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RESUMO 

Estudos prévios têm demonstrado que o dano e estresse oxidativo induzido pela hiperóxia 

levam ao aumento de interleucina-6 (IL6), fator de necrose tumoral-alfa (TNFα) e fator de 

crescimento transformador beta (TGFβ) em pulmões de camundongos. Juntos, a IL6 e 

TGFβ têm sido conhecidos por direcionar a diferenciação do fenótipo para as células T-

helper 17 (Th17). No estudo corrente nós testamos a hipótese que a hiperóxia promove a 

polarização de células T para o fenótipo Th17 na resposta inflamatória aguda das vias 

aéreas induzida por ovalbumina (OVA). A inflamação das vias aéreas foi induzida em 

camundongos BALB/c, fêmeas, através da sensibilização intraperitonial e instilação 

intranasal de OVA, acompanhado de metacolina (MetCo). Depois do ataque com MetCo, os 

animais foram expostos a condições de hiperóxia em uma câmara de inalação durante 24h. 

Os animais do grupo controle permaneceram em normóxia ou receberam hidróxido de 

alumínio em salina tamponada. Depois de 24h de hiperóxia, o número de macrófagos (Mᶲ) e 

linfócitos diminuiu nos animais com inflamação induzida por OVA, enquanto o número de 

neutrófilos (PMN) aumentou. Os resultados mostraram que a expressão de Fator de 

transcrição nuclear derivado de eritróide 2 (Nrf2), óxido nítrico sintase induzida (iNOS), 

Fator de transcrição Tbet (Tbet) e interleucina-17 (IL17) aumentou depois de 24h de 

hiperóxia tanto em Mᶲ alveolares quanto em células epiteliais pulmonares, comparados com 

os animais que permaneceram em ar ambiente e com inflamação induzido por OVA. A 

hiperóxia, isoladamente, levou ao aumento dos níveis de Fator de necrose tumoral (TNFα) e 

Quimiocina ligante CC5 (CCL5), enquanto a hiperóxia depois da inflamação por OVA 

levou a diminuição dos níveis de CCL2. O extravasamento de células inflamatórias 

peribronquiolar e perivascular foi observado após a inflamação pulmonar e hiperóxia. A 

hiperóxia promoveu a polarização da resposta imune em direção ao fenótipo Th17, 

resultando em estresse oxidativo e dano tecidual, e migração de PMN e Mᶲ para os pulmões 

e vias aéreas. Esses achados sugerem que controlar o estresse oxidativo induzido pela 

hiperóxia pode contribuir importantemente no controle da inflamação aguda das vias aéreas 

induzida por OVA. 

 

Palavras-chave: hiperóxia, inflamação das vias aéreas, resposta imune, camundongos 

BALB C. 
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ABSTRACT 

Previous studies have demonstrated that hyperoxia-induced stress and oxidative 

damage to the lungs of mice lead to an increase in IL6, TNFα and TGFβ expression. 

Together, IL6 and TGFβ have been known to direct T cell differentiation towards the 

TH17 phenotype.In the current study, we tested the hypothesis that hyperoxia 

promotes the polarization of T cells to the TH17 cell phenotype in response to 

ovalbumin-induced acute airway inflammation. Airway inflammation was induced in 

female BALB/c mice by intraperitoneal sensitization and intranasal introduction of 

ovalbumin, followed by challenge methacholine. After the methacholine challenge, 

animals were exposed to hyperoxic conditions in an inhalation chamber for 24 h. The 

controls were subjected to normoxia or aluminum hydroxide dissolved in phosphate 

buffered saline. After 24 h of hyperoxia, the number of macrophages and 

lymphocytes decreased in animals with ovalbumin-induced airway inflammation, 

whereas the number of neutrophils increased after ovalbumin-induced airway 

inflammation. The results showed that expression of Nrf2, iNOS, Tbet and IL17 

increased after 24 of hyperoxia in both alveolar macrophages and in lung epithelial 

cells, compared with both animals that remained in room air, and animals with 

ovalbumin-induced airway inflammation. Hyperoxia alone without the induction of 

airway inflammation lead to increased levels of TNFα and CCL5, whereas hyperoxia 

after inflammation lead to decreased CCL2 levels. Histological evidence of 

extravasation of inflammatory cells into the perivascular and peribronchial regions of 

the lungs was observed after pulmonary inflammation and hyperoxia. Hyperoxia 

promotes polarization of the immune response towards the TH17 phenotype, resulting 

in tissue damage associated with oxidative stress, and the migration of neutrophils to 

the lung and airways. Elucidating the effect of hyperoxia-induced oxidative stress is 

relevant to preventing or treating ovalbumin-induced acute airway inflammation. 

