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LBA de fêmeas e machos observamos uma exacerbação de aproximadamente 

120% e 128%, respectivamente, do influxo eosinofílico nos animais expostos 

prenatalmente à dexametasona e desafiados com OVA em comparação ao grupo 

controle. Nos protocolos de exposição pré-natal ao LPS, notamos um aumento do 

peso dos descendentes fêmeas e machos ao nascer, de aproximadamente 10,5% 

e 9,6%, respectivamente, em comparação com o controle. Este aumento foi ainda 

maior no desmame, quando fêmeas e machos prenatalmente expostos ao LPS 

estavam 19% e 22,5% mais pesados que os animais controle. Os animais 

prenatalmente expostos ao LPS, tanto fêmeas quanto machos, apresentaram 

redução significativa do influxo eosinofílico (aproximadamente 66,5% e 66,7%, 

respectivamente) no LBA dos animais desafiados com OVA em relação aos 

animais controle. O tratamento pré-natal com aminoguanidina restaurou o influxo 

eosinofílico, mantendo-o igual aos valores do grupo controle. No conjunto, nossos 

dados mostram que a exposição pré-natal à corticóides exógenos ou LPS são 

capazes de promover alterações na resposta inflamatória alérgica pulmonar na 

prole adulta, possivelmente por alterações na programação do eixo HPA. 
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prenatally to dexamethasone in comparison with control animals. The prenatal 

exposure to LPS caused an increase of body weight in male and female offspring 

at birth, approximately 10.5% and 9.6% respectively, in comparison with saline 

controls. This increase was higher at weaning, when females and males prenatally 

exposed to LPS were approximately 19% and 22.5% heavier than control animals. 

Animals prenatally exposed to LPS, both females and males, showed significant 

reductions of eosinophil influx (66.5% and 66.7% respectively) in the BAL fluid of 

animals challenged with OVA compared with control animals. Prenatal treatment 

with the nitric oxide synthesis inhibitor, aminoguanidine, restored the eosinophil 

influx to control values. Taken together, our data show that prenatal exposure to 

either exogenous corticoids or LPS are able to promote changes in the pulmonary 

allergic inflammatory response in adult offspring, possibly due to changes in HPA 

axis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 É incontestável que o atentado terrorista de 11 de setembro de 2001 ao 

World Trade Center deixou diversas seqüelas para a sociedade americana, e, 

ainda hoje, a mídia divulga conseqüências sociais e políticas deste evento. Mas 

que impacto teria este evento sobre o desenvolvimento das crianças que estavam 

no período gestacional durante o atentado? Um estudo de 2004 avaliou os 

descendentes de 300 mulheres não-fumantes que estavam grávidas durante o 

atentado; estas mulheres foram expostas ao estresse psicológico, poeira, 

alérgenos e fumaça decorrentes do evento. Os resultados deste estudo mostraram 

que, em comparação com filhos nascidos de mães não expostas ao evento, os 

filhos gerados pelas mães que viveram a tragédia do World Trade Center 

apresentaram diminuição de peso, de estatura e de circunferência craniana1. 

 Eventos externos vivenciados pelas mães durante a gestação parecem ter 

habilidade de modificar a função do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) dos 

descendentes provocando, inclusive, alterações tardias, que podem se estender 

até a idade adulta. A primeira observação deste fenômeno foi feita por Levine há 

mais de 50 anos2. 

 Estudos epidemiológicos têm mostrado que tanto o ambiente pré-natal, 

quanto o pós-parto influenciam a susceptibilidade a doenças3. Aparentemente, 

níveis elevados de corticosteróides no plasma materno estão relacionados com o 

baixo peso ao nascer, risco de intolerância à glicose, hipertensão arterial e 

síndrome metabólica4-6, além de alterações comportamentais7. São exemplos de 

manipulação no período perinatal o estresse pré-natal, restrição nutricional, 
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manipulação neonatal, privação aos cuidados maternos, exposição aos 

glicocorticóides e a infecções3. Alteração no peso da prole é observada em ratos 

expostos ao estresse pré-natal7-9 ou à dexametasona na última metade da fase 

intra-uterina10. Sugere-se que a mudança de peso dos descendentes pode ser 

explicada pela alteração da programação fetal do eixo HPA, processo em que um 

estímulo (ou estressor), aplicado em um período crítico do desenvolvimento, 

resulta em uma adaptação permanente da fisiologia do organismo6. Além disso, 

animais submetidos a estresse pré-natal, desnutrição ou exposição a 

glicocorticóides na gestação dão origem a descendentes com hipertensão arterial 

ou intolerância à glicose, e podem também, apresentar hiperatividade do eixo 

HPA11-13. 

 Além de estressores físicos e psicológicos, o desafio imune também tem 

habilidade de estimular a atividade do eixo HPA. Um exemplo disto é a 

capacidade do lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) em promover a liberação 

citocinas, como interleucina (IL)-1, fator alfa de necrose tumoral (TNF-α), IL-6, IL-2 

e interferon-gama. Estas citocinas, por sua vez, podem estimular o eixo HPA, 

através da liberação do hormônio liberador de corticotrofina (CRH), que ativa a 

liberação do hormônio adrenocorticotrófico ou corticotrofina (ACTH), seguido pela 

liberação de cortisol14. Tendo em vista o exposto acima, a exposição a agentes 

inflamatórios é potencialmente capaz de promover alterações na prole. 

 Estudos que expuseram ratas prenhes ao estresse psicológico e avaliaram 

a resposta imunológica na prole adulta apresentam resultados controversos. Em 

alguns deles, a resposta está aumentada, e em outros, até deprimida9,15,16. Estas 
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discrepâncias podem, talvez, ser explicadas pelos diferentes parâmetros avaliados 

e os diferentes protocolos de estresse aplicados. 

Deve-se considerar que o efeito dos estressores pré-natais sobre a 

resposta imune/inflamatória depende do tipo, do tempo e da intensidade do 

estressor, bem como do sexo, da idade e da espécie animal. Os estressores 

podem também ter um efeito bidirecional sobre a função imune/inflamatória, no 

qual em algumas condições poderia haver exacerbação e em outras supressão 

desta função9,15. 

 O embasamento teórico da resposta biológica ao estresse é muito bem 

estabelecido. Podemos especular que esta resposta biológica, quando evocada 

prenatalmente, promova alterações nos descendentes de modo a torná-los aptos 

a se adaptarem melhor ao ambiente hostil, promovendo um aumento da 

possibilidade de sobrevivência após o nascimento. Em nosso laboratório já foi 

observado que a exposição a um modelo de estresse crônico, que incluia períodos 

de privação de água e alimentação, iluminação ambiental contínua, inclinação da 

gaiola, agrupamento de animais, gaiola úmida, exposição a sala resfriada, barulho 

intermitente de 85 db, luz estroboscópica, garrafas vazias após privação de água, 

acesso restrito a alimentação, odor novo e objetos estranhos na gaiola (pedaços 

de madeira/vidro), por um período de quatorze dias consecutivos, durante as duas 

últimas semanas de gestação, produz ratos adultos mais susceptíveis ao 

desenvolvimento de asma alérgica induzido por OVA (ovalbumina)16. 
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1.1 Glicocortocóides 

 

 Os glicocorticóides são secretados pelo córtex da glândula adrenal a partir 

do colesterol. O principal glicocorticóide humano é o cortisol, e em ratos a 

corticosterona. Os glicocorticóides recebem estes nome devido à sua capacidade 

de promover a conversão de proteínas e lipídios em glicose; isto se dá em 

resposta ao estresse. Além disto, regulam a função imunológica, a resposta 

inflamatória, a embriogênese, o comportamento e a proliferação celular17. 

 Os glicocorticóides regulam sua própria secreção através de retro 

alimentação negativa que ocorre ao nível do hipotálamo e da hipófise com a 

inibição da síntese e/ou liberação do CRH, arginina vasopressina (AVP), 

proopiomelanocortina (POMC) e ACTH3. 

O cérebro é sensível a uma série de agentes conhecidos pela capacidade 

de afetar o seu desenvolvimento, como fatores de crescimento, fatores de 

transcrição e nutrientes. Os esteróides, em particular, possuem grande 

capacidade de programar o desenvolvimento fetal. O eixo HPA medeia a liberação 

de corticosteróides, regulando o ritmo circadiano em resposta ao estresse, e é 

suscetível à programação no período perinatal18. 

 A maturação do eixo HPA está relacionada ao desenvolvimento cerebral19. 

Algumas espécies animais, como ovelhas, primatas e cobaias desenvolvem o 

crescimento cerebral máximo e a maior parte da maturação neuroendócrina in 

útero; já os ratos, os coelhos e os camundongos apresentam grande parte do seu 

desenvolvimento neuroendócrino nos primeiros dias após o nascimento. Assim, a 
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manipulação pré-natal e pós-natal podem ter impacto em diferentes estágios do 

desenvolvimento, dependendo da espécie estudada20,21. 

 O tratamento pré-natal com dexametasona (DEX) em ratos, seja na terceira 

semana getacional ou durante toda a gestação, resulta em níveis plasmáticos 

elevados de corticosterona em descendentes machos adultos12,18. Este aumento 

parece estar associado a aumento da pressão arterial na idade adulta. Outro 

elucidativo estudo mostrou que o tratamento com glicocorticóides sintéticos no 

17°, 18° e 19° dias de gestação dá origem a descendentes machos mais capazes 

para responder a um estressor; ou seja, estes animais produzem uma quantidade 

maior de corticosterona quando expostos a fatores estressantes na vida adulta22. 

