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mobilização de cálcio intracelular. A incubação de eosinófilos com SEA (3 ng/ml) diminuiu a 

quimiotaxia de eosinófilos em resposta à eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5 M) e RANTES (100 

ng/ml) em todos os tempos (0,5 h, 2 h e 4 horas), e as concentrações estudadas (0,5; 1 e 3 ng/ml). 

Em relação a SEB (30 ng/ml), não notamos diferenças na resposta quimiotática, exceto para a 

concentração de 1 ng/ml, que foi capaz de inibir a quimiotaxia em resposta à eotaxina. A 

incubação com SEA e SEB diminuiu a adesão de eosinófilos ativados com eotaxina em placas 

recobertas com ICAM-1 e VCAM-1. A incubação com SEA e SEB diminuiu a fosforilação da 

p38 MAPK e a mobilização de cálcio em resposta à eotaxina. Sendo assim, nós concluímos que 

SEA e a SEB modula negativamente a resposta de eosinófilos humanos in vitro.  
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produces a marked eosinophil recruitment to the lung tissue of allergic mice that is clearly 

detected at early times of this enterotoxin exposure and increase of eosinophils number in BM at 

these same time-periods of SEB exposure throught IL-5 and eotaxin-independent mechanisms. It 

is likely that alterations of BM function are an early step for the progression of asthmatic disease 

and exacerbation by Staphylococcal enterotoxin. Understanding the mechanisms that regulates 

bone marrow eosinophil mobilization and its trafficking to the peripheral circulation and airways 

in allergic animals may be important for the development of effective asthma therapies in 

conditions of Staphylococcal superantigen exposure. To study the direct effects of the SEs in 

eosinophils performed the functional assays (chemotaxis and adhesion), p38 MAPK 

phosphorylation and calcium mobilization. The number of migrated eosinophils was significantly 

decrease in eosinophils incubated with SEA in the times (30 min, 2 h and 4 h) and SEA 

concentration (0,5, 1 and 3 ng/ml) to chemotaxis agent, eotaxin, and RANTES, compared with 

control eosinophils. In relation of the SEB (30 ng /ml), not differences in chemotaxis was found. 

Only in the SEB concentration of the 1 ng/ml observed decrease of chemotaxis in eotaxin 

response. In the adhesion, we observed a decreased in eosinophils incubated with SEA and SEB 

in response of ICAM-1 and VCAM-1. The p38 MAPK phosphorylation and calcium 

mobilization was decrease in eosinophils incubated with SEA and SEB in eotaxin response. 

Therefore, we conclude that SEA and SEB was capable of the dowregular of the human 

eosinophils response.   
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Para o desenvolvimento da asma alérgica, o indíviduo é primeiramente sensibilizado ao 

alérgeno, resposta esta que envolve a habilidade para produzir uma resposta celular do tipo Th2 na 

qual citocinas pró-inflamatórias como IL-4 e IL-13 são essenciais para a produção de 

imunoglobulina E (IgE) por células B. Esse fenômeno é observado pela entrada do alérgeno nas vias 

aéreas, seja pelo rompimento da barreira epitelial das mesmas, ou pela atividade de proteases do 

próprio alérgeno, clivando as junções comunicantes das células epiteliais das vias aéreas. Uma vez 

presente na submucosa, o alérgeno ativa células apresentadoras de antígenos (APC), como células 

dendríticas. Estas, por sua vez, processam o alérgeno e migram para linfonodos regionais (ou sítios 

da mucosa local), onde apresentam peptídeos derivados do processamento do alérgeno através do 

complexo de histocompatibilidade principal II (MHC-II) para células T naive (Th0). Na presença de 

IL-4, as células T naive adquirem a característica de células T helper 2 (Th2), produzindo IL-4 e 

IL13. Estas citocinas estimulam a ligação de moléculas co-estimulatórias de linfócito T com seus 

ligantes em linfófito B, como o CD40 e seu ligante, e CD80 (ou CD86) com seu ligante CD28, 

ativando as células B a sintetizarem e liberarem IgE. Esta imunoglobulina se difunde localmente e 

em vasos linfáticos e subseqüentemente para a corrente sanguínea. Após seu acesso ao fluido 

intersticial, a IgE específica e não específica ao alérgeno se liga a receptores de alta afinidade de IgE 

(FceRI) presentes em mastócitos. A re-exposição ao alérgeno pode provocar os sintomas da asma 

como broncoconstrição, hipersecreção de muco e migração de células inflamatórias para o foco 

inflamatório (GALLI et al., 2008). 

Os estudos têm mostrado que outras sub-populações de linfócitos T CD4⁺, como células 

Th1, Th17 e células T regulatórias (Treg), participam da modulação da inflamação alérgica das vias 

aéreas. Sugere-se que a asma possa ser desenvolvida por diferentes mecanismos imunológicos, 

dependendo dos seus fatores causadores (KURODA-MORIMOTO et al., 2010). 
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Várias espécies animais vêm sendo utilizadas para se reproduzir a inflamação pulmonar 

alérgica, incluindo camundongos, cobaias, ratos, cães, gatos, macacos e cavalos. Entretanto, desde a 

primeira demonstração de asma alérgica em camundongos, estes têm se tornado os animais mais 

utilizados para se estudar esta doença, possivelamente, devido ao baixo custo, disponibilidade e o 

bem caracterizado sistema imune dos mesmos (EPSTEIN MM et al., 2006; REDDY et al., 2012). 

Entretanto, nenhum deles reproduz completamente a asma humana, existindo apenas modelos de 

inflamação alérgica que apresentam algumas características da doença humana como 

broncoconstrição, hipersecreção de muco e inflamação crônica com infiltração de leucócitos 

(VARGAFTIG, 1999; ZOSKY et al., 2007). O procedimento experimental mais freqüentemente 

utilizado é a indução de um estado alérgico, que é caracterizado por hipersensibilidade do tipo 

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

ovalbumina (OVA), 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 aproximadamente 14 dias da sensibilização, a resposta inflamatória 

alérgica pode ser observada nos animais após a provocação intranasal, intratraqueal ou por aerosol 

com o alérgeno. Nos modelos murinos de asma em particular, o recrutamento de eosinófilos para 

o pulmão está diretamente relacionado ao desenvolvimento das características patogênicas 

presentes na asma humana, tais como hiperreatividade brônquica (FOSTER et al., 1996; 

HAMELMANN et al., 1999; TOMKINSON et al., 2001). 

1.2. Eosinófilos e asma alérgica 

Eosinófilos são leucócitos multifuncionais implicados na patogênese de numerosos 

processos inflamatórios, infecção parasitária e doenças alérgicas (ROTHENBERG et al., 2006). 

Correspondem a 2% de leucócitos presentes no sangue humano. Possuem núcleo bilobulado com 

cromatina altamente condensada e citoplasma contendo dois tipos principais de grânulos, o 
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específico (ou secundário) e o primário. O grânulo específico tem uma aparência ultraestrutural 

distinta contendo basicamente duas regiões, uma região elétron-densa que contém proteína básica 

principal MBP-1 e (MBP)-2, denominada de cristal central; e outra região que contém as 

proteínas tóxicas chamadas de peroxidase de eosinófilos (EPO), proteína catiônica de eosinófilos 

(ECP) e neurotoxina derivada de eosinófilos (EDN), denominadas de matriz (GIEMBYCZ & 

LINDSAY, 1999; PRUSSIN & METCALFE, 2006). As MBP, EPO e ECP são tóxicas para uma 

variedade de tecidos, incluindo coração, cérebro e epitélio brônquico (ROTHENBERG et al., 

2006; HOGAN et al., 2007).  

O acúmulo de eosinófilos nas vias aéreas é uma das principais características da asma 

(GUI-QUAN et al., 1999) e níveis aumentados de suas proteínas tóxicas são relacionados com os 

sintomas clínicos da mesma (SEMINARIO et al., 1994). Trabalho prévio mostrou que o número 

de eosinófilos no sangue periférico e lavado brônquico de sujeitos asmáticos está associado à 

forma mais grave da doença (BOUSQUET et al., 1998). Esta associação entre eosinofilia e 

gravidade da asma tem sido confirmada em vários outros estudos (GONZALO et al., 1998; 

SATO et al., 1998; SHAHABUDDIN, 2000).  

Eosinófilos são produzidos a partir de células progenitoras pluripotentes (CD34+) sendo 

sua diferenciação induzida por ações coordenadas de fatores de transcrição GATA-1, PU.1 e C/ 

EBP. São comumente expressos por uma variedade de linhagens hematopoiéticas, e a 

participação destes três fatores juntamente com a estimulação de citocinas específicas, resultam 

em desenvolvimento seletivo de eosinófilos (MCNAGNY et al., 2002; TRIVEDI et al., 2007). 

IL-3, IL-5 e GM-CSF contribuem para o desenvolvimento de eosinófilos na medula óssea, 

adesão endotelial, ativação e sobrevivência (SANDERSON et al., 1992). Dessas três citocinas, a 

IL-5 é a mais seletiva para a diferenciação, proliferação e maturação de eosinófilos na medula 

óssea, já que somente eosinófilos e basófilos expressam o receptor para a mesma, enquanto 
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vários tipos celulares expressam receptores para IL-3 e GM-CSF. A diferenciação de eosinófilos 

em culturas de células incubadas com IL-3 e GM-CSF é associado com aumento de RNAm para 

IL-5, e o bloqueio da produção endógena desta citocina inibe a diferenciação de eosinófilos na 

medula óssea (TRIVEDI et al., 2007). Além disso, sabe-se que a IL-5 exerce uma participação 

importante na mobilização de eosinófilos na medula óssea. Animais trangênicos para IL-5 

exibem eosinofilia, enquanto que animais nocautes tem redução no número de eosinófilos no 

sangue periférico e no tecido pulmonar quando desafiados (DENT et al., 1990; FOSTER et al., 

1996). A administração sistêmica de IL-5 em cobaias reduziu o número de eosinófilos na medula 

óssea e aumentou na circulação, indicando a participação dessa citocina na mobilização de 

eosinófilos (COLLINS et al., 1995).  

Uma vez ativados, eosinófilos expressam receptores de citocinas, imunoglobulinas e 

moléculas do complemento, e secretam citocinas pró-inflamatórias, como IL-2, IL-4, IL-10, IL-

13, IL-16, IL-18, fatores de crescimento como (TGF) α/β, quimiocinas como CCL5/ RANTES e 

mediadores lipídicos como fator de ativação plaquetário (PAF) leucotrienos (LTB4), 

CCL11/eotaxina-1 (KITA, 1996). Essa última, juntamente com IL-5, está implicada 

seletivamente no tráfego de eosinófilos.  

Eotaxina foi inicialmente descoberta utilizando-se ensaios biológicos designados para se 

identificar moléculas induzidas por alérgenos responsáveis para o acúmulo de eosinófilos em 

pulmões de cobaias (GRIFFITHS-JOHNSON et al., 1993). A atividade específica da eotaxina é 

mediada pela expressão seletiva do receptor de eotaxina, o CCR3, um receptor acoplado à 

proteína G que possui sete domínios transmembrânicos. A eotaxina coopera com IL-5 na indução 

de eosinofilia tecidual, ou seja, a IL-5 aumenta a resposta celular à eotaxina “primando” 

eosinófilos para responder a ligantes de CCR3. Além disso, a administração de eotaxina e IL-5 

promove aumento da produção de IL-13 no pulmão. Adicionalmente, camundongos nocaute 
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duplo para IL-5 e para eotaxina não exibem hiperreatividade das vias aéreas. Em contrapartida, 

camundongos nocautes para eotaxina ou para IL-5 (mas não para as duas citocinas) ainda podem 

desenvolver hiperreatividade brônquica, sugerindo que é necessária completa remoção de 

eosinófilos nas vias aéreas para impedir o desenvolvimento da hiperreatividade (UHM et al., 

2012). O mecanismo de ação da IL-5 e eotaxina em eosinófilos não é totalmente entendido. Sabe-

se que a IL-5 ativa várias quinases incluindo JAK2, Lyn e Raf-1, bem como SHP2 fosfatase. 

Adicionalmente, para a via da JAK-STAT, a quinase regulada por sinais extracelulares- Ras 

(ERK) também participa da via de sinalização da IL-5, e parece ser importante para a sobrevida, 

proliferação e diferenciação de eosinófilos. JAK- 2 e Lyn podem ser importantes para a 

proliferação e sobrevivência celular e Raf-1 pode participar da desgranulação de eosinófilos 

provocada pela IL-5 (TAKATSU et al., 2008). Em relação à eotaxina, a sinalização em 

eosinófilos ocorre através da ativação de ERK e p38 MAPK via subunidade α1 da proteína G 

acoplada ao receptor CCR3. Além disso, outras vias podem ser incluídas na sinalização desta 

quimiocina como a Rho-ROCK ou MAPK-MLCK (YAMAMURA et al., 2009). 

A transmigração de eosinófilos através do endotélio vascular envolve rolamento, 

extravasamento, firme adesão e migração transendotelial. A etapa inicial do rolamento e 

extravasamento de eosinófilos é regulada por selectinas e seus ligantes expressos no endotélio. 

