso da inflamação 

alérgica com o tempo e exposição à OVA. 

Inicialmente, estudamos a progressão natural da alergia, de uma exposição aguda 

com eosinofilia aérea, AHR e produção de IgE, para uma exposição crônica ao alérgeno. 

Em comparação com a resposta aguda, a exposição crônica levou a diminuição da 

inflamação alérgica pulmonar e da produção de muco por células do epitélio brônquico, 

redução da secreção de citocinas Th2 e quase completa resolução da AHR, mas cursou 

com altos níveis sistêmico de anticorpos IgE e IgG1 anafiláticos (Figuras 15, 16, 17, 18). 

Esses resultados estão em concordância com outros trabalhos mostrando que a exposição 
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crônica das vias aéreas a OVA em camundongos reduz a resposta inflamatória pulmonar 

e AHR, mas que não altera a produção de IgE [48, 131, 132, 168-170]. Apesar da 

resposta celular no pulmão diminuir com a exposição crônica a OVA, o aumento dos 

níveis IgE e IgG1 anafilático no soro mostram que os processos envolvidos na produção 

de anticorpos não são afetados pelo fenômeno de tolerância inalatória local. 

Os mecanismos que levam ao estado de baixa responsividade localizada no sítio 

de exposição ao antígeno dos animais expostos continuamente a OVA e que, no entanto, 

não altera a resposta humoral de IgE e IgG1 anafilático, ainda não estão claros. O 

aumento de IgG2a no soro do grupo com exposição crônica sugerem que citocinas como 

IFN- pode estar aumentada nesses animais e contribuir para a inibição da resposta Th2 

inflamatória no pulmão. Entretanto, não identificamos aumento de IFN- nem no BAL 

nem produção aumentada dessa citocina em cultura de células do pulmão dos animais 

com exposição crônica ao antígeno (Figura 19). Além disso, camundongos deficientes 

para o gene da citocina (IFN-
−/−

), semelhante aos camundongos wild-type, 

desenvolveram o fenômeno de tolerância inalatória local (Figura 19). Nossos achados 

estão em concordância com estudos anteriores, onde foi demonstrado que a tolerância 

local ocorreu mesmo em camundongos ER (ER, de endotoxin-resistent) [170]. Esses 

camundongos possuem uma deleção no receptor de Toll-4 e, consequentemente, não 

respondem para endotoxina, sabidamente responsável pela indução de células Th1 (via 

IL-12) e sua produção de IFN- [170]. Em contraste, em trabalho recente, Lafaille e 

colaboradores mostraram que a resposta eosinofílica das vias aéreas pode ser restaurada 

quando animais com exposição crônica a OVA são tratados com anticorpos anti-IFN- 

durante o estabelecimento da tolerância inalatória local [171]. No entanto, os animais 

utilizados por este grupo foram animais transgênicos que possuem repertório monoclonal 

para os linfócitos T e B local [171]. 

Outra explicação para a indução da tolerância inalatória local seria à emergência e 

o acúmulo de células Treg no pulmão e vias aéreas desses animais. Trabalhos recentes 

têm sugerido que a resolução da asma crônica experimental requer o acúmulo de células 

Treg nas vias aéreas e/ou linfonodos drenantes [74, 135, 172]. Entretanto, não 

observamos acúmulo dessas células nas vias aéreas ou mLN (Figura 20). Baseado nos 

resultados mostrados nas Figuras 13 e 14, era de se esperar que células Treg 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 não estivessem envolvidas com a supressão da inflamação 

eosinofílica nos animais com exposição crônica a OVA, pois essas células não 
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suprimiram a secreção de IL-5, citocina crucial para o desenvolvimento, ativação e 

recrutamento de eosinófilos para o foco inflamatório. De acordo com nossos achados, 

Lafaille e colaboradores mostraram que células Treg são dispensáveis para a supressão da 

resposta alérgica pulmonar induzida pela exposição crônica das vias aéreas a OVA, como 

observado em camundongos transgênicos deficientes na geração de células T Foxp3
+
 