 Os mecanismos que promovem a programação do eixo HPA em adultos 

dependem da dose e do tempo de exposição18. Ratos adultos que foram expostos 

a glicocorticóides sintéticos na última semana de gestação apresentaram redução 

na expressão de receptores de mineralocorticóides e de glicocorticóides no 

hipocampo, mas não no núcleo paraventricular hipotalâmico (PVN). Esta redução 

hipocampal na sensibilidade aos corticóides aumenta a atividade do eixo HPA3. 

 A administração de glicocorticóides às gestantes portadoras de doenças 

auto-imunes é prática clínica comum23. Além disso, os glicocorticóides são 

administrados a neonatos para tratar a síndrome do estresse respiratório, e em 

mulheres grávidas para terapia ante natal e indução do parto24. Isto nos faz refletir 

sobre o impacto destes fármacos sobre os descendentes. O presente trabalho é o 

primeiro a relacionar a exposição pré-natal aos glicocorticóides com o 

desenvolvimento de asma na prole adulta. 

 



39 
 

1.2 LPS 

 

 Apesar estar bem estabelecido que os sistemas nervoso, endócrino e 

imunológico são anatomicamente e funcionalmente interconectados, expressando 

e respondendo a um grande número de moléculas regulatórias em comum, o 

impacto de desafios à homeostase materna sobre a resposta imune/inflamatória 

dos descendentes adultos ainda não é bem compreendida. 

 O LPS tem sido usado como uma valiosa ferramenta em estudos 

neuroendócrino-imunes. O LPS é um potente ativador do eixo HPA25,26; além 

disso, induz ao comportamento doente característico de situações de infecção27. 

 O LPS, maior componente da membrana celular externa de bactérias gram 

negativas, é constituído por três regiões principais: a região polissacarídea O, a 

qual caracteriza a bactéria do ponto de vista imunológico; a região polissacarídea 

central, formada pelo ácido 3-deoxi-D-mano-octo-2-ulosonico (Kdo), que é comum 

à maioria das bactérias, e a região lipídica (lipídeo A)28,29. O lipídeo A de 

Escherichia coli (E. coli) possui dois grupamentos fosfato e duas porções acil-oxi-

acil necessários para desencadear os efeitos da endotoxina em células 

humanas30,31.  

 Na literatura está estabelecido que a endotoxina desencadeia a maioria dos 

fenômenos fisiopatológicos observados em infecções causadas por esse tipo de 

bactérias32. Huang e colaboradores33 demonstraram que 466 genes são regulados 

positivamente (up-regulation) nas células dentríticas após exposição à E. coli, 

sendo que aproximadamente 88% dos genes são transcritos após exposição ao 

LPS purificado.  
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 O LPS liberado na circulação pode ser o responsável pelo choque séptico e 

síndromes relacionadas, como coagulação disseminada intravascular (DIC) e 

insuficiência múltipla de órgãos34. Estudos clínicos têm associado níveis elevados 

de LPS com risco maior de mortalidade, que parece ser independente da natureza 

da bactéria gram-negativa responsável pelo episódio séptico35. 

 A estimulação celular com LPS, tanto in vivo quanto in vitro, promove a 

liberação de várias substâncias, incluindo citocinas, prostaglandinas, óxido nítrico 

(NO), ânion superóxido e fatores pró-coagulantes36-39. Normalmente, o 

reconhecimento de componentes da parede de bactérias pelo hospedeiro é feito 

de maneira específica. Inicialmente, os agregados de LPS são dissociados pela 

proteína ligante de LPS (LBP) formando complexos LPS/LBP, que são transferidos 

para a glicoproteína de membrana CD14 presente em células monocíticas ou para 

a CD14 solúvel presente no sangue40,41. O complexo da LBP solúvel e LPS pode 

se ligar a células negativas para CD14, como as células endoteliais e 

epiteliais42,43. Entretanto, a glicoproteína CD14 não pode iniciar a sinalização 

intracelular uma vez que está localizada na porção extracelular da membrana e 

não possui um segmento transmembrana. 

 O Toll-like receptor 4 (TLR4) tem sido descrito como o receptor responsável 

pela transdução de sinal iniciada pelo LPS ou pelo complexo LPS/CD1444-46. Os 

receptores Toll foram descobertos inicialmente em Drosophila e depois 

identificados em outras espécies como camundongos e humanos. Estes 

receptores pertencem à família de receptores de imunidade inata, que possuem 

um grande domínio extracelular contendo resíduos repetidos de leucina, um único 

segmento trans-membrana e uma pequena porção citoplasmática que está ligada 
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à proteína adaptadora MyD8829. Atualmente, mais de 10 tipos de TLR foram 

descritos em humanos, mas o TLR4 parece ser o mais importante na sinalização 

de efeitos desencadeados pelo LPS47. A sinalização via TLR4 ocorre através do 

recrutamento seqüencial da molécula adaptadora MyD88 e da quinase associada 

ao receptor da IL-1 (IRAK)48. Logo em seguida, a IRAK se dissocia do receptor e 

interage com o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), que resulta na 

ativação celular através do fator nuclear kB (NF-kB) ou da quinase do N-terminal 

da Jun/proteína quinase (JNK/SAP), que são sistemas envolvidos na ativação de 

inúmeros genes inflamatórios49. A presença do receptor TLR4 já foi descrita em 

várias células como em monócitos, macrófagos, neutrófilos, células endoteliais e 

células epiteliais do túbulo renal50-53.  

 O LPS é um potente indutor da óxido nítrico sintase induzível (iNOS)54. O 

NO é um gás produzido por vários tipos celulares55 e exerce papel chave na 

regulação de múltiplas funções biológicas56,57. Muitas de suas ações são 

mediadas pela ativação da guanilil ciclase solúvel e conseqüente aumento da 

concentração de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) nas células-alvo58,59. 

 O NO é formado a partir do aminoácido L-arginina, por uma família de 

enzimas coletivamente conhecidas como NO sintases. Atualmente são conhecidas 

três NOS. Duas delas, a eNOS (óxido nítrico sintase endotelial ou NOS III) e a 

nNOS (óxido nítrico sintase neuronal ou NOS I) são expressas constitutivamente e 

são assim chamadas porque expressam o nome dos tecidos onde foram 

primeiramente identificadas. Ambas são reguladas pelo complexo 

Ca+2/Calmodulina, produzem pequenas quantidades de NO por curtíssimos 

períodos de tempo (de segundos a alguns minutos) e desempenham funções 
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regulatórias na neurotransmissão e no sistema cardiovascular. A terceira 

isoenzima é a iNOS (óxido nítrico sintase induzível ou NOS II) e é assim chamada 

por poder ser induzida por LPS e certas citocinas. Esta isoforma é independente 

de Ca+2 e pode produzir maiores quantidade de NO por períodos de tempo mais 

longos60,59. 

 As NOS são ativas na forma de homodímeros de pesos moleculares entre 

250-300 kDa61,62. A ligação da calmodulina aumenta a transferência de elétrons no 

domínio redutase e permite a redução do grupamento heme com conseqüente 

atividade da NOS63,64. Todas as isoformas da NOS podem ser inibidas, em graus 

variáveis, por análogos da L-arginina substituídos no grupamento guanidino 

(Nω)65,66, como o Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)65,66 e a aminoguanidina 

(AG), esta última apresenta seletividade para iNOS67,68. 

 Fibras nervosas produtoras de NO estão presentes em útero não-grávido 

de ratas69. Durante a gravidez, o NO apresenta funções como inibição da 

agregação plaquetária na circulação materno-fetal, aumento do fluxo sanguíneo 

placentário e supressão da contratilidade do miométrio (para revisão, veja Norman 

e Cameron70). 

 Outros mediadores vasodilatadores como cininas, prostaciclina e fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) também controlam a hemodinâmica útero-

placenta e feto-placenta durante a gravidez. A multiplicidade de componentes que 

conduzem à vasodilatação durante a gravidez parece ser reflexo de funções 

compensatórias em decorrência das mudanças hormonais que ocorrem neste 

período71. 
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 Por outro lado, a infecção materna está associada ao aborto, mortalidade 

perinatal e reabsorção fetal72. A infecção do trato urinário durante a gravidez é de 

ocorrência bastante comum73. Estudos epidemiológicos apontam que entre 2% a 

10% das mulheres grávidas desenvolverão bacteriúria assintomática74, sendo os 

microorganismos mais comuns a Klebsiella e E. coli75. Recente estudo avaliando a 

freqüência, fatores de risco e padrão de queixas urinárias durante a gravidez 

revelou que nas infecções por E. coli os sintomas mais comuns foram padrão 

miccional anormal seguido por sintomas irritativos. A história pessoal de infecção 

de trato urinário, a atividade sexual, bem como menor grupo socioeconômico 

foram fatores de risco para tal infecção76. 

 O impacto da endotoxemia pré-natal sobre a prole é pouco conhecido. 

Sabe-se que a exposição neonatal ao LPS provoca aumento na atividade do eixo 

HPA e alteração de mecanismos imunoregulatórios em resposta a um estressor77, 

além de alterações comportamentais78. Camundongos expostos durante toda a 

fase intra-uterina ao LPS deixam de responder à sensibilização e desafio 

pulmonar à OVA79, dados compatíveis com a teoria da higiene.  