Eosinófilos também expressam CD162 (P-selectina ligante 1-glicoproteína ou PSGL-1) e CD15s, 

as quais interagem com E-selectinas e P-selectinas, regulando o extravasamento de eosinófilos 

para o endotélio (SYMON et al., 1996). A firme adesão de eosinófilos e a transmigração do 

endotélio são reguladas por interações coordenadas entre citocinas e quimiocinas, moléculas de 

adesão presentes em eosinófilos (selectinas e integrinas) e receptores de integrinas como 

molécula de adesão em células vasculares (VCAM-1), molécula de adesão em células da mucosa 

(MadCAM-1) e molécula de adesão intercelular (ICAM)-1, expressas em células endoteliais 
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vasculares (KUNKEL et al., 2002; HOGAN et al., 2004). Os eosinófilos também expressam 

membros da família de integrinas β1 (α4β1 e α6β1), β2 (αLβ2, αMβ2, αXβ2 e αDβ2) e α7 (α4β7) 

(GEORAS et al., 1993; GRAYSON et al., 1998, TACHIMOTO et al., 2002). Estas integrinas 

interagem seletivamente com receptores de adesão (VCAM-1, MAdCAM-1, ICAM-1,-2 e-3 e 

fibrinogênio) facilitando a migração de eosinófilos em vários compartimentos teciduais durante a 

inflamação alérgica. O recrutamento de eosinófilos para o pulmão é regulado por VLA-4 (α4β1 

integrina)/ VCAM-1(WEG et al., 1993; ABRAHAM et al., 1994; NAKAJIMA et al.,  1994; 

PRETOLANI et al., 1994; GONZALO et al, 1996). Estudos prévios mostram que camundongos 

tratados com anticorpos monoclonais contra integrinas α4 e β1 (ou a utilização da técnica de 

deleção genética de VCAM-1) atenua o acúmulo de eosinófilos nos pulmões durante doenças 

respiratórias alérgicas (WEG et al., 1993; ABRAHAM et al, 1994; NAKAJIMA et al., 1994; 

PRETOLANI et al., 1994; GONZALO et al., 1996). Entretanto, trabalho prévio mostrou redução 

da expressão de VLA-4 em células progenitoras de eosinófilos na medula óssea após os desafios 

alérgicos acompanhada, de aumento do número dessas células no sangue periférico (CATALLI et 

al., 2008). 

1.3. Enterotoxinas Estafilocócicas 

Vários fatores podem potencializar a resposta alérgica pulmonar (e inflamação 

eosinofílica), como infecções bacterianas (Chlamydia sp, Mycoplasma sp, Moraxella catarrhalis, 

Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus). A colonização das vias aéreas pelo 

Staphylococcus aureus (S. aureus) e a liberação de suas enterotoxinas podem, além de induzir 

uma resposta infamatória das vias aéreas, exacerbar doenças respiratórias alérgicas, bem como 

aumentar o risco de manifestações das mesmas (BACHERT et al., 2003, 2008; LEE et al., 2005; 

O BRIEN et al., 2006). 



30 

 

As enterotoxinas estafilocócicas (EEs) pertencem a uma família de proteínas produzidas e 

excretadas por algumas cepas da bactéria gram-positivas Staphylococcus aureus. Essa bactéria é 

uma das três espécies patogênicas gram-positivas encontradas como parte da microflora da pele, 

do trato respiratório (principalmente no vestíbulo nasal) e do trato intestinal. É uma bactéria 

oportunista que coloniza alguns tecidos humanos e sobrevivem em condições variáveis, 

facilitando assim a sua invasão tecidual e escape imune (ULRICH et al., 2000; BACHERT et al., 

2002). Aproximadamente 20% da população é hospedeira permanente dessa bactéria que, na 

maioria dos casos, não gera doença. Entretanto, alguns fatores tornam o hospedeiro suscetível às 

infecções causadas por S. aureus. Estes incluem lesões na pele ou mucosa, função anormal de 

leucócitos, infecções virais, anormalidades metabólicas (como diabetes mellitus) ou outras 

condições como desnutrição e envelhecimento (BACHERT et al., 2002).  

As EEs são uma família de proteínas estruturalmente relacionadas entre si com peso 

molecular de aproximadamente 27 kDa, estáveis em meio ácido, resistentes ao aquecimento e à 

digestão de enzimas proteolíticas. São classificadas em vários tipos sorológicos, sendo cinco 

tipos denominados A a E  e  de G a V. Recentemente, uma nova enterotoxina estafilocócica de 

peso molecular de 26 kDa foi identificada, o tipo sorológico Q, a qual possui atividades 

biológicas semelhantes às outras enterotoxinas, incluindo superantigenicidade, pirogenicidade e 

letalidade maior (PASTACALDI et al., 2011). As enterotoxinas estafilocócicas mais estudadas 

são as do tipo A (SEA) e B (SEB), provavelmente por serem produzidas em quantidades maiores 

do que os outros tipos, facilitando, desse modo, o isolamento das mesmas. 

As EEs têm como principal função de atuar como “superantígenos” que são uma classe de 

antígenos imuno-estimulatório, capazes de ativar uma grande fração da população de células T 

(5-20%), estimulando-as a produzir e a secretar mediadores inflamatórios. As EEs têm 

despertado grande interesse, pois interagem com o sistema imune de maneira não convencional 
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(KOTOB, 1995). Ou seja, têm a habilidade de se ligar a moléculas do complexo de MHC-II fora 

do sítio de ligação de peptídeos convencionais, e a ligação com o receptor de células T (TCR) em 

uma interação com a face externa da cadeia Vβ do mesmo (ZAMOYSKA, 2006). Assim, a 

suscetibilidade dos linfócitos Th2 aos superantígenos é dependente da cadeia β específica que 

leva à intensa ativação de células T (NEUMANN et al., 1997; BACHERT et al., 2008). 

Os antígenos convencionais são processados em pequenos peptídeos em APC onde são 

armazenados em vesículas, formando um complexo com MHC-II. O complexo peptídeo-MHC-II 

é transportado para a superfície celular, onde são apresentados a linfócitos T, cada qual 

expressando um único receptor TCR de cadeia α e β específicos para o complexo. A habilidade 

das células T em reconhecer combinações MHC-peptídeo depende de rearranjos tanto da cadeia 

Vα e Vβ de células T como da cadeia Dβ, Jβ e Jα. Diferentemente dos antígenos convencionais, a 

interação de células T com “superantígenos” é realizada especificamente pelo elemento Vβ, com 

pequena contribuição de outros elementos variáveis do receptor TCR presentes em células T.  

Na asma alérgica, os linfócitos Th2 regulam a inflamação brônquica via secreção de IL-4, 

IL-5 e IL-13. Assim, cada uma destas citocinas está relacionada com determinadas características 

da asma, como a produção de IgE, eosinopoiese, eosinofilia brônquica, hipersecreção de muco e 

hiperreatividade brônquica (BUSSE & LEMANSKE, 2001). Alternativamente, células Th2 

podem ser ativadas por superantígenos via ligação da cadeia β do TCR ao MHC-II na superfície 

das APCs (LI et al., 1999). 

Embora o mecanismo de ação das EEs ainda não tenha sido completamente entendido, as 

manifestações enteropatológicas destas toxinas parecem envolver a estimulação de macrófagos e 

de linfócitos, bem como de neurônios do trato gastrintestinal (MICUSAN & THIBODEAU, 

1993). Em humanos, vários estudos mostraram que os efeitos patológicos das EEs envolvem a 

liberação de mediadores lipídicos (eicosanóides e PAF), aminas mastocitárias (histamina e 
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intradérmica de SEB desenvolvem inflamação alérgica cutânea caracterizada por influxo de 

linfócitos Th2 e elevados níveis de IgE (LAOUINI et al., 2003). 

 

1.4. Resposta inflamatória pulmonar produzida por enterotoxinas estafilocócicas 

Em humanos, diferentes tecidos e órgãos podem abrigar S. aureus, mas as narinas são o 

sítio portador mais frequente. Sabendo-se da predisposição do S. aureus em colonizar o trato 

respiratório humano, não são surpreendentes os achados mostrando a correlação entre EEs e 

inflamação de vias aéreas (WERTHEIM et al., 2005; CHOUDHURRY et al., 2006). Pacientes 

asmáticos expostos à SEA (ou SEB) apresentam níveis elevados de IgE específicos e, 

conseqüentemente, altos níveis séricos de IgE total. Este fenômeno está relacionado ao quadro de 

hiperreatividade brônquica, entre outros sintomas da asma, indicando que estas enterotoxinas 

podem exacerbar doenças respiratórias alérgicas, bem como aumentar o risco de manifestação 

das mesmas (BACHERT et al., 2003; LEE et al., 2005). 

É sabido que as EEs exercem grande efeito no sistema imune adaptativo. Entretanto, as 

EEs podem influenciar células do sistema imune inato, particularmente células dendríticas e 

macrófagos. Estudo prévio mostrou que a exposição pulmonar à SEA ativa células dendríticas, 

através de upregulation de moléculas co-estimulatórias, sendo esta resposta dependente de 

células T (MURAILLE et al., 2002). Corroborando com este trabalho, autores observaram 

recentemente um aumento da migração de células dendríticas para linfonodos mediastinais 24 

horas após a administração intratraqueal de SEB (HUVENNE et  al., 2010). Além disso, esses 

autores observaram também aumento da expressão dos níveis de marcadores de ativação como 

CD86 (HUVENNE et al., 2010). 

São crescentes as evidências de que as EEs amplificam a inflamação eosinofílica em 

pacientes que sofrem de rinosinusites, contribuindo para a gravidade e cronicidade de processos 
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inflamatórios alérgicos (BACHERT et al., 2008). Sugere-se que o prévio contato de indivíduos 

atópicos a superantígenos (como a SEA e SEB) contribui para a gravidade da infiltração 

eosinofílica (e da doença alérgica em geral), através de modificações das funções das células T e 

B, dos eosinófilos, bem como de outras células inflamatórias. A pré-exposição pelos 

superantígenos estimula a formação de Th2 e a produção de IgE multiclonal. É interessante notar 

que o S. aureus pode residir naturalmente nas células epiteliais e na mucosa do trato respiratório, 

podendo, a partir deste local, liberar superantígenos para o tecido pulmonar. Dessa forma, 

“defeitos” imunes de quaisquer natureza (inato ou adaptativo), poderiam desencadear este 

fenômeno de exacerbação do quadro alérgico nos indivíduos atópicos (BACHERT et al., 2007). 

Entretanto, trabalhos clínicos até agora publicados são muitas vezes limitados em alguns 

aspectos, e por isso se sabe pouco sobre a natureza da exacerbação das doenças alérgicas em 

indivíduos expostos ao S. aureus (ou estafilotoxinas). 

Modelos animais têm sido empregados na tentativa de se esclarecer os mecanismos pelos 

quais as EEs contribuem para a inflamação pulmonar. Coelhos submetidos à administração 

sistêmica de SEB desenvolvem inflamação pulmonar caracterizada por infiltração de leucócitos, 

danos no endotélio e aumento de permeabilidade vascular (NEUMANN et al., 1997). Em 

camundongos, observou-se o influxo de linfócitos, eosinófilos e neutrófilos após a administração 

intranasal de SEB (HERZ et al., 1999). Além disso, estudo recente mostrou que a administração 

intranasal de SEB juntamente com a OVA facilita a sensibilização de células T CD4+. A 

administração de SEB e OVA foi caracterizada pela produção de IgE específica para o alérgeno, 

aumento de IL-4, IL-5 e IL-13, influxo bronquial de eosinófilos e desenvolvimento de 

hiperreatividade brônquica. Esses achados foram explicados pelo aumento da migração e 

maturação de células dendríticas, as quais ocorrem em paralelo com o aumento da proliferação de 

células T (HUVENNE et al., 2010). Trabalho do nosso grupo mostrou que a pré-exposição à SEA 
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em ratos desafiados com OVA induz aumento do influxo de eosinófilos para o tecido pulmonar e 

lavado broncoalveolar, bem como aumento do número dessas células na medula óssea. Esse 

aumento no número de eosinófilos no lavado broncoalveolar foi acompanhado de aumento dos 

níveis de TNFα e eotaxina (MARIANO et al., 2010). 

Sendo assim, o conhecimento dos mecanismos pelos quais as EEs induzem exacerbação 

da resposta alérgica pode trazer novos conhecimentos de fisiopatologia e novas perspectivas 

terapêuticas para o tratamento de doenças alérgicas provocadas pela exposição das vias aéras com 

S. aureus e suas toxinas. 
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Tempo Pré-exposição Desafio 

 

 

4 h 

PBS 

SEA 

PBS 

SEA 

 

PBS 

PBS 

OVA 

OVA 

 

 

12 h 

PBS 

SEA 

PBS 

SEA 

PBS 

PBS 

PBS 

OVA 

 

24 h 

PBS 

SEA 

PBS 

SEA 

PBS 

PBS 

PBS 

OVA 

 

48 h  

PBS 

SEA 

PBS 

SEA 

PBS 

PBS 

OVA 

OVA 

 

3.3. Grupos Experimentais para a SEB 

Os animais foram submetidos à instilação intranasal com SEB, nos tempos 4 h, 12 h e 24 

h antes do desafio com OVA (ou PBS). Dessa forma, configurou-se os seguintes grupos 

experimentais para estes protocolos de pré-exposição: 
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3.5. Obtenção do lavado broncoalveolar (LBA) 

Os animais foram mortos por inalação com halotano, e a região do pescoço foi aberta para 

canulação da traquéia com auxílio de um tubo de polietileno (1 mm de diâmetro). O LBA foi 

realizado com 1,5 ml de tampão PBS contendo 20 UI/ml de heparina, à temperatura ambiente. O 

PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado em 5 alíquotas de 300 μl cada. O material recolhido 

foi centrifugado à 500 g, por 10 min à 20oC, e o resíduo celular ressuspenso em PBS. A 

contagem do número total de leucócitos foi realizada em câmara de Neubauer e a contagem 

diferencial de leucócitos realizada em lâminas confeccionadas em citocentrífuga e coradas a 

seguir com corante Diff-Quick. A leitura das lâminas foi realizada em microscópio óptico com 

aumento de 1000 vezes (objetiva de imersão em óleo). Em cada lâmina, foram contadas 300 

células, diferenciando-se 4 tipos celulares: neutrófilos, eosinófilos, mononucleares e mastócitos. 