(camundongos com repertório monoclonal para linfócitos T e B [T-Bmc] e que carregam 

o gene deficiente de Foxp3 [scurfy]) [171]. Em trabalho elegante, Niu e colaboradores 

mostraram que a supressão das vias aéreas pela exposição repetida a OVA está associada 

com o aparecimento de uma população de macrófagos F4/80
+
 que expressam TGF-β 

[133]. Em nosso modelo, também encontramos alta expressão de LAP, forma do TGF-β 

associado à membrana, em macrófagos MHCII
+
F4/80

+
 e em células dendríticas 

MHCII
+
CD11c

+
 presentes no pulmão dos animais com exposição crônica a OVA. No 

entanto, a expressão de LAP nesses animais não foi diferente da observada nos animais 

com exposição aguda ao antígeno (Figura 21B, C). Além disso, não detectamos 

diminuição da expressão de moléculas de MHCII nem de moléculas co-estimuladoras 

CD40 e CD80 em células dendríticas CD11b
+
CD11c

+
 do pulmão dos animais com 

exposição crônica (Figura 22). Essas células têm sido descritas como essenciais não 

apenas na geração como também na manutenção da inflamação alérgica pulmonar [173, 

174] e uma diminuição da expressão de moléculas co-estimuladoras por células 

dendríticas poderia resultar na baixa resposta dos linfócitos T CD4
+
 intrapulmonares. Não 

está claro em nosso modelo se os níveis ainda elevados de TGF-β no BAL (Figura 20) 

e/ou a alta expressão de LAP na membrana dos macrófagos e células dendríticas das vias 

aéreas (Figura 21) tem algum papel na inibição da resposta alérgica pulmonar. 

Devido a dificuldade metodológica para bloquear a secreção ou atividade do 

TGF-β especificamente nas vias aéreas de maneira a permitir determinar o papel dessa 

citocina na supressão in situ dos animais com tolerância inalatória local, nós avaliamos de 

forma indireta o papel do TGF-β nas vias aéreas desses animais induzindo uma resposta 

imune inata local pela administração de LPS intranasal juntamente com o último desafio 

com OVA (OVA-LPS). Nós observamos que a resposta imune inata induzida por LPS, 

caracterizada pelo aumento de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e TNF-α) e o influxo de 

neutrófilos para as vias aéreas, não foi inibida (Figura 23 e Figura 24A, B). Esses dados 

sugerem que mecanismos de supressão não específicos, como a produção de TGF-β, 

cujos níveis dessa citocina foram mantidos com a exposição crônica do antígeno, podem 

não estar envolvidos no estabelecimento da tolerância inalatória local. Curiosamente, nos 
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animais com exposição aguda a OVA, a produção de IL-1 e TNF foram menores que nos 

animais com exposição crônica, apesar do número de neutrófilos no BAL de ambos os 

grupos terem sido semelhantes (Figura 23 e Figura 24A, B). Uma explicação para o fato é 

que os níveis de IL-10 nas vias aéreas dos animais com exposição aguda foram muito 

maiores que nos animais com exposição crônica (Figura 20D). Como descrito na 

literatura, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatória capaz de suprimir respostas imunes 

bloqueando a produção e a função de várias outras citocinas em diferentes tipos celulares, 

provavelmente pela indução de SOCS3 e/ou SOCS1 (SOCS, de suppressor of cytokine 

signaling) [175-178].  

Além disso, verificamos que a supressão da inflamação eosinofílica é restrita ao 

compartimento pulmonar dos animais induzidos a tolerância inalatória local, uma vez que 

esses animais desenvolveram uma inflamação eosinofílica na cavidade peritoneal quando 

exposta de forma aguda ao antígeno (Figura 25) e que a tolerância inalatória local é um 

fenômeno dependente da exposição crônica e contínua do antígeno, visto que a inibição 

da resposta alérgica pulmonar pôde ser restaurada quando a exposição das vias aéreas a 