 

 

1.3 Teoria da higiene 

 

A teoria da higiene é conhecida por tentar explicar a etiologia da asma e 

outras doenças alérgicas. Esta teoria é fundamentada na distribuição irregular de 

casos de doenças alérgicas nas regiões rurais e regiões urbanas. As regiões 

urbanas são significativamente mais afetadas pela asma do que as regiões 
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rurais80,81. Esta relação pode estar relacionada a uma mudança no balanço entre 

as células T-helper 1 (Th1) e T-helper 2 (Th2), na ausência da exposição a 

patógenos em fase prematura do desenvolvimento82. 

 Estudos epidemiológicos sobre a exposição a compostos de origem 

microbiana e prevalência de alergias indicam uma relação inversa entre a 

presença de LPS microbiano e o desenvolvimento de asma em crianças83,84. Ou 

seja, a exposição pré-natal a ambientes rurais pode proteger as crianças dos 

sintomas da asma, e, se a exposição continuar durante a vida, a proteção é 

mantida85. Por outro lado, a exposição a certos patógenos como vírus influenza, 

Mycoplasma pneumoniae e Chlamydophila pneumoniae pode promover asma ou 

exacerbar a asma já existente86,87. 

 A inibição do desenvolvimento de doenças alérgicas através da exposição a 

compostos microbianos necessita ser mais profundamente compreendida uma vez 

que alguns estudos reportam que a exposição ao LPS aumenta a incidência e 

gravidade de doenças atópicas88,89. 

Trabalho recente avaliando a produção de citocinas em sangue de cordão 

umbilical de crianças descendentes de mães expostas ao ambiente rural mostrou 

níveis elevados de interferon-gama e de TNF-α em comparação com crianças de 

áreas urbanas. Isto mostra que a exposição materna às atividades agrícolas 

durante a gravidez modula padrões de produção destas citocinas da prole no 

nascimento90. 

Peters e colaboradores91 apresentaram evidências de que as substâncias 

que proporcionam proteção contra o desenvolvimento de doenças alérgicas 

podem ser extraídas de poeira coletada em estábulos. Camundongos BALB-c que 
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inalaram esta poeira apresentaram redução da hiperreatividade brônquica e do 

aumento do número de eosinófilos nas vias aéreas após o desafio com OVA. 

 

 

1.4 Asma alérgica 

 

A asma é uma doença crônica bastante comum, tanto em adultos quanto 

em crianças, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade92. Estima-se 

que nos Estados Unidos 20 milhões de pessoas têm asma, sendo 6,2 milhões de 

crianças e 13,8 milhões de adultos93. Anualmente, ocorrem cerca de 350.000 

internações por asma no Brasil, constituindo-se na quarta causa de hospitalização 

pelo SUS (2,3% do total) e a terceira causa entre crianças e adultos jovens94. 

A asma é uma condição caracterizada por resposta inflamatória crônica das 

vias aéreas que resulta em broncoespasmo devido à liberação de uma variedade 

de mediadores inflamatórios espamogênicos provenientes de macrófagos 

alveolares, mastócitos, eosinófilos, linfócitos e neutrófilos95-97. O desenvolvimento 

da asma envolve interações entre fatores externos (poluição, infecções virais, 

exposição à alérgenos), genéticos (histórico familiar de atopia) e estilo de vida 

(fumo, dieta e uso de antibióticos), e tem como características clínicas crises de 

dispnéia, tosse e sibilos. É uma doença episódica, alternando crises agudas com 

períodos assintomáticos98,99.  

A asma pode ser dividida em dois principais tipos: asma intrínseca e 

extrínseca. A asma intrínseca apresenta história negativa para alergia e níveis 

séricos normais de imunoglobulina E (IgE). Neste caso, os pacientes desenvolvem 
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os sintomas típicos de asma (sibilo e dispnéia) após a exposição das vias aéreas 

a certos estímulos como infecções virais e/ou bacterianas, ar frio, inalantes 

irritantes (ex: dióxido de enxofre), drogas (ex: aspirina), estresse emocional e 

exercício físico100,101. A asma extrínseca é caracterizada por uma reação de 

hipersensibilidade do tipo I, induzida por um antígeno extrínseco. Este tipo inclui a 

asma alérgica (atópica), ocupacional e aspergilose broncopulmonar alérgica 

(colonização brônquica com Aspergillus, seguida pelo desenvolvimento de 

anticorpos IgE)100,101. A asma alérgica é a mais comum, sendo desencadeada por 

antígenos ambientais presentes na poeira, pólen, pêlos de animais, determinados 

alimentos, dentre outros. É freqüentemente associada a histórico familiar de 

atopia. As crises agudas podem ser precedidas por manifestações de doenças 

alérgicas, como rinite, urticária ou eczema, reações cutâneas positivas à injeção 

intradérmica de extratos de antígenos inalados, níveis elevados de IgE no soro, 

e/ou respostas positivas a testes de provocação os quais envolvem a inalação de 

antígeno específico100,101. 

A asma alérgica pode ser dividida em basicamente 3 fases: fase de indução 

da reação alérgica, fase imediata e fase tardia. Na fase de indução (ou 

sensibilização), o alérgeno inalado é englobado e processado por células 

apresentadoras de antígeno distribuídas por todo o trato respiratório, desde a 

mucosa nasal até a pleura. Essas células migram para o linfonodo onde 

processam o alérgeno e o apresentam para linfócitos T. A ativação dos linfócitos T 

auxiliares do tipo 2 leva a produção de várias citocinas, sendo IL -4, -5, -9 e -13 as 

mais importantes para o desenvolvimento da asma. A IL-4 e -13 ativam os 

linfócitos B que por sua vez realizam o “switch” de classe de imunoglobulina 
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passando a produzir e secretar IgE. Essas duas citocinas, junto com IL-9, são 

importantes para a ativação de mastócitos, o aumento na produção de muco e na 

hiperreatividade das vias aéreas. Uma vez sintetizada, IgE circula no sangue 

antes de se ligar ao seu receptor de alta afinidade FcεRI, presente na superfície 

de mastócitos e basófilos. Após a re-exposição ao alérgeno, o mesmo se liga a 

IgE específica que se encontra ligada ao seu receptor na membrana dos 

mastócitos; a ligação cruzada entre o antígeno e duas IgE adjacentes ativa vias de 

membrana e citosólicas que subsequentemente desencadeiam a secreção de 

mediadores pré-formados, como a histamina, estimula a síntese de 

prostaglandinas, cisteínil leucotrienos e citocinas pelos mastócitos. Esses 

mediadores causam a denominada fase imediata da reação asmática que é 

caracterizada por contração das células musculares lisas das vias aéreas, 

extravasamento vascular, produção de muco, hiperreatividade das vias aéreas e 

recrutamento de células inflamatórias (neutrófilos, linfócitos e eosinófilos). Essa 

fase dura cerca de 30-60 minutos. Cerca de 4-6 horas após, a crise entra em sua 

fase tardia. Por sua vez, a fase tardia é caracterizada por inflamação excessiva 

das vias aéreas, resultando em mudanças estruturais que incluem espessamento 

da parede das vias aéreas, fibrose subepitelial, hiperplasia das células secretoras 

de muco, hiperplasia dos miofibroblastos, hiperplasia e hipertrofia das células 

musculares lisas e hipertrofia do epitélio. Esse processo de remodelamento que 

ocorre na fase tardia é resultante da ação de mediadores inflamatórios produzidos 

e secretados por células inflamatórias (eosinófilos, neutrófilos e linfócitos) e 

células estruturais (endotélio e epitélio pulmonar) ativadas. Dentre esses 

mediadores destacam-se as metaloproteínases (principalmente MMP-9), citocinas 



48 
 

(IL-9 e, principalmente, o fator transformador de crescimento β (TGF-β), 

quimiocinas (CCL2, CCL7 e CCL22) e mediadores lipídicos (cisteínil leucotrienos; 

prostaglandinas D2 e E2)99,102. Várias espécies animais têm sido usadas como 

modelos de asma, incluindo cobaias, cães, camundongos e ratos95,103-107. 

Entretanto, a complexidade da doença humana não tem sido totalmente 

reproduzida em animais, existindo apenas modelos de inflamação alérgica que 

reproduzem algumas características da doença, como broncoconstrição, 

hipersecreção de muco e inflamação crônica com infiltração de leucócitos98. O 

procedimento experimental mais frequentemente utilizado é a indução de um 

estado alérgico, que é caracterizado por uma hipersensibilidade do tipo imediata 

ou anafilática a um antígeno conhecido. Isto pode ser obtido através da 

sensibilização à ovalbumina, normalmente associada ao hidróxido de alumínio, 

que resulta em imunidade mediada por células e formação de anticorpos 

(principalmente a IgE), dependente de células T (no caso, células Th2). Após 14 

dias da sensibilização, a resposta inflamatória alérgica pode ser observada nos 

animais após a provocação intranasal ou intratraqueal com o alérgeno103,108-111. 

Dados obtidos de pacientes asmáticos e de modelos experimentais de 

asma mostram que os eosinófilos desempenham papel importante nesta doença. 

O acúmulo seletivo e a ativação destas células na mucosa brônquica são 

considerados eventos centrais na patogênese desta doença112. Pacientes 

asmáticos apresentam número elevado de eosinófilos no sangue e no LBA, e 

infiltrado inflamatório pulmonar rico em células ativadas, como mastócitos, 

monócitos, linfócitos e, principalmente, eosinófilos100,113. A importância dos 

eosinófilos na asma tem sido enfatizada pelos achados que correlacionam o grau 
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de eosinofilia no sangue (e no LBA) com o grau de hiperreatividade brônquica e a 

gravidade da doença102, 113,114. 