O número de cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relação ao 

número total de células. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucócitos foram 

expressos como número de célula por ml de LBA. 

 

3.6. Coleta de sangue e plasma 

Amostras de sangue periférico foram obtidas antes da coleta do LBA através de punção da 

veia cava abdominal. O sangue foi coletado na presença de heparina (20 UI/mL) e utilizado para 

contagem total (em câmara de Neubauer) e diferencial (em lâminas de esfregaço coradas com 

corante Diff Quick) de leucócitos. A leitura das lâminas foi realizada em microscópio óptico com 

aumento de 1000 vezes (objetiva de imersão em óleo). Em cada lâmina foram contadas 100 

células, diferenciando-se os neutrófilos, eosinófilos, mononucleares, linfócitos e mastócitos. O 

número de cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relação ao 

número total de células. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucócitos foram 
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expressos como número de célula por ml de sangue. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 

1000 g, por 10 min à 20oC, sendo o plasma coletado e estocado à -80°C para dosagens de 

mediadores inflamatórios. 

 

3.7. Contagem de leucócitos obtidos na medula óssea 

O fêmur direito e esquerdo de camundongos foi removido 48 h após o desafio com OVA. 

A epífise e a diáfase foram transversalmente cortadas. Em seguida, a medula óssea foi removida 

pela lavagem com 5 mL PBS, após o qual realizou-se a contagem total e diferencial dos 

leucócitos medulares. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada em lâminas 

confeccionadas em citocentrífuga e coradas a seguir com corante Diff Quick. A leitura das 

lâminas foi feita em microscópio óptico com aumento de 1000 vezes (objetiva de imersão em 

óleo). Em cada lâmina, foram contadas 300 células, diferenciando-se neutrófilos imaturos, 

neutrófilos maduros, eosinófilos imaturos e eosinófilos maduros. Linfócitos e monócitos foram 

classificados como “outras células”. O número de cada tipo celular foi calculado a partir da 

porcentagem encontrada, em relação ao número total de células. Os resultados das contagens total 

e diferencial dos leucócitos foram expressos como número de célula por animal. 

 

3.8. Análise histológica do tecido pulmonar 

Para a análise histológica, os pulmões de animais imunizados pré-expostos à SEA ou SEB 

e desafiados ou não com a OVA, foram retirados e embebidos em formalina (10%) até que 

fossem fixados. Posteriormente, esses pulmões foram examinados macroscopicamente e 

seccionados transversalmente em segmentos de aproximadamente 3 mm. Somente a região que 

compreende o terço médio do aspecto caudal de ambos os pulmões foi embebida em parafina. 

Essas porções foram seccionadas, tendo os cortes espessura entre 4 e 5 μm os quais foram 
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3.11. Adesão de eosinófilos da medula óssea 

 Os fêmures de animais pré-expostos ou não à SEA e desafiados ou não com OVA, foram 

retirados e o canal medular de cada osso foi lavado com 2,5 ml de RPMI morno. A suspensão 

celular obtida foi homogeneizada, distribuídas em placas de Petri e mantidas em estufa à 37º e 

5% CO2 por 30 min. Após 30 min as células não aderentes foram recuperadas, a placa foi lavada 

por duas vezes com RPMI morno e transferidos para novo tubo. Parte da suspensão celular foi 

utilizada para confecção de lâminas para a contagem diferencial.  

 O ensaio de adesão foi realizado como descrito previamente por Hakansson e 

colaboradores (1994), com algumas modificações. Os ensaios foram realizados usando-se placas 

de 96 poços (Costar - Corning Inc., EUA), sendo as mesmas previamente recobertas com 50 μl de 

ICAM-1 (recombinante ICAM-1/CD54/Fc de camundongo; R&D Systems, 5μg/mL), ou VCAM-

1 (recombinante VCAM-1/CD106/Fc de camundongo; R&D Systems, 2,5μg/mL). As placas 

recoberta foram deixadas overnight à 4°C. Os poços foram lavados no dia seguinte com 200 μl de 

PBS por 2x, e as ligações não específicas foram bloqueadas com a adição de 100 μl de PBS/BSA 

0,1% por 1 h à 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas mais 2 vezes com 200 μl de PBS e 

deixadas secar à 37°C. Após este período, 50 μl da suspensão celular (4x106 células/mL) obtida 

da medula óssea foram adicionados aos poços. A placa foi então incubada por 30 min (37°C; 5% 

CO2; ar úmido), e posteriormente lavada por 2x com 200 μL de PBS para retirar as células não 

aderidas. Os poços ensaiados receberam 25 μl de RPMI; logo após, foi acrescido a todos os poços 

ensaiados 25 μL do substrato da EPO (1 mM H2O2, 1 mM fenilenediamina, 0,1% triton X-100 

em tampão Tris pH 8,0). Sob leve agitação, a placa foi incubada à temperatura ambiente por 30 

min, e após esse período, foi adicionado 25 μl de H2SO4 (4 M) por poço para interromper a 

reação. A absorbância foi avaliada no leitor de ELISA (Multiscan MS, Labsystems, EUA), à 490 
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nm. A adesão dos eosinófilos foi medida através da atividade da EPO das células aderidas das 

amostras (Nagata et al., 1995). A adesão foi calculada através da correção dos valores da 

densidade óptica e do número de eosinófilos acrescidos em cada poço. 

 

3.12. Expressão de CCR3 e VLA-4 

A expressão de células CCR3+, VLA+ e CCR3+ VLA-4+ foi detectada através da 

citometria de fluxo. Para isto, animais pré-expostos à SEA, desafiados ou não com a OVA, foram 

sacrificados. A medula óssea foi retirada e lavada em MEM, conforme método descrito 

anteriormente. Em seguida, as células, na concentração final de 1 X 10⁶ céls/ml (100 μl da 

suspensão celular/tubo), foram submetidas à técnica de marcação celular. Antes da marcação, 

cada tubo contendo as células foi centrifugado (500 g, 4ºC) com 500 μl de PBS / BSA 0.5% 

/azida 0,2% por 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes foram descartados e a cada tubo 

foi adicionado 10 μl de soro humano inativado (para bloqueio de ligações inespecíficas). Os 

tubos foram incubados em geladeira (4ºC) por 20 minutos. Os tubos foram novamente 

centrifugados (500 g, 4ºC) com 500 μl de PBS / BSA 0.5% /azida 0,2% por 10 minutos, e os 

sobrenadantes descartados. Em seguida, foi adicionado a cada tubo 5 μl de anticorpo e os 

mesmos foram incubados em geladeira (4ºC) por 20 minutos. Os tubos foram centrifugados por 

10 minutos (500 g, 4ºC) com 500 μl de PBS / BSA 0.5% /azida 0,2% e os sobrenadantes foram 

descartados. Por fim, a cada tubo foi adicionado 300 μl de paraformaldeído 0,5% em PBS. As 

células foram analisadas a 488 nm no FACS (Becton-Dickinson FACScalibur). A intensidade de 

fluorescência foi comparada às células do grupo controle. Todos os anticorpos utilizados foram 

comercializados conjugados com os seguintes fluoróforo: CCR3 (Alexa Fluor 647), VLA-4 (PE- 

ficoeritina). 
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3.13. Ensaios in vitro com eosinófilos humanos 

3.13.1. Separação de eosinófilos humanos 

Sangue venoso foi coletado de voluntários saudáveis de ambos os sexos, através de 

consentimento escrito e após aprovação pelo comitê de ética local (CEP: 472/2008). O Sangue 

(60-120 ml) foi colhido na presença de citrato de sódio (3,13%; 1:10). O sangue foi inicialmente 

diluído (1:1; v/v) com PBS (pH 7,2-7,4). Alíquotas de 35 ml de sangue diluído colocadas sobre 

15 ml de solução isotônica de Percoll (9,5 ml de Percoll, 4,0 ml de água e 1,5 ml de HANKS 

concentrado 10x; densidade 1,082 ± 0,005 g/mL; pH 7,4; 340 mOs/kg H2O de osmolaridade; 

Sigma Chem. Co., EUA) em tubos plásticos graduados de 50 ml. Após centrifugação (20 min; 

1200x g; 4°C), a camada de células mononucleares foi delicadamente removida e descartada, e o 

pellet contendo eritrócitos, neutrófilos e eosinófilos foi aspirado e transferido para tubo limpo. Os 

eritrócitos foram lisados (13 min; 0°C) por adição de 5 volumes de solução isotônica gelada de 

cloridrato de amônia (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM e EDTA 0,1 mM) para 1 volume do 

pellet. Após a lise, a suspensão celular foi centrifugada (10 min; 500xg; 4°C) e o pellet resultante 

foi lavado 1x (10 min; 500xg; 4°C) em PBS. Utilizamos o sistema magnético de separação 

celular (MACS; Miltenyi Biotec, Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido) para separar 

eosinófilos, (HANSEL et al., 1991). Antes do uso, a coluna foi lavada 4x com PBS/BSA 0,5% e, 

posteriormente, incubada com PBS/BSA à temperatura ambiente por 1 h. Imediatamente antes do 

uso, foi resfriada por meio de 4 lavagens com PBS/BSA gelado. A mistura de 

neutrófilos/eosinófilos foi incubada com microbeads, os quais contêm CD16 aderido, por 30 min 

(6-12°C; 32 μL microbeads/5x107células). PBS/BSA gelado (q.s.p. 1 mL) foi então adicionado à 

suspensão de células, a qual foi transferida para o alto da coluna, sob campo magnético. Após 

aplicarmos a suspensão celular na coluna, mais 3 volumes (1 mL) de tampão PBS/BSA passaram 

pela mesma. As células CD16+ (neutrófilos) ficaram presas à coluna, ao passo que as células 
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CD16- (eosinófilos) foram coletadas (volume de eluição de 30 ml). As CD16- foram 

centrifugadas (10 min; 500 g; 4°C) antes dos testes funcionais. A determinação do número total 

de células foi realizada usando-se a câmara de Neubauer, obtendo o número de células x 106/ ml. 

As lâminas foram preparadas em citocentrífuga (10 min; 2x106 céls/ mL; 100 μl; 1800 x g), e 

coradas com May-28 Grünwald-Giemsa para determinação diferencial em microscópio óptico. 

As células foram então ressuspensas no número desejado para os ensaios descritos a seguir. 

 

3.13.2. Ensaios de quimiotaxia 

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados usando-se câmara de microquimiotaxia com 

48 poços (RICHARDS & McCULLOUGH, 1984). Alíquotas de 50 μl da suspensão de 

eosinófilos (5x106 células/ ml em MEM) foram colocadas no compartimento superior da câmara 

e 28 μl do agente quimiotáxico (eotaxina, RANTES ou PAF) colocados no compartimento 

inferior. Os compartimentos foram separados com filtro de policarbonato (5 μm; Nuclepore 

Pleasanton, EUA). A migração espontânea foi verificada substituindo-se os agentes 

quimiotáxicos por 28 μl de MEM. Após incubação por 1 h à 37°C com 5% de CO2 (ar úmido), os 

filtros foram fixados em metanol 70%, corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare Corporation, 

EUA) e colocados sobre lâminas de microscopia. A migração dos eosinófilos foi determinada 

quantificando-se o número de células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, 

usando-se objetiva de imersão. Em cada experimento, as amostras foram aplicadas em triplicata, 

e cada protocolo foi realizado ao menos 4 vezes (n=4). De acordo com o protocolo experimental, 

os eosinófilos foram tratados ou não com a SEA (0,5, 1 e 3 ng/ml) ou SEB (1, 3 e 30 ng/ml) por 

30 min, 2 h e 4 h em estufa de CO2, após o qual foram submetidos à quimiotaxia in vitro. 
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3.13.3. Ensaio de adesão 

O ensaio de adesão foi realizado como descrito previamente por HAKANSSON et al 

(1994), com algumas modificações. Os ensaios foram realizados usando-se placas de 96 poços 

(Costar - Corning Inc., EUA), sendo as mesmas previamente tratados com 50 μl de ICAM-1 (100 

ng/ml) ou VCAM-1 (100 ng/ml). As placas foram deixadas overnight à 4°C. Os poços foram 

lavados no dia seguinte com 200 μl de PBS por 2x, e as ligações não específicas foram 

bloqueadas com a adição de 100 μl de PBS/BSA 0,1% (p/v) por 1 h à 37°C. Em seguida, as 

placas foram lavadas mais 2x com 200 μl de PBS e deixadas secar à 37°C. Primeiramente, os 

eosinófilos foram tratados com a SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) e estimulados ou não com 

eotaxina (300 ng/ml) à 37°C por 30 min. Após este período, 50 μl da suspensão celular (7x104 

eosinófilos/mL; MEM) foram adicionados aos poços. A placa foi então incubada por 30 min 

(37°C; 5% CO2; ar úmido), e posteriormente lavada por 2x com 200 μL de PBS para que retirar 

as células não aderidas. Os poços ensaiados receberam 50 μl de MEM e os poços controles 

receberam 50 μL da curva padrão celular, em triplicata. Foi acrescido a todos os poços, ensaiados 

e controles, 50 μL do substrato da EPO (1 mM H2O2, 1 mM fenilenediamina, 0,1% triton X-100 

em tampão Tris pH 8,0). Sob leve agitação, a placa foi incubada à temperatura ambiente por 30 

min, após o qual, 25 μl de H2SO4 (4 M) por poço foram adicionados para interromper a reação. A 

absorbância foi avaliada no leitor de ELISA (Multiscan MS, Labsystems, EUA) a 490 nm. A 

adesão foi calculada pela medida da atividade da EPO das células aderidas das amostras, 

comparando-as com a curva padrão (NAGATA et al., 1995). 