OVA foi interrompida por um período de 28 dias e restabelecida subsequentemente de 

forma aguda (Figura 26). Interessantemente, animais induzidos a tolerância nasal 

(expostos previamente a OVA pela via intranasal) exibiram tolerância das vias aéreas 

duradoura mesmo após 28 dias sem desafio com OVA i.n.. Esses resultados mostram que 

a tolerância gerada pela exposição crônica das vias aéreas a OVA difere da tolerância 

nasal gerada pela previa exposição do antígeno pela mucosa aérea, embora ambas sejam 

caracterizadas por uma supressão local, mas não sistêmica 

Os mecanismos envolvidos na resolução da asma crônica em modelos murinos 

ainda não estão claros. Em pacientes asmáticos, a prolongada inflamação alérgica tem 

sido associada com a resistência das células inflamatórias a apoptose nas vias aéreas e no 

sangue desses indivíduos [111, 112, 179], acarretando na severidade da patologia da 

asma [180]. Como modelos murinos de asma crônica resultam na diminuição da resposta 

alérgica pulmonar com o tempo e exposição ao antígeno [132], era plausível se pensar 

que a suscetibilidade a apoptose das células inflamatórias em camundongos ao invés de 

diminuída, estivesse aumentada. De fato, animais expostos cronicamente a OVA 

apresentaram uma frequência de células apoptóticas (anexina-V
+
PI

−
) nas vias aéreas duas 

vezes maior que os animais com exposição aguda. A inflamação eosinofílica das vias 

aéreas e AHR em indivíduos asmáticos bem como em modelos murinos são atribuídos, 

em grande parte, a ativação de células Th2 e citocinas por elas secretadas [21, 109]. Visto 
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a importância dessas células no desenvolvimento de uma resposta alérgica in situ, seria 

de se esperar uma diminuição de células Th2 (CD4
+
) nas vias aéreas dos animais 

expostos cronicamente a OVA como resultado da apoptose dessas células. No entanto, o 

aumento da apoptose das células inflamatórias no BAL dos animais com exposição 

crônica foi associado com a diminuição de eosinófilos (MHCII
−
Gr1

int
CCR3

+
), mas não 

de linfócitos T (CD4
+
 e CD8

+
) (Figura 27). Em concordância com esses achados, 

trabalhos prévios têm mostrado que eosinófilos de indivíduos asmáticos exibem uma 

maior resistência a apoptose e que o acúmulo dessas células no pulmão está inversamente 

relacionado com a apoptose de eosinófilos [112, 116, 117]. Assim, defeitos na apoptose 

de eosinófilos teria um papel importante na incapacidade dos indivíduos asmáticos de 

resolverem as respostas alérgicas mediadas por linfócitos Th2. Nossos resultados 

mostram que eosinófilos migram normalmente para as vias aéreas de camundongos 

BALB/c com exposição crônica 4h após o último desafio com OVA. No entanto, essas 

células não acumulam nas vias aéreas 24h após os animais terem sido desafiados com o 

antígeno (Figura 28). De forma surpreendente, camundongos AIRmax (camundongos 

geneticamente selecionados para a máxima resposta inflamatória aguda) mostraram 

acúmulo de eosínófilos quando submetidos ao mesmo tratamento. Esses camundongos 

geneticamente selecionados exibiram um rápido influxo de eosinófilos para as vias aéreas 

4h após desafio antigênico e manteve o número dessas células elevado após 24h do 

desafio (Figura 28).  

A persistente inflamação eosinofílica nos camundongos AIRmax expostos 

cronicamente a OVA foi relacionada com a apoptose reduzida das células inflamatórias 

nas vias aéreas (Figura 28B). Resultados semelhantes foram encontrados em biópsia da 

mucosa de pacientes com asma e bronquite crônica [112], sugerindo que a resposta 

inflamatória crônica das vias aéreas em indivíduos asmáticos é, ao menos em parte, 

resultado da não susceptibilidade dos eosinófilos a morte por apoptose. Além disso, 

nossos dados mostram que a morte por apoptose parece ser restrita aos eosinófilos 

(Figura 30), pois os linfócitos não apresentaram aumento da expressão de anexina-V no 

BAL (Figura 31) e o número de neutrófilos que infiltram as vias aéreas é igual nos 

diferentes grupos experimentais (agudo, crônico e controle LPS) após administração de 

LPS i.n. no último desafio com OVA (Figura 23).  

O entendimento dos eventos que levam ao acúmulo de eosinófilos em respostas 

mediadas por linfócitos Th2 está bem estabelecido na literatura. No entanto, pouco se 

sabe sobre os mecanismos que controlam a resolução da inflamação eosinofílica em 
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diferentes doenças alérgicas, incluindo a asma. Em indivíduos asmáticos, a redução da 

apoptose de eosinófilos tem sido associada com a persistente inflamação eosinofílica das 

vias aéreas [111, 112]. Trabalhos têm mostrado que a apoptose espontânea de eosinófilos 

in vitro pode ser prevenida incubando essas células com fatores solúveis como IL-3, IL-5 

e GM-CSF [120]. No entanto, esses fatores falham na prevenção da apoptose de 

eosinófilos quando anticorpos monoclonais anti-Fas são adicionados a cultura [121]. 