Os eosinófilos correspondem a 2% dos leucócitos presentes no sangue 

humano. Possuem, em geral, núcleo bilobado com cromatina altamente 

condensada e citoplasma contendo dois tipos principais de grânulos, o específico 

(ou secundário) e o primário. O grânulo específico tem uma aparência 

ultraestrutural distinta contendo basicamente duas regiões, uma região eletron-

densa que contém proteína básica principal (MBP) -1 e -2 e é denominada de 

cristal central; a outra região, denominada de matriz, contém as proteínas tóxicas 

(proteína catiônica do eosinófilo (ECP), peroxidase do eosinófilo (EPO) e 

neurotoxina derivada do eosinófilo (EDN). Os grânulos primários são similares 

àqueles encontrados em outros tipos de granulócitos e são formados na fase 

inicial do desenvolvimento de eosinófilos. Os eosinófilos também contêm corpos 

lipídicos que são importantes para a síntese de eicosanóides. O retículo 

endoplasmático, as mitocôndrias e o aparelho de Golgi são pouco desenvolvidos 

nestas células59,115,116. Esses granulócitos expressam várias moléculas de 

superfície, incluindo receptores para IL-3, IL-5 e para fator estimulante de colônia 

granulócito-macrófago (GM-CSF); receptores para quimiocinas (CCR1 e CCR3); 

FcγRII (CD32- receptor para IgG); FcαRI (receptor para IgA secretória); receptores 

para fatores do sistema complemento (C3aR, CD88 e CD35) e moléculas de 

adesão (VLA-4 e integrina α4β7). Exibe ainda uma mínima expressão 

intracitoplasmática de FcεRI cuja significância funcional ainda não é clara 116. 

A eosinopoiese ocorre na medula óssea onde os eosinófilos se diferenciam 

a partir de células progenitoras hematopoiéticas que possuem em sua superfície a 



50 
 

molécula CD34, uma glicoproteína específica de precursores hematopoiéticos, 

sendo, portanto denominadas de células CD34+117-119. 

Eosinófilos maduros saem da medula óssea para a circulação sangüínea e 

são recrutados para os sítios de inflamação alérgica pela ação de fatores pró-

inflamatórios produzidos por células endoteliais e epiteliais ativadas em resposta 

ao estímulo alérgico120. O recrutamento de eosinófilos para o tecido inflamado é 

complexo, sendo regulado por vários fatores, incluindo a IL-4, IL-5 e IL-13, 

eotaxinas, RANTES, MIP-1α, NO e moléculas de adesão (integrinas β1, β2 e 

β7)118-121. Entre esses fatores, somente a IL-5 e as eotaxinas seletivamente 

regulam o influxo de eosinófilos para o foco de inflamação, havendo uma 

cooperação entre ambas na promoção de eosinofilia tecidual122. 

Uma vez no tecido inflamado, os eosinófilos tornam-se ativados e liberam 

substâncias citotóxicas, como radicais livres de oxigênio e proteínas granulares 

tóxicas (MBP, ECP e EPO), bem como sintetizam e liberam mediadores 

inflamatórios, incluindo IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IL-16, TGF-β, RANTES, 

eotaxina, mediadores lipídicos (PAF e LTC4) os quais podem intensificar a 

resposta inflamatória59,117-119,123,124 A liberação das proteínas granulares tóxicas se 

dá pelo processo denominado de desgranulação, podendo esta ocorrer via três 

mecanismos: exocitose clássica (grânulo secundário se funde diretamente com a 

membrana plasmática liberando completamente o conteúdo granular para o meio 

extracelular), desgranulação gradativa (pequenas vesículas se formam a partir do 

grânulo secundário e transportam pequenas quantidades de proteínas granulares 

para a superfície celular, resultando em perda progressiva do conteúdo granular) e 

citólise (processo de morte celular altamente organizado em que a membrana 



51 
 

celular perde sua integridade resultando e secreção do conteúdo granular). O 

conteúdo granular acarreta danos ao epitélio da vias aéreas e à matriz 

extracelular, bem como exposição de terminações nervosas que gera 

hiperreatividade das vias aéreas, contração das células musculares lisas das vias 

aéreas e aumento da permeabilidade vascular 125,126. 

 Tendo em vista que, eventos vivenciados pela mãe no período pré-natal 

são capazes de promover alterações duradouras na prole, aqui utilizamos 

ferramentas experimentais que mimetizam eventos estressores, tais como a 

administração de corticóides exógenos e a exposição à endotoxina, na fase final 

da gestação, período fundamental para o desenvolvimento neuro-endócrino-

imune. A prole adulta foi submetida a um modelo experimental de asma alérgica 

induzida por OVA. Assim, neste trabalho, buscamos determinar a influência destes 

eventos pré-natais sobre a resposta inflamatória pulmonar alérgica. 





53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e Métodos 
 





55 
 

 As ratas prenhes foram mantidas isoladas em gaiolas, sob os cuidados 

rotineiros e, em determinado momento da gestação, expostas aos procedimentos 

experimentais pré-natais. Em ratos, o período gestacional é de 21 dias. 

 

2.3 Exposição pré-natal à dexametasona 

 

 As fêmeas prenhes foram submetidas a injeção subcutânea diária de 0,1 

mg/kg de dexametasona (DEX) no 17°, 18°, 19° e 20° dias de gestação, conforme 

metodologia adaptada de Bakker e colaboradores127. As ratas controle foram 

submetidas, no mesmo período, a injeção de salina. 

Após o nascimento, os animais foram pesados e mantidos na proporção de 

4 machos e 4 fêmeas por ninhada, o gênero foi determinado pela distância anu-

genital. Estes animais foram mantidos com as mães até o desmame (21 dias), 

quando foram novamente pesados e posteriormente separados por sexo. Foram 

mantidos sob os cuidados rotineiros até que completassem idade ideal para a 

experimentação (entre 60 e 75 dias de vida).  

 

2.4 Exposição pré-natal ao LPS 

 

As fêmeas prenhes foram submetidas a administração intraperitoneal de 

LPS (7 μg/Kg), administrado no 17° dia gestacional. Outro grupo de fêmeas 

recebeu aminoguanidina, na dose de 50 mg/rato/dia na água de beber, oferecida a 

partir do 13° dia gestacional128. Um terceiro grupo de fêmeas recebeu 

aminoguanidina (50 mg/rato/dia na água de beber, oferecida a partir do 13° dia 



56 
 

gestacional) e no 17° dia gestacional injeção intraperitoneal de LPS (7 μg/Kg). 

Doses superiores de LPS foram testadas (350 μg/Kg; 100 μg/Kg; 30 μg/Kg; 10 

μg/Kg), porém provocaram aborto e/ou morte materna. 

Após o nascimento, os animais foram pesados e mantidos na proporção de 

4 machos e 4 fêmeas por ninhada. Estes animais foram mantidos com as mães 

até o desmame (21 dias), quando foram novamente pesados e posteriormente 

separados por sexo. Foram mantidos sob os cuidados rotineiros até que 

completassem idade ideal para experimentação (entre 60 e 75 dias de vida).  

 

2.5 Modelo de reação inflamatória alérgica pulmonar 

 

2.5.1 Sensibilização e provocação antigênica 

 

 Os animais expostos prenatalmente expostos à DEX ou ao LPS (e/ou AG) 

foram sensibilizados, na fase adulta, através de injeção subcutânea no dorso (0.15 

ml) de uma solução contendo 200 µg de ovoalbumina (OVA – grau III, Sigma) 

adsorvida em 8 mg de hidróxido de alumínio, preparada em solução fisiológica. Os 

animais não sensibilizados receberam, em vez de OVA, igual volume de hidróxido 

de alumínio. Quatorze dias após a sensibilização, todos os animais receberam o 

desafio antigênico. Para isto, os ratos foram anestesiados com pentobarbital 

sódico (60 mg/Kg, i.p.) e submetidos a uma incisão no pescoço para que 

recebessem a injeção intratraqueal de 0.4 ml de solução fisiológica contendo OVA 

(2.5 mg/ml). As incisões foram suturadas imediatamente e os animais, após 

recuperados da anestesia, tiveram acesso à água e à comida. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Exposição pré-natal à dexametasona 

 

3.1.1 Determinação do peso corpóreo dos descendentes ao nascer e 

desmame 

 

 Avaliamos o efeito da exposição pré-natal à dexametasona sobre o peso 

corpóreo dos descendentes ao nascer e no desmame (Tabelas 1 e 2).  

 A exposição pré-natal à dexametasona não alterou o peso dos 

descendentes fêmeas ao nascer. No desmame, notamos que a exposição pré-

natal à dexametasona levou à redução discreta, porém significante, no peso da 

ninhada (aproximadamente 10,5%) (Tabela 1). 

Em descendentes machos, a exposição pré-natal à dexametasona não 

alterou o peso ao nascer. No desmame, notamos que a exposição pré-natal à 

dexametasona levou à redução significante no peso da ninhada 

(aproximadamente 7,1%) (Tabela 2). 
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3.1.2 População de leucócitos totais e diferenciais no LBA após desafio 

pulmonar com OVA em fêmeas adultas expostas no período pré-natal à 

dexametasona 

 

 Os dados de leucócitos totais no LBA de fêmeas estão apresentados na 

figura 1A. Nesta figura mostramos que não há diferença significativa entre os 

grupos estudados. 