Keywords: hyperoxia, airway inflammation, immune response, BALB C mice 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Os modelos experimentais de inflamação das vias aéreas induzida por 

ovalbumina2 são classicamente conhecidos como “modelos experimentais de asma”, 

por “recriar” nas vias aéreas de cobaias os eventos complexos fisiopatológicos 

observados também na inflamação por asma em serem humanos. Esses modelos, 

sobretudo, são importantes porque, uma vez simulado o microambiente inflamatório 

da asma, permite estudar os fatores (e neste caso o oxigênio medicinal) que 

possivelmente venham interferir no curso da inflamação. 

A palavra asma é um termo derivado da palavra grega e significa chiado em 

inglês. As primeiras evidências da utilização deste termo foram observadas no livro 

Ilíada de Homero (passagens 14 e 15, na mitologia grega). 

 

“Na primeira passagem, Hector luta contra o gigante Ajax, arremessando uma 
lança sem qualquer efeito. Ajax, o gigante, em resposta ao ataque, atira no peito de 
Hector uma enorme pedra, abaixo do pescoço. Hector entra em colapso. Neste 
momento é descrito: "ho d' argaleoi echet' asthmati ..... haim' emeon". O que significa: 
“foi dominado pela asma, vomitando sangue”. Na segunda passagem, o termo asma 
aparece quando o autor se refere à recuperação de Hector, quando cessaram: 
"asthma kai hidros" e "asthma and sweating".” (Saunders, 1993, p. 647). 

 

A partir de “Hippocratic corpus” (Latin: corpus hippocraticum – coleção de 

escritos médicos escritos por Hipócrates), o termo asma passou a se aproximar da 

sua definição atual, incorporando os conceitos relacionados aos sintomas clínicos 

descritos até hoje. A asma já significava, naquela época: “dificuldade respiratória 

acelerada” ou “respiração curta” (Saunders, 1993). 

                                                 
2
 A ovalbumina é um peptídeo frequentemente utilizado nos estudos sobre resposta imunológica 

alérgica, como a asma, porque é capaz de se ligar ao epítopo do complexo maior de 
histocompatibilidade MHC classe II. 
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Até a década de 60 a asma foi incluída no rol das demais doenças obstrutivas 

das vias aéreas, principalmente pelas características semelhantes relacionadas à 

obstrução das vias aéreas (conhecida como Hipótese Holandesa). Entretanto, nesta 

mesma época, outra hipótese (conhecida como Hipótese Britânica) desvencilhava a 

asma das demais doenças obstrutivas das vias aéreas, pois os aprofundamentos 

dos conhecimentos sobre os mecanismos imunológicos de disparo da inflamação 

das vias aéreas tratava a asma como uma nova entidade distinta das demais 

Doenças Pulmonares Obstrutivas Crônicas (DPOC) (Barnes, 2008). 

Hoje, por consenso (Reddel, Bateman et al., 2015) (Becker, Lemiere et al., 

2006); (Lemiere, Bai et al., 2004); (Boulet, Becker et al. 1999), a asma é definida 

como uma doença caracterizada por sintomas persistentes ou paradoxais, como 

dispneia, “aperto no peito”, chiado, produção de secreção e tosse, associado com 

limitação variável do fluxo aéreo e hiper-responsividade à estímulos endógenos e 

exógenos, onde a inflamação das vias aéreas é primeiramente a principal marca. 

Os mecanismos fisiopatológicos de disparo da inflamação na asma ainda são 

considerados complexos porque há a participação de diferentes células 

inflamatórias, que produzem uma variedade (que serão descritos a seguir) de 

mediadores inflamatórios, agindo de forma complexa sobre as células alvo das vias 

aéreas, induzindo respostas fisiopatológicas por vezes anormais (Barnes, 1996). 

Para compreender como estes processos imunológicos determinam o processo 

inflamatório das vias aéreas na asma é necessário estudar os mecanismos 

patogenéticos, identificando não apenas os fatores que disparam, mas aqueles que 

intensificam e modulam essa resposta inflamatória (Busse and Lemanske 2001). 

Diferentes mecanismos imunológicos que iniciam o processo de inflamação na asma 

são conhecidos, entretanto apenas os mecanismos que envolvem sensibilização 
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inicial (contato prévio com o antígeno) e a resposta secundária inflamatória 

(condição que ajuda a explicar a hipersensibilidade alérgica3) serão abordados neste 

momento. 