Ainda não está claro se durante a resolução da inflamação alérgica, eosinófilos sofrem 

morte celular pela ausência de fatores solúveis de sobrevida ou se essas células podem ser 

ativamente induzidas a morte celular programada (ou apoptose) como, por exemplo, via 

Fas/FasL [121, 181].  

Nossos resultados mostram que o sobrenadante do BAL dos camundongos 

BALB/c expostos cronicamente a OVA aumentaram a morte in vitro das células 

inflamatórias, principalmente eosinófilos, obtidas das vias aéreas de ambos os grupos 

(com exposição aguda ou crônica) (Figura 32). O mesmo não foi observado quando as 

células obtidas das vias aéreas dos animais do grupo agudo e crônico foram cultivadas na 

presença do sobrenadante do BAL dos animais com exposição aguda (Figura 32). De 

forma interessante, o sobrenadante do BAL dos camundongos AIRmax expostos 

cronicamente a OVA não induziu aumento da morte das células inflamatórias, 

principalmente eosinófilos, obtidas das vias aéreas dos camundongos expostos de forma 

aguda ou crônica a OVA (Figura 33). Esses dados sugerem que fatores solúveis presentes 

(ou ausentes) nas vias aéreas dos camundongos BALB/c expostos cronicamente a OVA 

levam a apoptose de eosinófilos resultando, ao menos em parte, na diminuição da 

inflamação alérgica pulmonar. É importante ressaltar que a ausência ou diminuição de 

fatores de sobrevida de eosinófilos, como IL-3, IL-5 e GM-CSF, nas vias aéreas desses 

animais também podem resultar na morte programada dessas células. No entanto, ao 

contrário do nosso modelo, tal processo foi observado durante a resolução espontânea da 

inflamação alérgica das vias aéreas pela interrupção da estimulação antigênica após o 

estabelecimento da patologia [114]. Esse trabalho, no entanto, não pode explicar se 

durante uma exposição contínua das vias aéreas ao antígeno a IL-3 é diminuída 

localmente resultando na supressão da resposta eosinofílica. Embora nossos dados 

mostrem uma diminuição de IL-5 no BAL dos animais com exposição crônica (Figura 

18B), a diminuição dos níveis dessa citocina pode ser apenas resultado da diminuição de 

eosinófilos, células também produtoras de IL-5 [182] nas vias aéreas desses animais. Por 

outro lado, é possível que a presença de fatores solúveis, tais como a forma solúvel do 
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FasL (sFasL), possa contribuir com a apoptose de eosinófilos. Em concordância com essa 

hipótese, Tsuyuki e colaboradores mostraram que eosinófilos podem ser induzidos a 

apoptose in vitro pela adição de anticorpos monoclonais anti-Fas a cultura, mesmo na 

presença de IL-3, IL-5 ou GM-CSF [121]. Entretanto, trabalhos sugerem que o FasL 

associado a membrana (mFasL) pode ser clivado e liberado na forma solúvel (sFasL) 

durante a inflamação. Nesse caso, o sFasL não leva a trimerização do Fas e a apoptose da 

célula alvo, mas age como um fator pró-inflamatório aumentando a severidade da 

patologia [183-185]. Apesar da indução aumentada à morte das células inflamatórias pela 

adição do sobrenadante do BAL dos camundongos BALB/c expostos cronicamente a 

OVA, ainda não está claro se a presença de fatores solúveis ou a ausência deles é que 

contribuem para o aumento da apoptose de eosinófilos e a diminuição da inflamação 

alérgica em nosso modelo de tolerância inalatória local.  