 Em relação aos neutrófilos, observamos que a quantidade destas células no 

LBA em 48 horas é muito pequena, como esperado para o tempo de obtenção do 

LBA. Não observamos diferença entre os grupos controle e expostos à 

dexametasona pré-natal (Figura 1B). 

 Na figura 1C podemos observar que o número de eosinófilos no LBA dos 

animais sensibilizados e desafiados com OVA é significantemente maior em 

relação ao grupo de animais não sensibilizados, demonstrando a eficiência do 

protocolo de sensibilização. Notamos exacerbação do influxo eosinofílico no LBA 

dos animais sensibilizados e desafiados com OVA e expostos prenatalmente à 

dexametasona (aumento de 120%) em relação aos animais controle desafiados 

com OVA não-expostos à dexametasona. 

 O número de células mononucleares não foi diferente nos quatro grupos 

investigados (Figura 1D). 
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Figura 1. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos (Painel B), eosinófilos 

(Painel C) e células mononucleares (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de 

fêmeas adultas expostas no período pré-natal à salina (controle; SAL4) ou 

dexametasona (DEX). O número de leucócitos foi avaliado 48 h após o desafio 

com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados (NS; colunas 

vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão expressos 

como média ± E.P.M. de 5-9 animais; * p < 0,05 quando comparado ao controle 

(SAL4); + p < 0,05 quando comparado ao respectivo grupo NS.  
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3.1.3 População de leucócitos totais e eosinófilos no sangue circulante após 

desafio com OVA em descendentes fêmeas 

 

 O número de leucócitos totais no sangue de animais sensibilizados e 

desafiados com OVA não se mostrou diferente dos respectivos controle não 

sensibilizados. Também não notamos diferenças entre os animais expostos 

prenatalmente à dexametasona sensibilizados e desafiados com OVA em relação 

aos respectivos controles (Figura 2A). O número de neutrófilos no sangue foi 

bastante reduzido e não houve diferença entre os grupos. 

 Na figura 2B mostramos o número de eosinófilos presentes no sangue, que 

não diferiu entre os grupos estudados. 

 A contagem de células mononucleares no sangue circulante não foi 

diferente entre os grupos estudados. 
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Figura 2. Número de leucócitos totais (Painel A) e eosinófilos (Painel B) no 

sangue circulante de fêmeas expostas à salina (controle; SAL4) ou dexametasona 

(DEX) no período pré-natal. O número de leucócitos foi avaliado 48 h após o 

desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados (NS; 

colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão 

expressos como média ± E.P.M. de 5-11 animais.  
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3.1.4 População de leucócitos totais e diferenciais na medula óssea após 

desafio com OVA em fêmeas expostas à dexametasona no período pré-natal 

 

 O número leucócitos totais (Figura 3A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Figura 3B), eosinófilos maduros e imaturos (Figura 3C) e outras células (Figura 

3D) não foi diferente entre os grupos não-sensibilizados (NS) controle ou expostos 

prenatalmente à dexametasona. 

 Na figura 3A mostramos que o número de leucócitos totais nos animais 

expostos prenatalmente à dexametasona (DEX) não é diferente dos animais 

controle (SAL4) após desafio com OVA. 

O número de neutrófilos maduros e imaturos (Figura 3B) nos animais 

expostos prenatalmente à dexametasona (DEX) não é diferente dos animais 

controle (SAL 4) desafiados com OVA. Resultado semelhante foi obtido para os 

eosinófilos maduros e imaturos (Figura 3C), e outros tipos celulares (Figura 3D). 
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Figura 3. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Painel B), eosinófilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares 

(Painel D) na medula óssea de fêmeas adultas expostas no período pré-natal à 

salina (SAL4) ou dexametasona (DEX). O número de leucócitos foi avaliado 48 h 

após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados 

(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão 

expressos como média ± E.P.M. de 5-11 animais.  
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3.1.5 População de leucócitos totais e diferenciais no LBA após desafio 

pulmonar com OVA em machos 

 

 Os dados de leucócitos totais no LBA de machos adultos expostos à 

dexametasona no período pré-natal estão apresentados na figura 4A. Nesta figura, 

mostramos que, entre os animais desafiados com OVA, aqueles expostos 

prenatalmente à dexametasona apresentaram um maior influxo de leucócitos 

totais (p < 0,05) para o LBA. Estes animais também apresentaram um influxo 

significantemente maior (p < 0,01) quando comparado ao respectivo controle não 

sensibilizado, o que não foi observado entre os grupos salina. 

 Em relação aos neutrófilos, observamos que a quantidade destas células no 

LBA em 48 horas é muito pequena, como esperado para o tempo de obtenção do 

LBA. Não observamos diferenças entre os grupos controle e expostos à 

dexametasona pré-natal (Figura 4B). 

 Na figura 4C podemos observar que número de eosinófilos no LBA dos 

animais desafiados com OVA aumentou significantemente em relação ao grupo de 

animais não sensibilizados, demonstrando a eficácia do protocolo de 

sensibilização. Encontramos exacerbação do influxo eosinofílico no LBA dos 

animais desafiados com OVA e expostos prenatalmente à dexametasona, que 

estão 128% (p < 0,05) maior em relação aos animais controle desafiados com 

OVA. 

 O número de células mononucleares não foi diferente nos quatro grupos 

investigados (Figura 4D). 
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Figura 4. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos (Painel B), eosinófilos 

(Painel C) e células mononucleares (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de 

machos adultos expostos no período pré-natal à salina (SAL4) ou dexametasona 

(DEX). O número de leucócitos foi avaliado 48 h após o desafio com ovalbumina 

(OVA) nos respectivos animais não sensibilizados (NS; colunas vazias) e 

sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão expressos como média 

± E.P.M. de 5-7 animais; * p < 0,05 quando comparado ao controle; + p < 0,05 

quando comparado ao respectivo grupo NS; +++p < 0,001 quando comparado ao 

respectivo grupo NS. 
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3.1.6 População de leucócitos totais e eosinófilos no sangue circulante após 

desafio com OVA em machos 

 

 O número de leucócitos totais no sangue de animais desafiados com OVA 

não se mostrou diferente dos respectivos controle não sensibilizados (NS). 

Também não notamos diferenças entre os animais expostos prenatalmente à 

dexametasona desafiados com OVA em relação ao respectivo controle (Figura 

5A). O número de neutrófilos no sangue foi bastante reduzido e não houve 

diferença entre os grupos. 

 Na figura 5B mostramos o número de eosinófilos presentes no sangue 

circulante. Os animais expostos à dexametasona pré-natal apresentaram redução 

significante deste tipo celular em relação ao grupo controle (salina). 

 A contagem de células mononucleares no sangue circulante não foi 

diferente entre os grupos estudados. 
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Figura 5. Número de leucócitos totais (Painel A) e eosinófilos (Painel B) no 

sangue circulante de machos adultos expostos no período pré-natal à salina 

(SAL4) ou dexametasona (DEX) pré-natal. O número de leucócitos foi avaliado 48 

h após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não 

sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os 

resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5-11 animais; * p < 0,05 

quando comparado ao controle. 



74 
 

3.1.7 População de leucócitos totais e diferenciais na medula óssea após 

desafio com OVA em machos adultos expostos à dexametasona no período 

pré-natal 

 

 O número leucócitos totais (Figura 6A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Figura 6B), eosinófilos maduros e imaturos (Figura 6C) e outras células (Figura 

6D) não foi diferente entre os grupos não sensibilizados, controle (SAL4) ou 

expostos prenatalmente à dexametasona. 

 Na figura 6A mostramos que o número de leucócitos totais não é diferente 

entre os animais expostos prenatalmente à dexametasona e os animais controle, 

ambos desafiados com OVA. 

O número de neutrófilos maduros e imaturos (Figura 6B) também não é 

diferente entre os animais expostos prenatalmente à dexametasona e os animais 

controle, ambos desafiados com OVA. Perfil semelhante de resultado foi 

encontrado para os eosinófilos maduros e imaturos (Figura 6C) e outros tipos 

celulares (Figura 6D). 
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Figura 6. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Painel B), eosinófilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares 

(Painel D) na medula óssea de machos adultos expostos no período pré-natal à 

salina (SAL4) ou dexametasona (DEX). O número de leucócitos foi avaliado 48 h 

após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados 

(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão 

expressos como média ± E.P.M. de 5-11 animais.  
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3.2 Exposição pré-natal ao LPS 

 

3.2.1 Determinação do peso corpóreo dos descendentes ao nascer e 

desmame 

 

 Avaliamos o efeito da exposição pré-natal ao LPS sobre o peso corpóreo 

dos descendentes ao nascer e no desmame (Tabelas 3 e 4). A exposição pré-

natal ao LPS promoveu um aumento de 10,5% do peso corpóreo dos 

descendentes fêmeas ao nascer. Este aumento de peso corpóreo foi ainda mais 

pronunciado no desmame (aumento de 19%; Tabela 3). 

Em machos, a exposição pré-natal ao LPS promoveu um aumento 

significante (9,6%) do peso corpóreo dos descendentes ao nascer. No desmame, 

este aumento de peso corpóreo foi ainda mais pronunciado (22,5%; Tabela 4). 
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3.2.2 População de leucócitos totais e diferenciais no LBA após desafio 

pulmonar com OVA em fêmeas adultas expostos ao LPS no período pré-

natal 

 

 Os dados de leucócitos totais no LBA estão apresentados na figura 7A. 

Nesta figura mostramos que não há diferenças entre os grupos estudados. 

 Em relação aos neutrófilos, observamos que a quantidade destas células no 

LBA em 48 h é muito pequena, como esperado para o tempo de obtenção do LBA. 