3.13.4.  Fosforilação da p38 MAPK por citometria de fluxo 

A análise da fosforilação da p38 MAPK intracelular foi realizada por citometria de fluxo 

em eosinófilos purificados na concentração final de 3x106 céls/ml (100 μl suspensão celular em 

cada tubo) tratados ou não com SEA (3 ng/ml) e SEB (1 ng/ml) e estimulados com eotaxina (3 
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µg/ml). Para isso, antes da marcação, a concentração celular foi lavada duas vezes com 500 μl de 

PBS com albumina bovina (BSA) a 1%. Em seguida foi adicionado perm III (BD) (1ml- 1-

10x106 céls/ml), ou seja 100 μl/tubo (0,3x106 céls/tubo) por 25 min. Após a permeabilização, as 

células foram lavadas uma vez com 500 μl de PBS/BSA. Finalmente, foi adicionado 10 μl do 

anticorpo p38 MAPK (conjugado com ficoeritina). Após a incubação (30 min no escuro) na 

geladeira, as células foram novamente lavadas 1 vez com 500 μl de PBS/BSA (1%), após o qual 

foram ressuspendidas em 200 μl de paraformaldeído 1%. Por fim, a cada tubo foi adicionado 300 

μl de paraformaldeído 0.5% em PBS, realizando-se a leitura no FACS (Becton-Dickinson 

FACScalibur, San Jose, California) à 488 nm. A intensidade de fluorescência foi comparada a do 

grupo controle. 

 

3.13.5. Medida da concentração de cálcio intracelular 

A medida da concentração de cálcio intracelular foi realizada em eosinófilos humanos 

purificados na concentração final 2x10⁶ céls/ml. Após a purificação, os eosinófilos foram 

incubados por 45 min com um marcador fluorescente Fluoforte na concentração final de 3 μM à 

37 °C, a 5%, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram centrifugadas por 10 min à 400 g à 

4° C e ajustadas para 1x10⁶ céls / ml com MEM. Em seguida, 1 ml da suspensão celular marcada 

com Fluoforte foi colocada em uma cubeta de quartzo do espectrofotômetro de fluorescência. A 

suspensão celular controle (eosinófilos incubados com MEM) foi mantida em agitação constante 

durante aproximadamente 30 segundos, após o qual foi pipetou-se 10 μl de Triton (10 %). Em 

seguida, pipetou-se 10 μl de CaCl2 (100 mM), obtendo-se neste momento a fluorescência máxima 

(F max). Em seguida, pipetou-se 10 μl de Tris (2 M) e 50 μl de EGTA (200 mM), obtendo-se a 

fluorescência mínima (F-min). Após obter a fluorescência máxima e mínima, a suspensão celular 

foi retirada da cubeta e 1 ml de células incubadas com MEM, SEA ou SEB marcada com 
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4.1.2. Efeito da pré-exposição à SEA no número de leucócitos circulantes em animais 

desafiados com OVA 

A figura 2 mostra o número de leucócitos totais (painel A) e diferenciais (painel B a D) no 

sangue circulante para 4 h, 12 h, 24 h e 48 h de pré-exposição à SEA. Notamos um aumento 

significativo de eosinófilos (painel B) no grupo desafiado com OVA (PBS+OVA) em relação aos 

animais instilados com PBS ( painel B). O número de células totais (painel A), neutrófilos (painel 

C) e células mononucleares (painel D) não foi modificado de modo significativo no grupo 

controle (OVA) em relação ao grupo (PBS). 

No grupo de animais pré-expostos à SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS), 

observamos um aumento significativo no número de neutrófilos em 12 h em relação aos animais 

sensibilizados instilados com PBS. O número de mononucleares e de eosinófilos não foi 

modificado.  

No grupo de animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA), 

notamos aumento significativo de eosinófilos em 4 h, 12 h e 24 h em relação ao grupo 

PBS+OVA, ao passo que em 48 h esse número retorna a valores basais. O número de neutrófilos 

não modificou em nenhum tempo neste grupo experimental. Em relação às células 

mononucleares, a pré-exposição à SEA em 24 h e 48 h elevou o número destas células em relação 

ao controle (OVA). 
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FIGURA 2. Efeito da pré-exposição das vias aéreas de camundongos a SEA sobre o número de 

leucócitos circulantes em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) ou instilação com 

PBS. A instilação nasal de SEA foi realizada 4 h, 12 h, 24 h e 48 h antes da instilação de OVA. O sangue 

foi obtido 48 h após o primeiro desafio. Os resultados estão apresentados como média ± E.P.M. 

provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação ao grupo controle (PBS), # p<0,05 em relação 

ao grupo controle (OVA). 
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4.1.3. Análise histológica do tecido pulmonar de camundongos submetidos à pré-exposição à 

SEA e desafiados com OVA 

Os dados de histologia pulmonar estão ilustrados nas figuras 3 e 4. Nos animais 

desafiados com OVA (grupo PBS+OVA) notamos um aumento significativo na extensão do 

processo inflamatório em nível bronquiolar (APICN; painel A), do número de eosinófilos (painel 

B) e, de neutrófilos (painel C) e de células mononucleares no parênquima pulmonar (painel D). 

No grupo de animais pré-expostos à SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS), 

observamos um aumento no parâmetro APICN (painel A) e no número de eosinófilos (painel B), 

de neutrófilos (painel C) e de células mononucleares (painel D) em relação ao grupo controle 

(PBS). 

Nos animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA), observamos 

um aumento significativo no parâmetro APICN em 4 h e 48 h (painel A), no número de 

eosinófilos em 12 h, 24 h e 48 h (painel B), e de neutrófilos em 4 h, 12 h, 24 h e 48 h (painel C). 

O número de células mononucleares não foi modificado no tecido pulmonar em relação aos 

animais desafiados com OVA (PBS+ OVA). 
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FIGURA 4. Imagens ilustrativas de pulmões de camundongos expostos à SEA (12 h) e 

desafiados com OVA. A instilação intranasal com SEA foi realizada 4 h, 12 h, 24 h ou 48 h 

antes do desafio com a OVA. Após 48 h do primeiro desafio, os animais foram sacrificados e os 

pulmões isolados, embebidos em formalina (10%) e posteriormente fixados em parafina. Cortes 

histológicos com espessura entre 4-5 µm foram realizados na região do terço médio do aspecto 

caudal de ambos os pulmões. Os cortes foram corados com H-E. As contagens de leucócitos 

totais e diferenciais foram realizadas em 5 campos de grande aumento.  
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4.1.4. Efeito da pré-exposição à SEA no número de células inflamatórias no lavado 

broncoalveolar (LBA) em animais desafiados com OVA 

Os dados de LBA estão ilustrados na figura 5. Nos animais controles desafiados com 

OVA (grupo PBS+OVA notamos um aumento significativo no número de leucócitos totais 

(painel A), neutrófilos (painel B), eosinófilos (painel C) e células mononucleares (painel D) no 

LBA em relação ao grupo PBS.  

No grupo de animais pré-expostos à SEA por 4 h, 12 h, 24 h e 48 h e instilados com PBS 

(grupo SEA+PBS), observamos um aumento de células totais (painel A) e neutrófilos (painel B) 

no LBA. O infiltrado máximo de neutrófilos ocorreu em 4 h e 24 h de pré-exposição (painel B). 

O número de células mononucleares no LBA foi significativamente diferente nos tempos de 4 h, 

12 h, 24 h e 48 h em relação aos grupos controles. Neste grupo experimental (SEA+PBS) não se 

observou eosinófilos em nenhum tempo de pré-exposição (painel C). 

No grupo de animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA), 

notamos um aumento significativo no número de leucócitos totais (painel A) nos tempos de 4 h e 

48 h em relação ao grupo controle (OVA). Para os neutrófilos (painel B), notamos um aumento 

significativo em 4 h e 12 h em relação ao grupo controle (OVA). O número de eosinófilos (painel 

C) no grupo SEA+OVA foi significativamente maior apenas no tempo de 48 h em relação ao 

grupo controle (OVA). Não observamos diferenças significativas no influxo de células 

mononucleares neste grupo experimental. 
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FIGURA 5. Efeito da pré-exposição das vias aéreas de camundongos a SEA sobre o influxo de 

células no lavado broncoalveolar (LBA) em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) 

ou instilação com PBS. A instilação nasal de SEA foi realizada em 4 h, 12 h, 24 h e 48 h antes da 

instilação de OVA. O LBA foi obtido 48 h após o primeiro desafio. Os resultados estão apresentados 

como média ± E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação respectivo grupo 

controle (PBS), # p<0,05 em relação ao grupo controle (OVA). 
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4.1.5 Efeito da pré-exposição à SEA sobre os níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF na medula 

óssea 

Os níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF foram dosados no perfusado de medula óssea de 

animais pré-expostos à SEA (12 h) e desafiados com OVA.  

Como apresentado na figura 6, nos animais controles desafiados com OVA (grupo PBS+ 

OVA) observamos um aumento significativo nos níveis de GM-CSF, mas não de IL-5 e eotaxina 

em relação ao grupo controle (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEA e instilados com PBS (grupo SEA+ PBS), não 

observamos diferenças significativas nos níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF em relação ao grupo 

controle (PBS). 

Em relação ao grupo de animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA (grupo 

SEA+OVA), observamos um aumento significativo nos níveis de IL-5 (painel A) e eotaxina 

(painel B). Em relação aos níveis de GM-CSF, não observamos diferenças significativas em 

relação ao controle (OVA). 
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FIGURA 6. Níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF no sobrenadante de medula óssea de animais pré-

expostos à SEA (12 h) e desafiados com OVA. Os resultados estão apresentados como média ± E.P.M. 

provenientes de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relação ao grupo controle (PBS); #P<0,05 em relação 

ao grupo controle (OVA). 
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4.1.6. Efeito da pré-exposição à SEA nos níveis de IL-4, IL-6, IL-8 e eotaxina no 

homogenato pulmonar  

Como mostrado na figura 7, nos animais controles desafiados com OVA (PBS+ OVA), 

verificamos um aumento significativo nos níveis de IL-4 (painel A), IL-6 (painel B), eotaxina 

(painel C) e IL-8 no homogenato pulmonar em relação ao grupo controle (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS) 

observamos aumento significativo nos níveis de IL-4 (4 h, 12 h e 24 h), eotaxina (4 h e 12 h) e 

IL-8 (4 e 12 h)  quando comparados ao grupo controle (PBS). Neste grupo experimental, não se 

observou diferença significativa nos níveis de IL-6 (painel B) em nenhum dos tempos de pré-

exposição.  

No grupo de animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA) não 

observamos diferenças significativas nos níveis de IL-4 em 4 h e 12 h (painel A). Entretanto, 

notamos diminuição nos níveis desta citocina em 24 h e 48 h, comparados ao grupo controle 

(OVA). Em relação aos níveis de IL-6 (painel B), observamos diminuição significativa nos 

tempos de 4 h a 48 h. Os níveis de eotaxina e IL-8 foram significativamente maiores em 4 h e 12 

h para eotaxina e 4 h para IL-8 em relação ao grupo controle (OVA). 
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FIGURA 7. Níveis de IL-4, IL-6, eotaxina e IL-8 no homogenato pulmonar de animais pré-expostos 

à SEA e desafiados com OVA. A instilação nasal de SEA foi realizada em 4 h, 12 h, 24 h e 48 h antes do 

primeiro desafio à OVA. Os resultados estão apresentados como média ± E.P.M. provenientes de 5 

animais por grupo. *P<0,05 em relação ao grupo controle (PBS); #P<0,05 em relação ao grupo controle 

(OVA). 
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4.1.7. Efeito da pré-exposição à SEA (12 e 24 h) na expressão de CCR3 e VLA-4 em células 

da medula óssea 

A expressão de CCR3+ (figura 8), VLA-4+ (figura 9), CCR3+ VLA-4+ (Figura 10) em 

células da medula óssea foi analisada por citometria de fluxo.  

No grupo de animais desafiados com OVA (grupo PBS+ OVA), observamos um aumento 

significativo da expressão CCR3+, VLA-4+ e CCR3+ VLA-4+ comparado ao grupo controle 

(PBS) (Figuras 8, 9 e 10, respectivamente). 

No grupo de animais pré-expostos à SEA e não desafiados com a OVA (grupo 

SEA+PBS), observamos um aumento da expressão de VLA-4 (Figura 9) em relação ao controle 

(PBS). Não observamos diferenças para CCR3 (Figura 8) e CCR3+ VLA-4+ (Figura 10). 

Os animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA), observamos 

uma diminuição de células CCR3+, VLA-4 + e CCR3+VLA-4, em relação ao grupo controle 

(OVA) (Figuras 8, 9 e 10, respectivamente). 
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4.1.8. Efeito da pré-exposição à SEA na adesão de eosinófilos da medula óssea  

Para se investigar o efeito da pré-exposição à SEA sobre a adesão de eosinófilos da 

medula óssea, realizamos ensaios de adesão ex-vivo em placas revestidas com ICAM-1 e VCAM-

1. Os dados estão ilustrados na figura 11. 

Nos animais desafiados com OVA (grupo PBS+OVA), observamos um aumento da 

adesão de eosinófilos em ICAM-1 (painel A) e VCAM-1 (painel B), quando comparados ao 

grupo controle (PBS) (Figura 11).  

No grupo de animais somente pré-expostos à SEA (12 h, 24 h e 48 h) instilados com PBS, 

não observamos diferenças significativas entre os grupos experimentais.  

Nos animais pré-expostos à SEA (12 h, 24 h e 48 h) e desafiados com OVA, observamos 

diminuição significativa da adesão de eosinófilos em ICAM-1 (painel A) e VCAM-1 (painel B) 

em relação ao grupo controle (OVA). 