Finalmente, FasL é expresso não apenas em células do sistema imune mas 

também nos tecidos da câmara anterior dos olhos, testículos e cérebro conferindo as 

células desses compartimentos proteção da morte mediada por células do sistema imune, 

regiões conhecidas como “imuno-privilegiadas” [186]. Semelhante as células teciduais 

desses compartimentos, tem sido mostrado também que células do epitélio pulmonar em 

humanos expressam FasL e podem funcionar como uma “barreira imune” nas vias aéreas 

[187]. Assim, é provável que a exposição crônica das vias aéreas ao antígeno induza nas 

células do parênquima pulmonar o aumento da expressão de FasL e a morte de 

eosinófilos que infiltram o tecido após desafio antigênico. De fato, a expressão de FasL é 

aumentada em pacientes com asma severa tratados com esteróides [179]. Essas questões 

são de fundamental importância para a compreensão da resolução da resposta alérgica 

pulmonar em camundongos e sua futura aplicação no tratamento da asma alérgica em 

pacientes asmáticos. Nesse contexto, Chuang e colaboradores mostraram em modelo 

murino de asma alérgica que a administração intratraqueal de adenovírus expressando o 

gene para FasL ou a administração intravenosa de células dendríticas infectadas com esse 

adenovírus reduziu a AHR e inflamação alérgica pulmonar pela indução de apoptose de 

eosinófilos e células Th2 nas vias aéreas desses animais [122, 123].  
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6 CONCLUSÕES 

 

Inicialmente, mostramos que enquanto na tolerância oral a inibição sistêmica da 

resposta alérgica parece ser mediada pela inibição da diferenciação de células Th2 e/ou 

depleção dessas células após sensibilização antigênica, na tolerância nasal o aumento de 

células Treg nas vias aéreas e linfonodo drenante parecem mediar a supressão local, mas 

não sistêmica da resposta alérgica pulmonar nesses animais. Nossos resultados 

mostraram também que células Treg migram para as vias aéreas dos animais alérgicos e 

exibem fenótipo de células de memória e efetoras como a baixa expressão de CD62L e o 

aumento da expressão de moléculas de adesão ICAM-1 e CD44 e do receptor de 

quimiocina CCR4 distinguindo-as das células Treg presentes no linfonodo mediastinal 

drenante. Essas células que acumulam no pulmão dos animais alérgicos foram eficientes 

na supressão da proliferação de células T efetoras, mas falharam na inibição da secreção 

de citocinas Th2 por essas células, explicando em parte porque o acúmulo de células Treg 

não é suficiente para suprimir a resposta eosinofílica pulmonar nos animais alérgicos. No 

estágio crônico da asma alérgica, a contínua exposição do alérgeno levou a um fenômeno 

de tolerância inalatória local, caracterizada por uma supressão da resposta celular local, 

mas não da resposta humoral, caracterizada pelos altos níveis de anticorpos anafiláticos 

sistêmico. Esse fenômeno foi induzido necessariamente pela exposição crônica e 

contínua do antígeno e mediada por um mecanismo independente de IFN-, da ausência 

de co-estimulação por células dendríticas pulmonares ou de uma disfunção de células T 

específicas para OVA, como demonstrado pela inflamação eosinofílica induzida na 

cavidade peritoneal ou após interrupção e posterior re-exposição das vias aéreas ao 

antígeno de forma aguda. Além disso, a supressão local das vias aéreas parece não 

depender do acúmulo de células Treg nem de IL-10, ambas reduzidas nas vias aéreas dos 

animais com tolerância inalatória local. No entanto, os níveis elevados de TGF- 

presentes no BAL dos animais expostos cronicamente à OVA e a alta expressão de LAP 

por macrófagos e células dendríticas presentes no pulmão desses animais podem estar 

envolvidos na inibição da inflamação alérgica das vias aéreas. Finalmente, a tolerância 

inalatória local parece ser resultado de um mecanismo regulatório local em que 

eosinófilos são induzidos a apoptose in situ, mas que não prejudica o desenvolvimento de 

uma resposta imune inata induzida por LPS no local. Além disso, o aumento da morte de 

eosinófilos por fatores solúveis presentes nas vias aéreas após exposição crônica do 
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antígeno parece contribuir para a morte celular programada dessas células. Os 

mecanismos envolvidos na indução de apoptose de eosinófilos in situ ainda não estão 

claros, mas pode depender do aumento da expressão de FasL por células do parênquima 

pulmonar ou pela ausência de fatores solúveis de sobrevida de eosinófilos , tais como IL-

3, IL-5 e GM-CSF, nas vias aéreas desses animais expostos cronicamente a OVA. 
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