Não observamos diferenças entre os grupos estudados (Figura 7B). 

 Na figura 7C podemos observar que número de eosinófilos no LBA dos 

animais desafiados com OVA aumentou significantemente em relação aos 

respectivos grupos de animais não sensibilizados, demonstrando a eficácia do 

protocolo de sensibilização. Tal diferença não ocorreu nos animais expostos 

prenatalmente ao LPS. Encontramos uma redução significante do influxo 

eosinofílico, de 66,5%, no LBA dos animais desafiados com OVA e expostos 

prenatalmente ao LPS em relação aos animais controle. O pré-tratamento com 

aminoguanidina (AG) preveniu tal redução, mantendo o influxo eosinofílico igual 

aos valores controles (grupo AGLPS). 

 O número de células mononucleares não foi diferente nos grupos 

investigados (Figura 7D). 
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Figura 7. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos (Painel B), eosinófilos 

(Painel C) e células mononucleares (Painel D) no lavado broncoalveolar (LBA) de 

fêmeas adultas expostas no período pré-natal à salina (SAL1), ou ao 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), ou à aminoguanidina (AG), ou pré-tratamento 

com aminoguanidina e após LPS (AGLPS). O número de leucócitos foi avaliado 48 

h após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não 

sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os 

resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5-11 animais; * p < 0,05 

quando comparado ao grupo SAL1 OVA, # p < 0,05 quando comparado aos 

animais LPS; + p < 0,05 quando comparado ao respectivo grupo NS.  
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3.2.3 População de leucócitos totais e eosinófilos no sangue circulante após 

desafio com OVA em fêmeas adultas expostas ao LPS no período pré-natal 

 

 O número de leucócitos totais no sangue de animais sensibilizados e 

desafiados com OVA não se mostrou diferente dos respectivos controle não 

sensibilizados. Também não notamos diferenças entre os animais expostos 

prenatalmente ao LPS desafiados com OVA em relação aos outros grupos 

estudados (Figura 8A). O número de neutrófilos no sangue foi bastante reduzido e 

não houve diferença entre os grupos. 

 Na figura 8B mostramos o número de eosinófilos presentes no sangue 

circulante. O desafio com OVA no grupo salina aumentou o número de eosinófilos 

no sangue circulante em relação aos animais não-sensibilizados (NS). Já nos 

animais sensibilizados e prenatalmente expostos ao LPS que receberam pré-

tratamento com aminoguanidina (AGLPS) houve uma redução no número de 

eosinófilos quando comparado aos animais desafiados SAL, LPS ou AG.  

 A contagem de células mononucleares no sangue circulante não foi 

diferente entre os grupos estudados. 
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Figura 8. Número de leucócitos totais (Painel A) e eosinófilos (Painel B) no 

sangue circulante de fêmeas adultas expostas no período pré-natal à salina 

(SAL1), ou ao lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), ou à aminoguanidina (AG), ou 

pré-tratamento com aminoguanidina e após LPS (AGLPS). O número de 

leucócitos foi avaliado 48 h após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos 

animais não sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas 

cheias). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5-20 animais; * p 

< 0,05 quando comparado aos animais NS e ## p < 0,01 quando comparado aos 

animais SAL, LPS ou AG.  
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3.2.4 População de leucócitos totais e diferenciais na medula óssea após 

desafio com OVA em fêmeas adultas expostas ao LPS no período pré-natal 

 

 O número leucócitos totais (Figura 9A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Figura 9B), eosinófilos maduros e imaturos (Figura 9C) e outras células (Figura 

9D) não foi diferente entre os grupos não sensibilizados, controle e expostos 

prenatalmente ao LPS. 

 Na figura 9A mostramos que o número de leucócitos totais não é diferente 

entre os animais desafiados com OVA expostos prenatalmente ao LPS ou salina. 

O pré-tratamento com aminoguanidina também não alterou o número de 

leucócitos totais na medula óssea. 

O número de neutrófilos maduros e imaturos (Figura 9B) mostrou-se maior 

nos animais desafiados com OVA prenatalmente expostos à aminoguanidina e 

LPS (grupo AGLPS) em relação ao grupo controle. O número destas células não 

foi diferente nos outros grupos estudados. 

Na figura 9C mostramos que o número de eosinófilos (maduros e imaturos) 

está reduzido nos animais desafiados com OVA prenatalmente expostos ao LPS 

em relação ao grupo controle. O pré-tratamento com aminoguanidina não preveniu 

as alterações provocadas pelo LPS. O tratamento pré-natal com aminoguanidina 

não modificou o número de eosinófilos em relação ao controle (SAL1). 

Nenhuma diferença significante foi observada em relação a outros tipos 

celulares (Figura 9D). 
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Figura 9. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Painel B), eosinófilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares 

(Painel D) na medula óssea de fêmeas adultas expostas no período pré-natal à 

salina (SAL1), ou ao lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), ou à aminoguanidina 

(AG), ou pré-tratamento com aminoguanidina e após LPS (AGLPS). O número de 

leucócitos foi avaliado 48 h após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos 

animais não sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas 

cheias). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5-20 animais; # p 

< 0,05 quando comparado aos animais NS, * p < 0,05 quando comparado ao 

controle. 
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3.2.5 População de leucócitos totais e diferenciais no LBA após desafio 

pulmonar com OVA em machos adultos expostos ao LPS no período pré-

natal 

 

 Os dados de leucócitos totais no LBA estão apresentados na figura 10A. 

Nesta figura mostramos que a exposição pré-natal ao LPS reduz o influxo de 

leucócitos totais para o LBA em animais desafiados com OVA, e que o pré-

tratamento com aminoguanidina previne tal redução. 

 Em relação aos neutrófilos, observamos que a quantidade destas células no 

LBA em 48 horas é muito pequena. Observamos apenas um aumento significante 

desta célula no grupo desafiado com OVA exposto prenatalmente ao LPS e pré-

tratado com aminoguanidina (Figura 10B). 

 Na figura 10C podemos observar que número de eosinófilos no LBA dos 

animais desafiados com OVA aumentou significantemente em relação aos 

respectivos grupos de animais não sensibilizados. Encontramos uma redução 

significante do influxo eosinofílico (de 66,7%) no LBA dos animais desafiados com 

OVA e expostos prenatalmente ao LPS em relação aos animais controle. O pré-

tratamento com aminoguanidina preveniu tal redução, mantendo o influxo 

eosinofílico igual aos valores de controle no grupo AGLPS. O tratamento pré-natal 

com aminoguanidina não modificou o número de eosinófilos em relação ao 

controle (SAL1). 

O número de células mononucleares foi menor nos animais desafiados com 

OVA expostos prenatalmente ao LPS quando comparado ao controle. O pré-

tratamento com aminoguanidina não preveniu as alterações provocadas pelo LPS. 
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O tratamento pré-natal com aminoguanidina não modificou o número de células 

mononucleares em relação ao controle (SAL1) (Figura 10D). 
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Figura 10. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos (Painel B), 

eosinófilos (Painel C) e células mononucleares (Painel D) no LBA de machos 

adultos expostos no período pré-natal à salina (SAL1), ou ao lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS), ou à aminoguanidina (AG), ou pré-tratamento com 

aminoguanidina e após LPS (AGLPS). O número de leucócitos foi avaliado 48 h 

após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados 

(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão 

expressos como média ± E.P.M. de 5-12 animais; * p < 0,05 quando comparado 

ao grupo SAL1 OVA, # p < 0,05 quando comparado aos animais LPS; + p < 0,05 

quando comparado ao respectivo grupo NS.  
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3.2.6 População de leucócitos totais e eosinófilos no sangue circulante após 

desafio com OVA em machos adultos expostos ao LPS no período pré-natal 

 

 O número de leucócitos totais no sangue de animais sensibilizados e 

desafiados com OVA não se mostrou diferente dos respectivos controle não 

sensibilizados. Também não notamos diferenças entre os animais expostos 

prenatalmente ao LPS desafiados com OVA em relação aos outros grupos 

estudados (Figura 11A). O número de neutrófilos no sangue foi bastante reduzido 

e não houve diferença entre os grupos. 

 Na figura 11B mostramos o número de eosinófilos presentes no sangue 

circulante. Nenhuma diferença significante foi encontrada entre os grupos 

estudados. 

 A contagem de células mononucleares no sangue circulante não foi 

diferente entre os grupos estudados. 
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Figura 11. Número de leucócitos totais (Painel A) e eosinófilos (Painel B) no 

sangue circulante de machos adultos expostos no período pré-natal à salina 

(SAL1), ou ao lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), ou à aminoguanidina (AG), ou 

pré-tratamento com aminoguanidina e após LPS (AGLPS). O número de 

leucócitos foi avaliado 48 h após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos 

animais não sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas 

cheias). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5-22 animais.  
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3.2.7 População de leucócitos totais e diferenciais na medula óssea após 

desafio com OVA em machos adultos expostos ao LPS no período pré-natal 

 

 O número de leucócitos totais (Figura 12A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Figura 12B), eosinófilos maduros e imaturos (Figura 12C) e outras células (Figura 

12D) não foi diferente entre os grupos não sensibilizados, controle e expostos 

prenatalmente ao LPS. 

 Na figura 12A mostramos que o número de leucócitos totais não é diferente 

entre os animais expostos prenatalmente ao LPS e os animais controle, ambos 

desafiados com OVA. 