 

 



68 

 

 

FIGURA 11. Efeito da pré-exposição à SEA na adesão de eosinófilos na medula óssea de animais 

desafiados com ovalbumina (OVA) em ICAM-1 e VCAM-1. A instilação nasal de SEA foi realizada 12 

h, 24 h ou 48 h antes do desafio com a OVA. Painel A: adesão de eosinófilos em placas recobertas com 

ICAM-1; painel B: adesão de eosinófilos em placa recobertas à VCAM-1. Os resultados estão 

apresentados como média ± E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relação ao respectivo controle 

(PBS); #P<0,05 em relação ao grupo controle (OVA). EOS, eosinófilos. DO (densidade óptica). 
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4.2. Protocolos experimentais com SEB 

 

Os animais foram submetidos à exposição intranasal com SEB (1 µg). Ao fim de 4 h, 12 h 

ou 24 h, os animais foram desafiados com OVA ou instilados com PBS. A análise do LBA, 

medula óssea e sangue venoso foi realizada 48 h após o primeiro desafio com OVA, conforme 

descrito em Métodos. 

 

4.2.1. Efeito da pré-exposição à SEB no número de leucócitos na medula óssea em animais 

desafiados com OVA 

A figura 12 mostra o número de leucócitos na medula óssea em animais pré-expostos à 

SEB por 4 h, 12 h e 24 h. Nos animais controles desafiados com OVA (grupo PBS+ OVA), 

houve um aumento significativo no número de eosinófilos imaturos (painel A) e maduros (painel 

B). Não observamos diferença no número de neutrófilos imaturos (painel C) e maduros (painel 

D) em relação aos animais controles (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS), 

observamos um aumento significativo no número de eosinófilos imaturos em 12 h e 24 h (painel 

A) e maduros em 4 h e 24 h (painel B) em relação aos respectivos grupos controles (PBS). O 

número de neutrófilos maduros foi maior em 12 h e 24 h, ao passo que o número de neutrófilos 

imaturos não diferem entre os grupos (painel C). 

No grupo de animais instilados com SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA), 

notamos um aumento significativo de eosinófilos imaturos em 4 h e 12 h (painel A) e maduros 

em 4 h e 12 h (painel B). Aumento significativo de neutrófilos maduros (painel C) foi observado 

em 12 h em relação ao grupo controle (OVA). 
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4.2.2. Efeito da pré-exposição à SEB no número de leucócitos circulantes em animais 

desafiados com OVA 

A figura 13 mostra o número de leucócitos totais e diferenciais no sangue venoso para 4 

h, 12 h e 24 h de pré-exposição à SEB.  

Nos animais controles desafiados com OVA (grupo PBS+OVA) houve um aumento 

significativo no número de eosinófilos (painel B) em relação aos animais instilados com PBS 

(grupo controle PBS). O número de células totais (painel A), neutrófilos (painel C) e células 

mononucleares (painel D) não foi modificado de modo significativo.  

No grupo de animais pré-expostos à SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS), 

observamos um aumento significativo no número de eosinófilos em 4 h, ao passo que o número 

das demais células não foi modificado de modo significativo em relação ao grupo controle (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA), 

notamos um aumento significativo no número de eosinófilos em 12 h em relação ao grupo 

PBS+OVA. Aumento significativo de células totais e de células mononucleares circulantes foi 

observado em 12 h e/ou 24 h (grupo SEB+OVA) em relação ao grupo controle (OVA). O número 

de neutrófilos não foi modificado de modo significativo neste grupo experimental. 
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FIGURA 13. Efeito da pré-exposição das vias aéreas de camundongos a SEB  sobre o número de 

leucócitos circulantes em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) ou instilação com 

PBS. A instilação nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h e 24 h antes da instilação de OVA. Os resultados 

estão apresentados como média ± E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação ao 

grupo controle (PBS), # p<0,05 em relação ao grupo controle (OVA). 
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4.2.3. Análise histológica do tecido pulmonar de camundongos submetidos à pré-exposição à 

SEB e desafiados com OVA 

Os animais foram submetidos à exposição intranasal com SEB (1 µg). Ao fim de 4 h ou 

24 h, os animais foram desafiados com OVA (ou instilados com PBS). A histologia pulmonar foi 

realizada 48 h após o desafio com OVA. 

Os dados de histologia pulmonar de animais pré-expostos à SEB estão ilustrados na figura 

14. Nos animais controle desafiados com OVA (grupo PBS+OVA), notamos um aumento 

significativo do parâmetro APICN (painel A) e no número de eosinófilos (painel B), de 

neutrófilos (painel C) e de células mononucleares (painel D). 

Nos animais pré-expostos à SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS), observamos 

um aumento significativo no parâmetro APICN (painel A) e no infiltrado de eosinófilos (painéis 

B), de neutrófilos (painel C) e de células mononucleares (painel D) em 4 h, 12 h e/ou 24 h, em 

relação ao grupo controle (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA) 

observamos um aumento significativo no parâmetro APICN (painel A), no número de eosinófilos 

(painéis B), de neutrófilos (painel D) e de células mononucleares em de 4 h, 12 h e/ou 24 h 

quando comparados ao grupo PBS+OVA. 

As fotos representativas da histologia pulmonar para 12 h de pré-exposição estão 

mostradas na figura 15. 
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FIGURA 15. Imagens ilustrativas de pulmões de camundongos expostos à SEB (12 h) e desafiados 

com  ovalbumina (OVA). A instilação intranasal à SEB foi realizada 4 h, 12 h ou 24 h antes do 

desafio com a OVA Após 48 h do primeiro desafio, os animais foram sacrificados e os pulmões 

isolados, embebidos em formalina (10%) e posteriormente fixados em parafina. Cortes histológicos com 

espessura entre 4-5 µm foram realizados na região do terço médio do aspecto caudal de ambos pulmões. 

Os cortes foram corados com H-E. As contagens de leucócitos totais e diferenciais foram realizadas em 5 

campos de grande aumento.  
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4.2.4. Efeito da pré-exposição à SEB no número de células inflamatórias no LBA 

 

Os dados para LBA estão ilustrados na figura 16. Nos animais controles desafiados com 

OVA (grupo PBS+OVA), notamos um aumento significativo no número de leucócitos totais 

(painel A), eosinófilos (painel B) e neutrófilos (painel C) em relação ao grupo controle (PBS). 

No grupo de animais pré-expostos à SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS), 

notamos um aumento significativo no número de leucócitos totais em 12 h e 24 h (painel A), de 

neutrófilos em 4 h, 12 h e 24 h (painel C) e de células mononucleares em 24 h (painel D) em 

relação ao grupo controle (PBS). Neste grupo experimental, não notamos diferenças no número 

de eosinófilos (painel B). 

No grupo de animais pré-expostos à SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA), 

notamos um aumento significativo no número de leucócitos totais em 4 h, 12 h e 24 h (painel A), 

de eosinófilos em 4 h (painel B), de neutrófilos em 4 h e 12 h (painel C) em relação a grupo 

controle (OVA). Neste grupo experimental não notamos diferenças no número de células 

mononucleares (painel D).  
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FIGURA 16. Efeito da pré-exposição das vias aéreas de camundongos a SEB sobre o influxo de 

leucócito no lavado broncoalveolar (LBA) em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) 

ou instilação com PBS. A instilação nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h e 24 h antes da instilação de 

OVA. O LBA foi obtido 48 h após o primeiro desafio. Os resultados estão apresentados como média ± 

E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação ao grupo controle (PBS), # p<0,05 em 

relação ao grupo controle (OVA). 
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4.2.5. Efeito da pré-exposição à SEB nos níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF na medula 

óssea 

Como apresentado na figura 17, nos animais controles desafiados com OVA (grupo 

PBS+OVA) observamos um aumento significativo nos níveis de GM-CSF, mas, não de IL-5 e 

eotaxina, em relação ao grupo controle (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS) não 

observamos diferença significativa nos níveis de IL-5 e eotaxina. Entretanto, em relação aos 

níveis de GM-CSF, observamos um aumento significativo em todos os tempos estudados (4 h, 12 

h e 24 h) em relação ao controle (PBS). 

Em relação ao grupo de animais pré-expostos à SEB e desafiados com OVA (grupo 

SEB+OVA) não observamos diferença significativa nos níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF em 

relação ao grupo controle (OVA). 
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FIGURA 17. Níveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF no sobrenadante de medula óssea de animais pré-

expostos à SEB e desafiados com OVA. A instilação nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h e 24 h antes do 

primeiro desafio à OVA. Os resultados estão apresentados como média ± E.P.M. provenientes de 5 

animais por grupo. *P<0,05 em relação ao grupo controle (PBS).  
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4.2.6. Efeito da pré-exposição à SEB nos níveis de IL-4, IL-6, eotaxina e IL-8 no 

homogenato pulmonar de animais desafiados com OVA 

Como apresentado na figura 18, nos animais controles desafiados com OVA (grupo 

PBS+OVA), verificamos um aumento significativo nos níveis de IL-4 (painel A), IL-6 (painel B), 

eotaxina (painel C) e IL-8 no homogenato pulmonar em relação ao grupo controle (PBS).  

No grupo de animais pré-expostos à SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS), 

observamos elevação dos níveis de eotaxina (12 h) e IL-8 (4 h e 12 h). Não observamos diferença 

significativa nos níveis de IL-4 e IL-6 quando comparados ao grupo controle (PBS). 

No grupo de animais pré-expostos à SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA), 

observamos diminuição significativa dos níveis de IL-4 e IL-6 em todos os tempos estudados.Os 

níveis de eotaxina e IL-8, neste grupo experimental foi significativamente maior em 4 h para 

eotaxina e em 4 h e 12 h para IL-8 em relação ao grupo controle (OVA). 
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FIGURA 18. Níveis de IL-4, IL-6, eotaxina e IL-8 no homogenato pulmonar de animais pré-

expostos à SEB e desafiados com ovalbumina (OVA). A instilação nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h 

e 24 h antes do desafio com OVA. Os resultados estão apresentados como média ± E.P.M. provenientes 

de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relação ao grupo controle (PBS); #P<0,05 em relação ao grupo 

controle (OVA). 
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4.3. Ensaios in vitro com eosinófilos humanos 

4.3.1. Efeito da SEA e SEB na quimiotaxia de eosinófilos humanos in vitro 

Para investigar o efeito da SEA e SEB sobre a quimiotaxia de eosinófilos humanos, 

realizamos ensaios de quimiotaxia in vitro em resposta aos agentes quimiotáticos eotaxina, PAF e 

RANTES.  

A figura 19 mostra que a migração de eosinófilos aumentou significativamente (P<0.05) 

para todos os agentes quimiotáxicos estudados (57,9 ± 11,3; 28,3 ± 2,0 e 42,3 ± 13,0 

eosinófilos/campo para eotaxina, PAF e RANTES, respectivamente) em relação à migração 

espontânea (11,0 ± 1,9 eosinófilos/campo).  

A figura 20 mostra que a pré-incubação com a SEA (3 ng/ml) por 30 min, 2 h e 4 h 

reduziu significativamente a resposta quimiotática à eotaxina (painel B) e RANTES (painel D) 

comparados às células controle (MEM). Na quimiotaxia induzida pelo PAF observamos 

diminuição significativa nos tempos de 30 min e 2 h de incubação (painel C). 
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FIGURA 19. Resposta quimiotática da eotaxina, PAF e RANTES em eosinófilos humanos in vitro. 

Eosinófilos (4 x 10⁶ céls/ml) foram colocados em câmara de microquimiotaxia por 1 h à 37°C. Os agentes 

quimiotáticos eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) e RANTES (100 ng/ml) foram colocados no 

compartimento inferior. A migração dos eosinófilos foi determinada quantificando-se o número de 

eosinófilos que migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se objetiva de imersão. Os 

resultados são expressos como média do número de células que migraram por campo ± EPM (n = 4 

indivíduos, cada qual feito em triplicata). * P<0,05 quando comparado ao MEM. 
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FIGURA 20. Efeito da SEA na quimiotaxia de eosinófilos humanos in vitro. Eosinófilos (4 x 10⁶ 

céls/ml) foram incubados por 30 min, 2 h e 4 h na presença ou ausência (controle) de SEA (3 ng/ml). 

Posteriormente, foram colocados em câmara de microquimiotaxia por 1 h à 37°C. A quimiotaxia foi 

induzida pela eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou RANTES (100 ng/ml) colocados no compartimento 

inferior. A migração dos eosinófilos foi determinada quantificando-se o número de eosinófilos que 

migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se objetiva de imersão. Os resultados são 

expressos como média do número de células que migraram por campo ± EPM (n = 4 indivíduos, cada 

qual feito em triplicata). * P<0,05 quando comparado com o grupo controle. 
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Os resultados mostrados acima mostram que a incubação de eosinófilos à SEA por 30 

minutos diminui significativamente a migração de eosinófilos em resposta à eotaxina, RANTES e 

PAF. Sendo assim, escolhemos esse tempo para realização da curva concentração-resposta à SEA 

sobre migração de eosinófilos, usando-se concentrações de 0,5, 1 e 3 ng/ml. Nas três 

concentrações usadas, não houve interferência na migração espontânea (Figura 21 A). A redução 

da quimiotaxia pela SEA frente à eotaxina (painel B), PAF (painel C) e RANTES (painel D) foi 

da mesma magnitude para as três concentrações usadas, em relação ao grupo controle (MEM). 
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FIGURA 21. Curva concentração-resposta da SEA na quimiotaxia de eosinófilos humanos. 