O número de neutrófilos maduros e imaturos (Figura 12B) também não foi 

diferente entre os animais expostos prenatalmente ao LPS e os animais controle, 

ambos desafiados com OVA. O mesmo vale para os eosinófilos maduros e 

imaturos (Figura 12C) e outros tipos celulares (Figura 12D). 
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Figura 12. Número de leucócitos totais (Painel A), neutrófilos maduros e imaturos 

(Painel B), eosinófilos maduros e imaturos (Painel C) e outros tipos celulares 

(Painel D) na medula óssea de machos adultos expostos no período pré-natal à 

salina (SAL1), ou ao lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), ou à aminoguanidina 

(AG), ou pré-tratamento com aminoguanidina e após LPS (AGLPS). O número de 

leucócitos foi avaliado 48 h após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos 

animais não sensibilizados (NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas 

cheias). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. de 5-22 animais.  
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3.2.8 População de leucócitos totais e diferenciais no LBA após injeção 

intratraqueal de LPS em fêmeas e machos adultos expostos ao LPS no 

período pré-natal 

 

A figura 13A mostra que não há diferença no número de leucócitos totais 

entre as fêmeas prenatalmente expostas ao LPS, quando comparado ao controle, 

avaliado 4 h após a injeção intratraqueal de LPS. 

O número de neutrófilos (o principal tipo celular encontrado neste protocolo) 

não diferiu entre os animais prenatalmente expostos ao LPS e controle (Figura 

13B). 

O número de eosinófilos (Figura 13C) e células mononucleares (Figura 

13D) também não foi diferente entre os grupos de fêmeas estudados. 

Em machos, não houve diferenças no número de leucócitos totais entre os 

animais prenatalmente expostos ao LPS quando comparado ao controle 4 h após 

a injeção intratraqueal de LPS (Figura 14A). 

Não houve diferenças no número de neutrófilos (Figura 14B), eosinófilos 

(Figura 14C) e células mononucleares (Figura 14D) entre os grupos de machos 

estudados. 
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Figura 13. Efeito da injeção intratraqueal de LPS sobre o número de leucócitos 

totais (Painel A), neutrófilos (Painel B), eosinófilos (Painel C) e células 

mononucleares (Painel D) no lavado broncoaolveolar (LBA) de fêmeas adultas 

expostas no período pré-natal à salina (controle; colunas vazias) ou 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS; colunas cheias). O número de leucócitos foi 

avaliado 4 h após a injeção intratraqueal de LPS. Os resultados estão expressos 

como média ± E.P.M. de 5 animais. 
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Figura 14. Efeito da injeção intratraqueal de LPS sobre o número de leucócitos 

totais (Painel A), neutrófilos (Painel B), eosinófilos (Painel C) e células 

mononucleares (Painel D) no lavado broncoaolveolar (LBA) de machos adultos 

expostos no período pré-natal à salina (controle; colunas vazias) ou 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS; colunas cheias). O número de leucócitos foi 

avaliado 4 h após a injeção intratraqueal de LPS. Os resultados estão expressos 

como média ± E.P.M. de 5 animais.  
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3.2.9 Níveis de corticosterona plasmática 

 

 Quantificamos as concentrações de corticosterona de ratos controle e 

prenatalmente expostos ao LPS, 48 h após a administração intratraqueal de OVA. 

 Em fêmeas, nossos dados revelaram uma redução nos níveis de 

corticosterona no grupo de animais desafiados com OVA e prenatalmente 

expostos ao LPS quando comparado ao controle. 

 Já em machos, observamos uma diferença estatisticamente significante na 

concentração de corticosterona dos animais controle desafiados com OVA em 

relação aos animais não sensibilizados. A exposição pré-natal ao LPS aboliu tal 

diferença, reforçando o papel do LPS pré-natal em modificar os níveis de 

corticosterona frente a um desafio. 
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Figura 15. Concentração de corticosterona em fêmeas adultas expostas no 

período pré-natal à salina (controle; SAL1) ou lipopolissacarídeo bacteriano (LPS). 

Os níveis de corticosterona foram determinados em amostras plasma obtidos 48 h 

após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados 

(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão 

expressos como média ±E.P.M. de 5 animais; * p < 0,05 quando comparado ao 

controle. 
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Figura 16. Concentração de corticosterona em machos adultos expostos no 

período pré-natal à salina (controle; SAL1) ou lipopolissacarídeo bacteriano (LPS). 

Os níveis de corticosterona foram determinados em amostras plasma obtidos 48 h 

após o desafio com ovalbumina (OVA) nos respectivos animais não sensibilizados 

(NS; colunas vazias) e sensibilizados (OVA; colunas cheias). Os resultados estão 

expressos como média ±E.P.M. de 5 animais; * p < 0,05 quando comparado aos 

animais não sensibilizados.  
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3.3 Níveis de TNF-α no LBA 
 

 Quantificamos os níveis de TNF-α de ratos machos e fêmeas controle 

(SAL4 ou SAL1) e prenatalmente expostos à dexametasona, ao LPS ou 

submetidos ao pré-tratamento com aminoguanidina e expostos ao LPS (AGLPS), 

48 h após a administração intratraqueal de OVA. 

 Os níveis desta citocina foram muito baixos ou não detectáveis em todos os 

grupos, tanto em machos quanto em fêmeas. 
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IV. Discussão 

 

 No presente estudo, expusemos ratas prenhes a dois diferentes 

“estressores” no período pré-natal, dexametasona ou LPS, e observamos a 

resposta alérgica pulmonar durante a vida adulta da prole. 

 A terceira fase da gestação em ratos (14 a 21 dias de gestação) é aceita 

como um período crítico no qual a exposição a “estressores” químicos e físicos 

podem produzir desordens nos descendentes adultos21,129. Neste estudo, a prole 

de fêmeas e machos que foi exposta ao LPS no período intra-uterino, exibiu uma 

elevação no peso corpóreo, tanto ao nascer quanto no desmame. Estes dados 

são compatíveis com aqueles observados por Nilsson e colaboradores130. O 

aumento do peso corpóreo pode ser reflexo da liberação de mediadores 

vasodilatadores que aumentam o fluxo sanguíneo na placenta, aumentando a 

oferta de nutrientes e oxigênio. Por outro lado, a exposição pré-natal à 

dexametasona promoveu, tanto machos quanto em fêmeas, uma redução 

significativa do peso corpóreo no momento do desmame (aos 21 dias de vida pós-

natal), sendo que está tendência de redução de peso corpóreo já havia sido 

percebida ao nascimento; porém, não de maneira significativa. A redução de peso 

programada pela exposição pré-natal à dexametasona já foi relatada tanto em 

animais quanto em humanos131,132. 

 O modelo de inflamação alérgica das vias aéreas (modelo de asma) é 

obtido pela sensibilização do animal com injeção subcutânea de OVA adsorvida 

em Al(OH)3, que promove um aumento na produção de anticorpos IgE para este 

alérgeno. Assim, nos ratos previamente sensibilizados com OVA, o desafio com 
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este alérgeno produz um recrutamento inicial de neutrófilos, que é seguido de um 

influxo tardio de eosinófilos; isto é rotineiramente observado entre 24 e 48 horas 

após o desafio com OVA em ratos133,134. Este perfil de resposta celular foi 

observado no presente estudo, no qual a prole adulta sensibilizada com OVA e 

exposta à salina na fase intra-uterina (grupo controle) apresentou uma grande 

quantidade de eosinófilos no LBA 48 h após o desafio com OVA. 

 Estudos prévios têm mostrado a capacidade da dexametasona em 

programar alterações tanto endócrinas quanto imunes na prole de roedores, 

quando administrada durante a última semana de gestação. Em nosso estudo, 

utilizamos um protocolo consistindo de injeções i.p. de 0.1 mg/kg de DEX no 17°, 

18°, 19° e 20° dias de gestação (adaptado de Bakker e colaboradores 127). A 

contagem diferencial no LBA revelou que os animais desafiados com OVA 

exibiram um influxo de eosinófilos bastante exacerbado em relação aos controles 

não sensibilizados. Esta resposta foi amplificada nos animais expostos 

prenatalmente à DEX, tanto em machos como em fêmeas, sugerindo que a 

dexametasona é capaz de produzir alterações na fase intra-uterina, que 

repercutem na idade adulta. Nossos achados são compatíveis com trabalhos 

prévios relatando que a asma pode ser programada pelo estresse pré-natal, uma 

vez que o estresse é um potente estimulante de produção de corticóides 

endógenos16,135. A contagem de células mononucleares no LBA também foi maior 

em machos, sendo que este aumento acabou impactando de maneira também 

significativa a contagem total de leucócitos. O infiltrado neutrofílico em resposta ao 

desafio com OVA não foi alterado pela exposição pré-natal à DEX. Entretanto, 
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devemos enfatizar que o tempo de 48 h após o desafio com OVA não é ideal para 

avaliação deste tipo celular. 

 É amplamente reconhecido que o desafio antigênico também ativa a 

resposta imune sistêmica que provoca a produção de células inflamatórias pela 

medula óssea136. Os eosinófilos são recrutados da medula óssea, onde as células 

progenitoras se proliferam e se diferenciam dentro do microambiente em resposta 

a ativação realizada pelas citocinas137. Porém, o mecanismo molecular que 

promove a mobilização dos eosinófilos maduros da medula óssea para o sangue 

periférico e a sequência de eventos desde sua ativação até o recrutamento para o 

tecido inflamado ainda é pouco compreendido. 

 Avaliamos, assim, o perfil de leucócitos no sangue circulante e na medula 

óssea. Os animais tratados prenatalmente durante 4 dias com salina (controles do 

grupo DEX) sensibilizados com OVA na vida adulta não apresentaram diferenças 

significativas na contagem de células tanto no sangue como na medula óssea, 

quando comparado ao controle não sensibilizado. 

 Observamos também que os machos expostos à DEX pré-natal, 

sensibilizados e desafiados com OVA, apresentaram uma redução significante do 

número de eosinófilos no sangue circulante, em comparação aos animais 

expostos à salina pré-natal. Na medula óssea destes machos, a produção de 

eosinófilos não foi afetada pela exposição pré-natal à DEX. Em fêmeas, não houve 

diferenças no perfil celular tanto em sangue quanto na medula óssea. Estes dados 

de sangue e de medula óssea contrastam com o perfil do LBA, tanto para machos 

quanto para fêmeas. Esta alteração na distribuição de eosinófilos entre os 

compartimentos ainda precisa ser compreendida. 
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Outro fenômeno demonstrado por nós é que a exposição materna ao LPS 

reduziu a infiltração de eosinófilos induzida por alérgeno nas vias aéreas na prole 

adulta, sendo este fenômeno prevenido pelo pré-tratamento das ratas prenhes 

com o inibidor da iNOS, aminoguanidina. Para esta parte do trabalho, foi utilizada 

uma única dose de LPS (7 µg/Kg), administrada por via intraperitoneal no 17º. dia 

de gestação. Doses maiores de LPS (>10 µg/Kg) foram testadas, mas induziram 

ao aborto e/ou reabsorção fetal, e por isso não foram empregadas para os estudos 

subseqüentes. É interessante observar que o aborto causado por LPS em 

camundongos é prevenido pelo pré-tratamento com aminoguanidina, indicando 

que a administração materna de LPS exerce efeito direto sobre os trofoblastos, 

estimulando a indução de iNOS e aumentando a produção de NO, sendo este 

processo diretamente relacionado com a morte embrionária138. Um estudo mais 

recente também mostrou que a administração intraperitoneal de LPS ou do doador 

de NO, S-nitroso-N-acetilpenicillamina, em fêmeas prenhes de camundongo 

provocou 100% de reabsorção embrionária, sendo este efeito significantemente 

revertido com aminoguanidina139. 

 O resultado da contagem de células no LBA mostrou que o aumento na 

infiltração de eosinófilos nas vias aéreas nos animais sensibilizados foi 

marcantemente atenuado na prole exposta ao LPS no período pré-natal. Além 

disso, o pré-tratamento das ratas no período gestacional com aminoguanidina 

preveniu os efeitos do LPS sobre o número de eosinófilos no LBA dos 

descendentes. Isto sugere que a redução na infiltração eosinofílica pela exposição 

materna ao LPS depende da ativação da iNOS. É bastante provável que a 

exposição acentuada ao NO no período pré-natal influencia o recrutamento de 
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eosinófilos nas vias aéreas nos filhotes adultos desafiados com alérgeno. Além 

dos eosinófilos, o tratamento pré-natal com LPS reduziu (porém, em menor 

magnitude) o número de células mononucleares no LBA, sendo esta redução não 

significantemente prevenida pelo tratamento materno com aminoguanidina. As 

contagens de neutrófilos não foram significantemente afetadas pela exposição 

materna ao LPS, embora o tempo de 48 h após o desafio com OVA não seja o 

ideal para avaliar neutrófilos. Já há relato na literatura que a exposição ao LPS no 

período perinatal é capaz de reduzir a resposta inflamatória na vida adulta79. De 

maneira geral, nossos dados de LBA sugerem que o NO derivado da iNOS 

durante a gestação atua regulando preferencialmente o tráfego de eosinófilos na 

prole adulta. 

 Em humanos, a exposição ao LPS previne a asma alérgica. Braun-

Fahrländer e colaboradores, em 200284 observaram, em crianças com idade 

variando entre 6 e 13 anos, uma relação inversa entre os níveis de LPS e asma; 

crianças que dormiam em colchões com altos níveis de endotoxina apresentaram 

menores índices desta patologia. Estes resultados levam a reflexão sobre a 

necessidade do uso de procedimentos domésticos de limpeza cada vez mais 

agressivos. 

 O presente estudo revelou que na prole fêmea a medula óssea dos animais 

do grupo não desafiado prenatalmente e sensibilizados com OVA mostrou um 

aumento no número de eosinófilos 48 h após o desafio, aumento este que foi 

acompanhado por significante eosinofilia. Este aumento no número de eosinófilos 

na medula óssea e no sangue é compatível com estudo prévio que utilizou ratos 

sensibilizados com OVA111. Em acordo com os resultados do LBA, o aumento no 
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número de eosinófilos na medula óssea também foi bastante atenuado na prole de 

ratas expostas ao LPS durante a gestação. Contrastando com os dados de LBA, o 

pré-tratamento com aminoguanidina nas ratas prenhes não reverteu a supressão 

eosinofílica causada pelo LPS, tanto na medula óssea quanto no sangue. Isto 

sugere que a ativação da iNOS e a conseqüente produção de NO pela exposição 

materna ao LPS modula o tráfego de eosinófilos nos filhotes ao nível das vias 

aéreas, sem o envolvimento de outros compartimentos como medula óssea e 

sangue circulante. Já em machos, este perfil de resposta celular, tanto em medula 

óssea quanto em sangue não foi reproduzido; isto se deve, provavelmente, às 

diferenças existentes entre os gêneros140,141. 

 O papel dos hormônios sexuais na asma ainda não é bem compreendido. 

Hayashi e colaboradores142 observaram uma redução da inflamação brônquica e 

influxo eosinofílico em camundongos BALB-C machos em comparação com 

fêmeas, em modelo de inflamação tardia de vias aéreas induzido por OVA. Tais 

dados são corroborados com os achados de Melgert e colaboradores143, que 

observaram, também em camundongos BALB-C, uma maior resposta ao desafio 

com OVA em fêmeas em comparação a machos, com um maior influxo 

eosinofílico, células CD4 (+) células T, células B, e níveis de IL-4, IL-13, interferon-

gama e IgE. Por outro lado, o estrógeno reduziu a hiperreatividade brônquica em 

camundongos BALB-C sensibilizados com OVA e desafiados por 10 dias 

consecutivos com este mesmo alérgeno144. 

 O LPS é conhecido por ativar a resposta imune e estimular 

monócitos/macrófagos a liberar uma variedade de citocinas inflamatórias como 

TNF-α145. Desta forma, levantamos a hipótese que a produção de TNF-α após o 
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desafio com OVA poderia estar alterada em animais submetidos à exposição pré-

natal. Apesar disto, os níveis de TNF-α no LBA 48 h após o desafio com OVA 

foram muito baixos, não sendo observadas diferenças entre os grupos. Isto sugere 

que o TNF-α não participa do mecanismo responsável pela redução do infiltrado 

eosinofílico observada em animais expostos ao LPS no período pré-natal. Porém, 

deve-se ressaltar que, na maioria dos sistemas, 48 h não é o tempo ideal para a 

dosagem de TNF-α após o desafio alérgico. O TNF-α é normalmente detectado 

em aproximadamente 3 h após o desafio com OVA146. Este tempo não pôde ser 

empregado no presente trabalho. 

 Em um estudo de 2000, Shanks e colaboradores77 mostraram que a 

exposição perinatal à endotoxina bacteriana gram negativa de Salmonella 

enteritidis promoveu alterações, tanto endócrinas sobre o eixo HPA, quanto 

imunes. É amplamente estabelecido que citocinas inflamatórias estimulam a 

produção de corticóides endógenos14,147. Em nosso trabalho, avaliamos a 

concentração plasmática de corticosterona nos animais expostos ao LPS pré-

natal. Como esperado, os animais machos desafiados com OVA apresentaram 

uma concentração basal de corticosterona aumentada em comparação aos não 

sensibilizados. As fêmeas controle apresentaram o mesmo perfil de resposta, 

porém não significativo. Ainda em fêmeas, a exposição pré-natal ao LPS reduziu, 

de maneira significativa, os níveis de corticosterona plasmática nos animais 

desafiados com OVA, sugerindo que esta exposição pode promover alterações 

neuroendócrinas na prole adulta. Estes resultados não foram observados em 

machos. 
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V. Conclusões 

 

 A exposição pré-natal à dexametasona produziu redução no peso dos 

animais, no desmame, tanto em machos quanto em fêmeas. 

 

 A exposição pré-natal à dexametasona exacerbou o infiltrado eosinofílico 

na resposta inflamatória celular alérgica tanto em machos quanto em 

fêmeas. 

 

 A exposição pré-natal ao LPS promoveu aumento do peso da prole ao 

nascer e no desmame. 

 

 A exposição pré-natal ao LPS provocou redução na produção de 

corticosterona em resposta a inflamação alérgica, sugerindo hipoatividade 

do eixo HPA. 

 

 A exposição pré-natal ao LPS reduziu o influxo de células no LBA, que foi 

revertido pelo tratamento com AG. 

 

 Em resumo, nossos resultados mostram que a exposição pré-natal à 

dexametasona promove exacerbação da resposta inflamatória alérgica em ratos 

adultos, ao passo que a exposição pré-natal ao LPS reduz esta resposta através 

de mecanismo dependente de óxido nítrico oriundo de iNOS.  

 A exposição a desafios pré-natais promove alterações na inflamação 

pulmonar alérgica; porém, as características do desafio produzem resultados 

diferentes. 
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