Eosinófilos (4 x 10⁶ céls/ml) foram incubados por 30 min na presença ou ausência (controle) de SEA (0,5, 1 

e 3 ng/ml). Posteriormente, foram colocados em câmara de microquimiotaxia por 1 h à 37°C. A quimiotaxia 

foi induzida pela eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou RANTES (100 ng/ml) colocados no 

compartimento inferior. A migração dos eosinófilos foi determinada quantificando-se o número de células 

que migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se objetiva de imersão. Os resultados são 

expressos como média do número de células que migraram ± EPM (n=4 indivíduos, cada qual feito em 

triplicata). * P<0,05 quando comparado com eosinófilos não estimulados. 
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Em relação à SEB, não notamos alterações significativas para os três agentes 

quimiotáticos estudados (figura 22) em relação ao grupo controle.  

 

FIGURA 22. Efeito da SEB na quimiotaxia de eosinófilos humanos. Eosinófilos (4x10⁶ céls/ml- 50 μl 

/poço) foram incubados por 30 min, 2 h e 4 h na presença ou ausência (controle) de SEB (30 ng/ml). 

Posteriormente, foram colocados em câmara de microquimiotaxia por 1 h à 37°C. A quimiotaxia foi 

induzida pela eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou RANTES (100 ng/ml), colocados no compartimento 

inferior. A migração dos eosinófilos foi determinada quantificando-se o número de células que migraram 

através do filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se objetiva de imersão. Os resultados são expressos 

como média do número de células que migraram ±EPM (n= 4). * P<0,05 em relação ao controle. 
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A figura 23 mostra a concentração-resposta à SEB (1, 3 e 30 ng/ ml) na migração de 

eosinófilos. A migração espontânea não foi modificada por nenhuma concentração de SEB 

(painel A). Em resposta à eotaxina (painel B), observamos diminuição na migração de eosinófilos 

na dose de 1 ng/ml, em relação ao controle, ao passo que nas demais doses de SEB não 

observamos diferenças significativas (painel B). 

A resposta quimiotática ao PAF (painel C) e RANTES (painel D) não foi modificada pela 

pré-incubação com SEB em nenhuma das doses utilizadas (figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 23. Curva concentração- resposta da SEB na quimiotaxia de eosinófilos. Eosinófilos (4X10⁶ 

céls/ml- 50 μl /poço) foram incubados por 30 min na presença ou ausência (controle) de SEB (1, 3 e 

30ng/ml). A quimiotaxia foi induzida pelos agentes quimiotáticos eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou 

RANTES (100 ng/ml) colocados no compartimento inferior. A migração dos eosinófilos foi determinada 

quantificando-se o número de células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatórios, usando-se 

objetiva de imersão. Os resultados são expressos como média do número de células que migraram ±EPM 

(n= 4). * P<0,05 quando comparado com eosinófilos não estimulados. 
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4.3.2. Efeito da SEA e SEB na adesão de eosinófilos humanos à ICAM-1 e VCAM-1 in vitro  

 Para se investigar o efeito da SEA ou SEB sobre a adesão de eosinófilos humanos, 

realizamos ensaios de adesão in vitro em poços recobertos com ICAM-1 ou VCAM-1. Placas de 

96 poços foram preparadas com 50 μl de solução de ICAM-1 (100 ng/ml em PBS) ou VCAM-1 

(100 ng/ml em PBS) e incubadas overnight à 4°C. No dia seguinte, eosinófilos purificados foram 

incubados ou não com SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) e estimulados concomitantemente ou 

não com eotaxina (300 ng/ml) por 30 min. Posteriormente, a suspensão celular (7 x 104 céls/ml) 

foi colocada a aderir aos poços previamente tratados com ICAM-1 e VCAM-1. Eosinófilos 

aderidos foram calculados pela medida da atividade da eosinófilo peroxidase (EPO). A figura 24 

mostra a % de eosinófilos aderidos na presença de SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) em placas 

recobertas com ICAM-1 e VCAM-1.  

A eotaxina aumentou significativamente a adesão de eosinófilos para ICAM-1 e VCAM-1 

em relação às células não ativadas (controle). A pré-incubação com SEA ou SEB preveniu o 

aumento da adesão induzida pela eotaxina.  
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FIGURA 24. Adesão de eosinófilos humanos à ICAM-1 e VCAM-1 in vitro: Eosinófilos (7 x 104 

cél/ml) foram incubados com SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) por 30 min (37°C, 5% CO2) e 

posteriormente colocados a aderir em poços tratados com ICAM-1 e VCAM-1 por 30 min. Os resultados 

foram expressos como porcentagem de células aderentes em relação ao número total de células ± SEM 

(n=3). * P< 0,05 comparado ao controle (MEM). # P<0,05 comparados ao grupo controle estimulado com 

eotaxina.  
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4.3.3. Efeito da SEA e SEB na fosforilação da p38 MAPK em eosinófilos humanos in vitro 

Para investigarmos o efeito da SEA e SEB na fosforilação da p38 MAPK em eosinófilos 

humanos, realizamos ensaios de citometria de fluxo, utilizando anticorpo monoclonal fosfo p38 

MAPK conjugado a ficoeritrina. Os eosinófilos humanos foram incubados com a SEA (3 ng/ml), 

SEB (1 ng/ml) ou MEM por 30 min, após foram ativados com eotaxina (3 µg/ml). 

A figura 25 mostra aumento da fosforilação da p38 MAPK aumentou significativamente 

em resposta à eotaxina (3 μg /ml) em relação aos eosinófilos incubados com MEM (controle). 

Em eosinófilos pré-incubados com a SEA ou SEB, observamos diminuição significativa  da 

fosforilação da p38 MAPK induzida pela eotaxina (figura 25). 
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FIGURA 25. Efeito da SEA e SEB na fosforilação da p38 MAPK em eosinófilos ativados com 

eotaxina (3 µg/ml). Eosinófilos (3 x 10⁶ céls/ml) foram incubados por 30 min na ausência ou presença  de 

SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml). Os resultados são expressos como média da intensidade de 

fluorescência média ± EPM (n = 3 indivíduos, cada qual feito em triplicata). * P<0,05 quando comparado 

aos eosinófilos controles (MEM); # P<0,05 quando comparado aos eosinófilos controles incubados com 

eotaxina (3 µg/ml). 
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4.3.4. Efeito da SEA e SEB na mobilização de cálcio intracelular em eosinófilos humanos  

Para investigarmos se a alteração da migração de eosinófilos incubados com a SEA e SEB 

é dependente de cálcio intracelular, realizamos ensaios de mobilização de cálcio intracelular. Para 

isso, eosinófilos foram incubados com SEA (3 ng/ml), SEB (1 ng/ml) ou MEM (eosinófilos 

controles) por 30 min. Posteriormente, a suspensão celular (1 x 106 cels/ml) foi lavada com PBS 

e adicionados Fluoforte (3 μM) por 45 min, após o qual a suspensão celular foi transferida para 

cubetas do espectrofotômetro de fluorescência e estimuladas com eotaxina (300 ng/ml) ou PAF 

(10-5 M).  

A figura 26 mostra que a mobilização de cálcio intracelular aumentou significativamente 

em resposta à eotaxina e ao PAF quando comparados com eosinófilos não estimulados.  Em 

eosinófilos incubados com a SEA ou SEB, observamos diminuição do influxo intracelular de 

cálcio em relação aos eosinófilos controles. 

 

FIGURA 26. Efeito da SEA e SEB na mobilização de cálcio intracelular. Eosinófilos (1 x 10⁶ céls/ml) 

foram incubados por 30 min na ausência (controle) ou na presença de SEA (3 ng/ml) ou SEB (30 ng /ml). 

Posteriormente, as amostras contendo a suspensão celular de eosinófilos, foram lavadas e incubadas com 

Fluoforte e o influxo de cálcio foi analisado em um fluorímetro. * P<0,05 quando comparado aos 

eosinófilos controles (MEM); # P<0,05 quando comparado aos eosinófilos controles incubados com 

eotaxina (300 ng/ml) e PAF (10-5M). 
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diferenciação destas células é induzida por ações coordenadas de fatores de transcrição GATA-1, 

PU.1 e C/EBP e estimulação de citocinas específicas como IL-3, IL-5 e GM-CSF. Dessas três 

citocinas, a IL-5 é a mais importante em regular o desenvolvimento e a função eosinofílica 

(MOLFINO et al., 2011). Na medula óssea, a IL-5 estimula a expansão de precursores de 

eosinófilos, sendo um dos fatores para a diferenciação e maturação dessas células, agindo 

diretamente no seu receptor de maneira autócrina (ROBINSON et al., 1999; DORMAN et al., 

2004). Durante a asma alérgica, os níveis de IL-5 estão elevados, aumentando também a 

expressão do seu receptor 10 a 20 vezes em células progenitoras da medula óssea, promovendo a 

diferenciação dessas em eosinófilos, e consequentemente sua mobilização para o sangue 

periférico. Além disso, camundongos transgênicos para IL-5 exibem uma marcada eosinofilia 

sanguínea e tecidual. Logo, trabalhos têm mostrado a capacidade de IL-5 em “primar” eosinófilos 

induzindo atividade locomotora dessas células (SEHMI et al., 1992). Nossos achados mostram 

que a SEA aumenta os níveis de IL-5 na medula óssea em camundongos desafiados com OVA, 

sugerindo que o aumento de eosinófilos neste compartimento possa ser causado, pelo menos em 

parte, pela diferenciação de células progenitoras via IL-5. Além do aumento da IL-5 na medula 

óssea, a pré-exposição à SEA elevou os níveis de eotaxina nos animais desafiados com OVA. A 

eotaxina é uma CC quimiocina seletiva para eosinófilos. Vários trabalhos descrevem a 

importância da eotaxina ao nível de medula óssea. Lamkhioued e colaboradores mostraram que a 

eotaxina induz diferenciação de eosinófilos através de células progenitoras CD34+, aumentando 

também a ação de citocinas eosinopoiéticas conhecidas (LAMKHIOUED et al., 2002). Além 

disso, após o desafio alérgico há um aumento do número de receptor de eotaxina, CCR3, em 

células progenitoras de eosinófilos (CD34+ IL-5R+) (SEHMI et al., 2003). Sendo assim, em 

nosso estudo, é plausível que os níveis aumentados de eotaxina e de IL-5 na medula óssea de 
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animais pré-expostos à SEA e desafiados com OVA contribuam para o aumento do número de 

eosinófilos na medula óssea em animais desafiados com OVA.  

A atividade da eotaxina é mediada pela expressão seletiva do receptor CCR3 (POPE et al., 

2005). Vários trabalhos têm mostrado que a IL-5 aumenta a resposta celular à eotaxina e sua 

ligação com CCR3 (COLLINS et al., 1995; MOULD et al., 2000). A ligação da eotaxina com o 

CCR3 induz uma série de mudanças bioquímicas incluindo ativação de proteínas G, aumento da 

concentração de cálcio intracelular, rearranjo do citoesqueleto celular e ativação da via das 

MAPK (SIMON et al., 1999). Nossos resultados mostram que nos animais desafiados com OVA 

há um aumento da expressão de CCR3 em células da medula óssea. Esses dados corroboram com 

trabalho recente mostrando que após o desafio alérgico, há um aumento da expressão de CCR3 

em eosinófilos maduros e imaturos na medula óssea após o desafio alérgico que poderia facilitar 

a mobilização dessas células para a circulação (RADINGER et al., 2010). Entretanto, a pré-

exposição à SEA, diminuiu a expressão desse receptor na medula óssea dos animais desafiados 

com OVA.  

Zimmermann e colaboradores mostraram que após a ligação da eotaxina ao CCR3, o receptor é 

rapidamente internalizado sendo esse processo de internalização supostamente importante para a 

migração celular, pois sinaliza mudanças conformacionais e polimerização de actina em 

eosinófilos humanos (ZIMMERMANN et al., 2003). Em nosso estudo, é possível que a SEA 

promova internalização do CCR3, explicando a expressão menor deste receptor. É curioso, 

entretanto, que a internalização do CCR3 não tenha ocorrido nos animais somente desafiados 

com OVA, onde a expressão deste receptor mostrou-se aumentada. Além disso, observamos um 

aumento de eosinófilos no sangue circulante, tecido pulmonar e lavado broncoalveolar. Ou seja, a 

internalização desse receptor, se houve, parece não ser um fator limitante para a mobilização de 

eosinófilos para o tecido pulmonar. Uma das limitações do nosso estudo foi o tempo utilizado de 
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pré-exposições e também o tempo em que esse animal foi exposto ao desafio antigênico. Talvez, 

estejamos avaliando eventos tardios de todo um processo inflamatório, dificultando nosso 

entendimento sobre este fenômeno.  

Além da eotaxina e IL-5, dosamos os níveis de GM-CSF na medula óssea de animais pré-

expostos à SEA e desafiados com OVA, já que é um dos fatores importantes para eosinopoiese.  

GM-CSF regula a produção e a ativação funcional de monócitos/macrófagos e todos os 

granulócitos na medula óssea. Essa citocina também controla as funções de células dendríticas e 

células T, participando de respostas celulares da imunidade inata e adquirida. Vários trabalhos 

têm mostrado que, além de controlar o estado funcional basal de células da medula óssea, o GM-

CSF participa da sinalização hematopoiética de emergência (predominantemente mielopoiese), 

em resposta à infecção, incluindo a produção, manutenção e sobrevivência de granulócitos e 

macrófagos no sítio inflamatório (GUTHRIDGE et al., 1998; MELLMAN & STEINMAN, 2001; 

BAROUCH et al., 2002; HANSEN et al., 2008;). Sabe-se que o GM-CSF é essencial para a 

sobrevivência e up-regulation de granulócitos tanto na medula óssea quanto nos tecidos. Em 

nosso estudo, a pré-exposição à SEA, individualmente ou na presença de desafio com OVA, não 

induziu aumento dos níveis de GM-CSF na medula óssea. É possível que nesses grupos de 

animais a elevação dos níveis de GM-CSF tenha acorrido em tempos mais precoces, antes de 

termos coletado material para a dosagem desta citocina. Alternativamente, é possível que essa 

citocina não participe do acúmulo de eosinófilos na medula óssea provocado por essas EEs em 

animais desafiados com OVA. 

Uma das características da inflamação alérgica é o recrutamento de eosinófilos da medula 

óssea para o sangue e deste para o tecido, fenômeno que requer uma série de interações mediadas 

por moléculas de adesão, envolvimento de selectinas, integrinas e moléculas da superfamília do 

gene da imunoglobulina. As P e E- selectina medeiam a adesão inicial de leucócitos, enquanto β2 
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integrinas/ICAM-1 e VLA-4/ VCAM-1 medeiam a adesão firme e a transmigração endotelial. 

Essas interações são importantes para regulação de uma variedade de funções, incluindo 

migração, crescimento, entre outros (AKIYAMA et al., 1996). O VLA-4 interage com seu ligante 

VCAM-1 e fibronectina, e em modelos de inflamação alérgica pulmonar experimentais têm sido 

alvo de terapias contra os sintomas da asma. Neste âmbito, a administração de bloqueadores 

locais (administração intranasal) inibe todos os sinais de inflamação pulmonar, como a liberação 

local de IL-4 e IL-5 e a hiperreatividade à metacolina. Entretanto o bloqueio de VLA-4 inibe 

somente o influxo de eosinófilos para as vias aéreas (HENDERSON et al., 1997). Em nosso 

estudo, a inflamação alérgica provocada pela OVA aumentou a expressão de VLA-4 em células 

da medula óssea, aumentando consequentemente a adesão de eosinófilos em reposta à VCAM-1. 

Entretanto, a pré-exposição à SEA diminuiu essa expressão, levando a uma menor adesão de 

eosinófilos da medula óssea. É muito controversa ainda, a expressão do VLA-4 na medula óssea 

e sua importância para a migração de eosinófilos. Vários trabalhos têm mostrado que na resposta 

alérgica há migração de células progenitoras de eosinófilos para o sítio inflamado, podendo essa 

regulação ocorrer através da interação de moléculas de adesão com o microambiente da medula 

óssea (SOUTHAM et al., 2005; PAPAYANNOPOULOU et al., 2000). Em roedores e primatas, a 

administração de anticorpos anti-VLA-4 usados em camundongos nocautes para essa molécula 

promovem um rápido acúmulo de células progenitoras CD34+ na circulação 

(PAPAYANNOUPOULOU et al., 1993, 2004; CRADDOCK et al., 1997), sugerindo que a 

diminuição da expressão de VLA-4 reduz a força de adesão dessas células, facilitando o seu 

egresso para o sangue (CATALLI et al., 2008). Entretanto, outros trabalhos mostraram um 

aumento da expressão dessa molécula, mas em outros compartimentos como no sangue e tecido 

pulmonar e isso facilitaria a migração de eosinófilos ao tecido. Nossos resultados mostram que 

somente a provocação à OVA aumenta a expressão dessa molécula, bem como a adesão à 
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VCAM-1 que talvez facilite a migração de eosinófilos para o pulmão, uma vez que o número 

dessas células é maior tanto no sangue quanto no tecido pulmonar. O que nos intriga é que a pré-

exposição à SEA diminui a expressão dessa molécula, como também a adesão de eosinófilos na 

medula óssea à VCAM-1. Em contrapartida, há uma queda temporal do número de eosinófilos no 

sangue circulante, ao mesmo tempo em que na medula óssea há um aumento do número dessas 

células. Ou seja, há um acúmulo de eosinófilos no compartimento medular provocado pela SEA. 

Sabe-se que essas enterotoxinas podem alterar a expressão de alguns marcadores de superfícies 

prejudicando a função imunomodulatória de células humanas como neutrófilos e monócitos (WU 

et al., 1993; MARRACK et al., 1994; LITTON  et al., 1994;). Assim, é possível que o S. aureus 

através da produção de enterotoxinas, ative vias inibitórias para conter o influxo de eosinófilos 

para o pulmão. É possível ainda que essa diminuição da expressão de VLA-4 seja apenas um 

mecanismo compensatório do organismo para tentar diminuir o influxo eosinofílico pulmonar em 

tempos tardios. 

Vários trabalhos têm mostrado diferenças na resposta inflamatória alérgica quando o 

indivíduo é exposto a algum patógeno, seja vírus ou bactérias. Nesse âmbito, um trabalho recente 

utilizando um modelo de asma alérgica e inflamação por Streptococcus pneumoniae mostrou que 

pulmões expostos ao alérgeno podem não ser hábeis para responder à bactéria, devido à 

regulação positiva de vias inibitórias do toll-like receptors (TLRs) e vias que competem com 

moléculas adaptadoras intracelulares (como o MyD88 pelo receptor IL-33). Isto poderia culminar 

em uma inabilidade em recrutar células inflamatórias, resultando em invasão bacteriana e 

bacteremia (HABIBZAY et al., 2012).  

No tecido pulmonar e LBA, nossos resultados mostraram que a pré-exposição à SEA 

induziu exacerbação da migração de eosinófilos para o tecido pulmonar em camundongos 

sensibilizados e desafiados com OVA, sendo esta exacerbação observada nos tempos de pré-
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exposição de 12 h, 24 h e 48 h. Essa potencialização foi observada também no LBA em tempo 

tardio (48 h de pré-exposição). Ou seja, a análise morfológica pulmonar de animais sensibilizados 

e desafiados confirma nossa hipótese de que a pré-exposição das vias aéreas à SEA é capaz de 

exacerbar a resposta pulmonar alérgica induzida pela OVA. Além disso, a pré-exposição à SEA 

determina um aumento no influxo de neutrófilos (4 h, 12 h, 24 h e 48 h), no tecido pulmonar e no 

LBA (4 h e 12 h). Trabalhos prévios mostraram que pacientes com asma grave, apresentam um 

grande acúmulo de neutrófilos nas vias aéreas, o qual está intimamente relacionado com a 

obstrução do fluxo aéreo (FAHY, 2009). É interessante ainda notar que a SEA individualmente 

(grupo SEA+PBS) promove infiltrado neutrofílico para o tecido pulmonar em todos os tempos 

estudados. Trabalho prévio mostrou que o aumento de neutrófilos provocado pelas EEs é devido 

à estimulação de macrófagos, liberando proteínas quimiotáticas para neutrófilos como IL-8. 

(DeSOUZA et al., 2002). Em nosso estudo, a SEA foi capaz de aumentar a quantidade de células 

mononucleares no tecido pulmonar e os níveis de IL-8, o que talvez explique o acúmulo 

pulmonar de neutrófilos provocado pela SEA. A IL-8 é a citocina mais específica para recrutar 

neutrófilos ao sítio inflamatório. A inibição da mesma por anticorpos monoclonais inibe em até 

84% a mobilização destas células da medula óssea ao foco inflamado (KOBAYASHI et al., 

2008). Além disso, os níveis de IL-8 são maiores em pacientes com asma grave, e neutrófilos 

estimulados com IL-8 são capazes de induzir migração de eosinófilos nesses pacientes 

(KIKUCHI et al., 2006). Sendo assim, é provável que a IL-8 desempenhe um papel importante 

no acúmulo pulmonar de neutrófilos e eosinófilos em animais expostos à SEA.  

A inflamação alérgica envolve respostas complexas, nas quais a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias desempenha papel importante. Diante disso, avaliamos os níveis IL-4, IL-6, IL-

10, TNFα e eotaxina no homogenato pulmonar. 
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Sabe-se que a IL-4 é essencial para a regulação, crescimento e diferenciação de células B. 

No vaso sanguíneo, a IL-4 aumenta a expressão de VCAM-1 no endotélio, possibilitando o 

recrutamento de eosinófilos e outras células inflamatórias como linfócitos T e monócitos, do 

sangue para o sítio inflamatório (ROSENBERG, et al., 2007). Além disso, a IL-4 potencializa a 

produção de IgE por células B. Sendo assim, vários trabalhos têm mostrado uma participação 

importante desta citocina na regulação da asma alérgica (DEO et al., 2010; YAMAUCHI et al., 

2010). Em nosso estudo, os níveis de IL-4 no homogenato pulmonar foram significativamente 

maiores no grupo PBS+OVA confirmando a eficácia do modelo de asma alérgica. Nos animais 

somente expostos à SEA (sem receber os desafios com a OVA) observamos um aumento de IL-4 

nos tempos de 4 h, 12 h e 24 h, o que poderia justificar o aumento do influxo de eosinófilos para 

o tecido pulmonar observada nesse grupo experimental (SEA+PBS). Entretanto, nos animais pré-

expostos à SEA e desafiados com OVA (24 h e 48 h) notamos uma diminuição nos níveis de IL-4 

em 24 h e 48 h.  

Em relação à quantificação das outras citocinas e quimiocinas estudadas (IL-6, eotaxina, 

TNFα, IL-10 e IFNγ) no homogenato pulmonar, foi possível detectar apenas a IL-6 e eotaxina. 

Os níveis das demais citocinas ficaram abaixo do limite de detecção do método. Nossos 

resultados mostram redução dos níveis de IL-6 em animais pré-expostos à SEA (4 h, 12 h, 24 h e 

48 h) e desafiados com a OVA.  

A IL-6 é uma citocina multifuncional produzida por uma variedade de tipos celulares 

como células hematopoiéticas e não hematopoiéticas em resposta a diversos estímulos. Estudos 

prévios têm mostrado que a IL-6 pode influenciar a função efetora de subpopulações de linfócitos 

T CD4+. A IL-6 inibe a diferenciação de células Th1 através de “upregulation” de SOCS1 e 

promove a diferenciação de células Th2 por indução de NFAT e c-Maf durante a ativação de 

células T CD4+ naive (DICHL et al., 2000; DICHL et al., 2002; YANG et al., 2005). Além disso, 
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vários trabalhos têm mostrado um aumento de IL-6 nas vias aéreas e na circulação sistêmica de 

pacientes asmáticos (SWAIN et al., 1990; VIRCHOW et al., 1995; YOKOYAMA et al., 1995;). 

Recentemente, mostrou-se que camundongos “asmáticos” e nocautes para a IL-6 apresentaram 

diminuição da produção de muco, parecendo ser esta citocina essencial para a produção de muco 

durante a inflamação alérgica (WENDY et al., 2009). Entretanto, ainda é controversa a 

participação de IL-6 na eosinofilia presente na asma. O bloqueio da sinalização de IL-6 durante a 

fase de desafios com a OVA diminui o acúmulo de eosinófilos no pulmão (DOGANCI et al., 

2005). Entretanto, camundongos nocautes para IL-6 e desafiados com OVA, mostram um 

aumento do acúmulo de eosinófilos nos pulmões (WANG et al., 2000; QIU et al., 2004). Nossos 

resultados mostram que o desafio de camundongos com OVA aumentou os níveis de IL-6 no 

homogenato pulmonar, confirmando o envolvimento da IL-6 em processos inflamatórios. 

Entretanto, a pré-exposição à SEA diminui os níveis de IL-6 em animais desafiados com OVA, à 

semelhança da IL-4. 

Em relação à eotaxina no homogenato pulmonar, observamos que a SEA foi capaz de 

aumentar os níveis de eotaxina nos animais desafiados com OVA. Sabe-se que a eotaxina é o 

quimioatraente mais seletivo para eosinófilos relacionada com o influxo de eosinófilos para o 

tecido inflamado (WILLIAMS et al., 2000; COLLEMAN et al., 2012). De fato, a administração 

do anticorpo anti-eotaxina reduz a eosinofilia das vias aéreas em camundongos desafiados com 

OVA (SCHEERENS et al., 2002). Em nosso estudo, o aumento de eotaxina em resposta à SEA 

ocorreu anteriormente ao acúmulo de eosinófilos (4 h) no tecido pulmonar, o que explicaria o 

influxo dessas células para o tecido pulmonar em tempos tardios. 

Numa segunda parte deste estudo, avaliamos os efeitos da pré-exposição à SEB, cujos 

resultados serão discutidos à seguir. Observamos que a esta enterotoxina aumentou o número de 

eosinófilos na medula óssea em tempos mais precoces de pré-exposição (4 h e 12 h). Essas 
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células são recrutadas para o tecido pulmonar, atingindo infiltração pulmonar máxima em 4 h e 

12 h. 

Corroborando com nossos dados, alguns trabalhos têm mostrado que a administração 

intranasal de SEB agrava a inflamação alérgica, aumentando a inflamação eosinofílica 

(HELLINGS et al., 2006; BACHERT et al., 2007; HUVENNE et al., 2010; MARIANO et al., 

2010). Entretanto, nenhum destes trabalhos mostrou o efeito da SEB sobre o número de 

eosinófilos na medula óssea. À semelhança da SEA, a SEB foi capaz de aumentar o número de 

eosinófilos na medula óssea, mas não observamos, nesse caso, aumento dos níveis de IL-5 e 

eotaxina. Como o aumento do número de eosinófilos na medula óssea provocado pela SEB 

ocorreu em tempos mais precoces, é possível que o aumento de IL-5 e eotaxina tenham ocorrido 

em tempos anteriores às 4 h de pré-exposição. Parece que a SEB é capaz de aumentar outros 

fatores que contribuem para a eosinopoiese que não a IL-5. Interessantemente, a pré-exposição à 

SEB nos animais instilados com PBS (SEB+PBS) provocou aumento no número de eosinófilos 

na medula óssea (4 h). Esse aumento pode ser devido aos níveis elevados de GM-CSF nesse 

grupo de animais, conforme discutido anteriormente (HANSEN et al., 2008). 

A inflamação pulmonar provocado pelas EEs vem despertando bastante interesse, já que 

os mecanismos responsáveis pelo agravamento da inflamação pulmonar são pobremente 

entendidos. As EEs são classificadas como superantígenos que se ligam à molécula de MHC-II e 

à subunidade β do receptor de células T (TCR), formando um complexo trimolecular. Essa 

interação envolve a ativação de ZAP-70 e p72, proteínas essenciais para as fases iniciais de 

sinalização da ativação de células T (KANNER et al., 1995). Além disso, promovem expansão 

clonal dessas células, resultando em aumento de linfócitos Th2 e um aumento de IL-5 (BARNES 

et al., 2009). Em nosso estudo, não detectamos níveis mensuráveis de IL-5 no homogenato 
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pulmonar nos animais pré-expostos à SEB e desafiados com OVA. Em contrapartida, 

observamos alterações nos níveis de eotaxina, IL-4, IL-6 e IL-8. 

Os níveis de eotaxina encontraram-se aumentados nos animais pré-expostos à SEB e 

desafiados com OVA, o que justificaria o aumento do influxo de eosinófilos para o tecido 

pulmonar em todos os tempos estudados de pré-exposição (4 h, 12 h e 24 h). Alguns trabalhos 

têm relacionado o “time-course” da eotaxina com o recrutamento de eosinófilos para o tecido 

pulmonar e LBA. Em cobaias, o aumento dos níveis de eotaxina ocorreu 6 h após o desafio 

alérgico, retornando aos valores basais 24 h após a exposição ao alérgeno, ao passo que o número 

de eosinófilos aumentou em 6 h, permanecendo elevado até 24 h após da exposição (HUMBLES 

et al., 1997). Em nosso estudo, detectamos um aumento dos níveis de eotaxina em 4 h de pré-

exposição à SEB, retornando aos níveis basais em 12 h e 24 h. Nesse período de tempo notamos 

um acúmulo de eosinófilos no tecido pulmonar, provavelmente por mecanismos dependentes de 

eotaxina.  

Por outro lado, os níveis de IL-4 e IL-6 nos animais pré-expostos à SEB e desafiados com 

OVA encontraram-se diminuídos em relação ao controle (grupo PBS+OVA). Alguns trabalhos 

têm mostrado que a SEB é capaz de aumentar os níveis de citocinas pró-inflamatórias em animais 

desafiados com OVA (HELLINGS et al., 2006; HUVENNE et al., 2010). Um desses trabalhos 

mostrou que o contato da mucosa com SEB em camundongos sensibilizados com OVA aumenta 

o número de células inflamatórias para o tecido pulmonar, em especial eosinófilos. Esse aumento 

foi correlacionado com o aumento da expressão de IL-4, e outras citocinas inflamatórias como 

IL-5, IFNγ, IL-12, eotaxina e TGFβ, e aumento de IL-4, IL-5 e IFNγ no soro desses animais 

(HELLINGS et al., 2006). É provável que essa divergência de dados para essas citocinas pró-

inflamatórias seja devida ao uso de protocolos experimentais diferentes. Em nossos protocolos, 

utilizamos uma única dose de SEB, adquirindo o material 48 h após o desafio com OVA, que 
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embora seja adequado para se detectar eosinófilos no pulmão talvez seja um tempo bastante 

prolongado para se detectar citocinas nesse compartimento. Além disso, Hellings e colaboradores 

avaliaram a expressão do RNAm para as citocinas e não a dosagem dos níveis por kit ELISA 

como realizado por nós.  

Além do influxo exacerbado de eosinófilos para o tecido pulmonar, a pré-exposição à 

SEB também aumentou o número de neutrófilos para o tecido pulmonar, como observado tanto 

em animais instilados com PBS, como também em animais desafiados com OVA. É possível que 

o influxo de neutrófilos provocado pela SEB ocorra por mecanismos parecidos aos da SEA, pois 

a pré-exposição à SEB também aumenta o número de macrófago no tecido pulmonar, bem como 

os níveis de IL-8. Em cultura de células epiteliais nasais, a incubação com a SEB ou SEA 

aumenta a produção de IL-8 (O`BRIEN et al., 2006), Esse fenômeno talvez facilite o acúmulo de 

neutrófilos no tecido pulmonar e LBA observados em nosso estudo. 

No conjunto de dados obtidos com a SEA e SEB, verificamos que são capazes de 

aumentar influxo eosinofílico para o tecido pulmonar. A pré-exposição à SEA promove influxo 

de eosinófilos para o tecido pulmonar e LBA mais tardiamente (24 h e 48 h), ao passo que a SEB 

o faz em tempos mais precoces (4 h e 12 h). Na medula óssea, a pré-exposição à SEA promove 

um aumento de eosinófilos via mecanismos dependentes de IL-5, CCR3 e VLA-4. Por outro 

lado, a pré-exposição à SEB aumenta o número de eosinófilos na medula óssea em tempos mais 

precoces (4 h), por mecanismos independentes de IL-5 e eotaxina.  

Por fim, decidimos investigar o efeito direto das EEs na função eosinofílica in vitro, 

conduzindo protocolos de quimiotaxia e adesão. 

Inicialmente, para avaliar a viabilidade dos eosinófilos em nossas condições 

experimentais utilizamos o método de MTT, o qual pode ser utlilizado para medir citotoxicidade, 

proliferação e ativação celular (MOSMANN et al., 1983). É um ensaio colorimétrico que se 
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baseia na redução do MTT pelas desidrogenases mitocondriais de células vivas. Esta reação 

produz o sal formazan que é insolúvel em água, porém solúvel em solventes orgânicos. Através 

destes ensaios comprovamos que, em todos os tempos de incubação testados, os eosinófilos 

humanos mostraram-se viáveis. 

Para a quimiotaxia, eosinófilos humanos purificados de indivíduos saudáveis foram 

incubados com SEA ou SEB por 30 min, 2 h e 4 h, após o qual foram colocados em câmaras de 

microquimiotaxia de 46 poços (câmara de Boyden) para migrar frente à eotaxina, PAF e 

RANTES. Nossos resultados mostraram que a SEA diminuiu a quimiotaxia de eosinófilos em 

resposta aos três agentes quimiotáticos em todos os tempos de pré-incubação estudados. 

Entretanto, diferentemente da SEA, a incubação com SEB não modificou a resposta quimiotática. 

Além disso, quando utilizamos concentrações de SEA diferentes, esta foi capaz de inibir a 

quimiotaxia em resposta à eotaxina, PAF e RANTES em todas as concentrações estudadas, ao 

passo que a SEB induziu inibição somente na concentração de 1 ng/ml para a eotaxina. 

Os eosinófilos respondem quimiotaticamente a uma variedade de agonistas endógenos 

como eotaxina, PAF, RANTES, LTB4 dentre outros. Estudos têm mostrado que PAF e RANTES 

são importantes no recrutamento de eosinófilos em indivíduos asmáticos (FUJISAWA et al., 

2000). Entretanto, dentre as principais quimiocinas que regulam o recrutamento de eosinófilos 

para o tecido inflamado, a eotaxina parece ser a mais importante. Isso se deve à sua potência e 

seletividade para o receptor CCR3 que está presente principalmente em eosinófilos (POWELL et 

al., 2001; KABURAGI et al., 2001). Por isso, escolhemos esses agentes quimiotáticos para 

realizar a quimiotaxia de eosinófilos humanos em nossos protocolos experimentais.  

A resposta quimiotática de eosinófilos mediada por CCR3, no qual eotaxina e RANTES 

se ligam, envolve transdução de sinais provocando mobilização do influxo de cálcio e ativação de 

MAPKs como quinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs) e proteína ativada por 
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mitógenos (p38) (DAUGHERTY et al., 1996; BOEHME et al., 1999; KAMPEN et al., 2000). 

Sendo assim, em nosso trabalho, resolvemos investigar possíveis vias de ativação da eotaxina que 

poderiam estar alteradas em resposta à SEA e SEB. As MAPK participam das vias de sinalização 

que integram e processam vários sinais extracelulares capazes de mediar a expressão gênica, 

diferenciação, crescimento e apoptose celular. Três vias distintas da MAPK são descritas em 

células de mamíferos: quinase regulada por sinais extracelulares (ERKs), quinase c-Jun amino-

terminal (JNK) e a p38 MAPK. A p38 MAPK é ativada tanto pela fosforilação da treonina 180, 

quanto pela tirosina 182 (ZARUBIN et al., 2005). A ativação, liberação de citocinas, apoptose e a 

expressão do receptor IgE de baixa afinidade em eosinófilos têm sido associadas à ativação da 

p38 MAPK (MARSHALL et al., 1998; CHEN et al., 2000). Além disso, a desgranulação e 

quimiotaxia de eosinófilos em resposta à eotaxina é dependente da via de sinalização da p38 

MAPK (KAMPEN et al., 2000; KATO et al., 2011). 

Nossos resultados mostraram que a incubação de eosinófilos humanos estimulados com 

eotaxina aumenta a fosforilação da p38 MAPK em eosinófilos controles (incubados com MEM), 

confirmando o envolvimento da p38 MAPK na resposta quimiotática de eosinófilos ativados. A 

incubação de eosinófilos com a SEA/ SEB diminuiu a fosforilação da p38 MAPK, sugerindo que 

esta proteína é alvo importante para a atividade inibitória da SEA/SEB. 

A quimiotaxia de eosinófilos é um dos eventos mais importantes na patogênese da 

inflamação alérgica. A resposta quimiotática de eosinófilos é mais comumente mediada pelo 

receptor de eotaxina, o CCR3. É sabido que a sinalização intracelular provocada pela eotaxina é 

dependente da mobilização de cálcio em eosinófilos, e envolve a ativação da miosina quinase de 

cadeia leve através do complexo cálcio-calmodulina, o qual promove o rearranjo de actina no 

citoesqueleto (ADACHI et al., 2001. REHER, et al., 2012). Em nosso estudo, a SEA e a SEB 

diminuiu a mobilização de cálcio intracelular em resposta à eotaxina e ao PAF, indicando que a 
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inibição da migração de eosinófilos pela SEA e SEB é dependente da mobilização de cálcio 

intracelular.  

Sabe-se que em monócitos essas EEs podem provocar modificações inibitórias do sistema 

imune por abolir a resposta migratória dessas células. A estimulação de monócitos com SEA ou 

SEB inibe tanto a quimiotaxia como também a mobilização de cálcio nessas células, sendo os 

mecanismos responsáveis por essa resposta dependente de MHC-II e ativação da via de 

sinalização da enzima tirosina quinase (RAHIMPOUR et al., 1999). Acreditamos que, à 

semelhança de monócitos, o efeito inibitório da SEA e a SEB em eosinófilos sobre a mobilização 

de cálcio e fosforilação da p38 MAPK ocorra via MHC-II e ativação de proteínas tirosino-

quinase. 

Nenhum trabalho até momento mostrou o efeito direto dessas EEs em eosinófilos 

humanos. O que se tem na literatura é apenas um trabalho com Staphylococcus aureus e 

eosinófilos (HOSOKI et al., 2012) e outro trabalho mostrando o efeito da SEB em células 

epiteliais humanas sobre a migração de eosinófilos e apoptose (HUVENNE et al., 2010). No 

primeiro trabalho, os autores mostraram que o Staphylococcus aureus induz desgranulação de 

eosinófilos de maneira dose-dependente sendo esse fenômeno mediado pelo receptor do PAF. 

Além disso, o Staphylococcus aureus induz produção de espécies reativas de oxigênio em 

eosinófilos (HOSOKI et al., 2012). Esse trabalho difere do nosso, pois esses autores utilizaram a 

própria bactéria (Staphylococcus aureus) e não um dos produtos produzidos e secretados pela 

mesma, como utilizado por nós. Além disso, estes autores utilizaram protocolos experimentais 

diferentes, como ensaios de desgranulação e medida de espécies reativas de oxigênio e não o 

ensaio de quimiotaxia. No segundo trabalho, os autores estimularam células epiteliais obtidas do 

epitélio nasal humano com SEB, utilizando-se de mediadores inflamatórios produzidos pela 

mesma como fatores quimiotáticos (sobrenadante de células epiteliais incubadas com SEB). Eles 
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observaram que os eosinófilos migraram menos em relação ao grupo controle (sobrenadantes de 

células epiteliais não estimuladas) (HUVENNE et al., 2010).  

Como fizemos uso de eosinófilos de sangue periférico incubando-os com produtos 

bacterianos, pensamos na possibilidade de esse protocolo experimental mimetizar a presença da 

bactéria e seus produtos na circulação podendo causar sepse. Nesse âmbito, trabalhos recentes 

têm mostrado uma diminuição da função e do número de eosinófilos em caso de sepse e choque 

séptico (ABIDI et al., 2011; MERINO et al., 2012). O número reduzido de eosinófilos na 

circulação vem sendo utilizado desde o século passado como um marcador diagnóstico em 

infecções agudas (ZAPPERT, 1983). Recentemente, mostrou-se que a eosinopenia pode ser um 

marcador de gravidade em pacientes que apresentam exacerbação da doença pulmonar obstrutiva 

crônica (DPOC) (HOLLAND et al., 2010). Em contrapartida, outros trabalhos relataram que a 

expressão do CCR3 (receptor de eotaxina altamente expresso em eosinófilos) está diminuído em 

pacientes com sepse. Esses mesmos autores não observaram alterações no número de eosinófilos 

nesses pacientes (VENET et al., 2004). Esses achados poderiam justificar os nossos resultados, já 

que a incubação de eosinófilos com essas enterotoxinas parecem provocar uma inibição da 

função eosinofílica, tanto na quimiotaxia quanto na adesão. 

Sendo assim, para o melhor entendimento de como essas EEs exacerbam a resposta 

pulmonar alérgica, os experimentos realizados in vitro com eosinófilos humanos parece não 

explicar as interações do organismo quando o indivíduo é acometido por uma infecção por 

Staphylococcus aureus e inflamação pulmonar alérgica.  
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