Dentre seus vários tipos, a asma alérgica# é a variedade mais comum, 

atingindo cerca de 60% dos adultos acometidos, e 90% das crianças acometidas 

(Kaplan, 2005), estando inclusive, entre as desordens alérgicas mais prevalentes 

dos países desenvolvidos (Galli, Tsai et al., 2008)  

Os inúmeros estudos que ainda buscam esclarecer os mecanismos 

fisiopatológicos da asma justificam-se por ainda haver alta prevalência e taxa de 

mortalidade desta doença. Além disso, porque se trata de uma doença que acomete 

tanto adultos, crianças, adolescentes e idosos (Reddel, Bateman et al., 2015) (Luna 

Mde, Almeida et al., 2011) (Wehrmeister, Menezes et al., 2012). Isto está 

relacionado, sobretudo, ao elevado número de internações (Fiori, Goncalves et al., 

2012). 

A gravidade da exacerbação da asma está relacionada, principalmente, à 

obstrução das vias aéreas, cujo resultado é a hipoxemia, que é revertida com a 

utilização de broncodilatadores, pressões positivas contínuas nas vias aéreas 

(Lafond, Series et al., 2007) e oferta suprafisiológica da concentração de oxigênio 

(O2) (Rancourt, Keng et al., 2001) (Zaher, Miller et al., 2007). 

O manejo da asma no mundo é consensual. Entretanto, há poucos 

esclarecimentos sobre a utilização da oxigenoterapia durante a asma (National 

                                                 
3
 A ideia de que indivíduos fazem reatividade ou reações de hipersensibilidade a algumas 

substâncias exógenas (no self) ao organismo (o que norteia o conceito atual de alergia) foi enunciada 
pela primeira vez em 1906 por Clemens von Pirquet. (Galli et al., 2008) Embora seus primeiros relatos 
tenham sido embasados nas observações das doenças relacionadas ao soro, isto teve um impacto 
importante sobre as desordens alérgicas, incluindo a asma alérgica, porque essas desordens também 
estão associadas com a produção aumentada de imunoglobulina E (IgE), e com a expansão de 
alérgenos específicos mediados por populações de células T – mecanismos semelhantemente 
observados na fisiopatologia da inflamação das vias aéreas induzida por ovalbumina e que serão 
elucidados mais detalhadamente a seguir durante a revisão de literatura. 
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Asthma e Prevention, 2007), e ainda há resultados duvidosos sobre os reais 

benefícios da utilização do O2 em altas concentrações para os indivíduos asmáticos 

(Rodrigo, Rodriquez Verde et al., 2003); (Chien, Ciufo et al., 2000). 

Especificamente no Brasil, a utilização do O2 medicinal durante as 

internações ou emergência dos indivíduos asmáticos é pouco criteriosa. Sobretudo 

no que diz respeito à prescrição do tempo em que os pacientes devem permanecer 

em oxigenoterapia depois de reverter a hipoxemia; se observado o algoritmo para o 

tratamento da crise asmática do adulto nos prontos-socorros, previsto nas Diretrizes 

Brasileiras para o Manejo da Asma (IV Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma. 

2006), a orientação é ofertar um fluxo de O2 de pelo menos três litros por minuto 

quando não é possível analisar a saturação arterial parcial de O2. 

Estas últimas considerações tornam-se ainda mais relevantes se 

considerarmos que o O2 medicinal ofertado em concentrações suprafisiológica é 

tóxico para o organismo (Brueckl, Kaestle et al., 2006), induzindo o “start” para o 

estresse oxidativo e inflamação pulmonar (detalhado a seguir). 

Não há evidências publicadas sobre os efeitos da exposição ao O2 em 

concentrações suprafisiológicas sobre a resposta inflamatória imunológica na asma. 

Se a hiperóxia é capaz de induzir o estresse oxidativo, aumentando nos pulmões a 

concentração das espécies reativas de O2 e nitrogênio, e se tem sido mencionado 

inclusive que resposta inflamatória é modulada também pela presença destes 

radicais livres (Fattman, Schaefer et al., 2003). 

No presente estudo investigamos se há envolvimento do estresse oxidativo 

induzido pela exposição ao O2 medicinal em relação à resposta inflamatória 

imunológica em modelo experimental de asma, em camundongos BALB/C com 

inflamação aguda das vias aéreas e pulmonar. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

Asma como problema de saúde pública 

Segundo a Global Initiative for Asthma (GINA), a asma é a maior causa 

de morbidade crônica que leva a morte no mundo, e há evidências de que a 

prevalência desta morbidade tem aumentado nos últimos 20 anos. Estima-se 

que em 2025 haverá cerca de 400 milhões de pessoas no mundo com asma 

(Reddel, Bateman et al., 2015) (Bousquet e Busse, 2010). 

O documento publicado pela GINA aponta que, o Brasil está entre os 

países com maior prevalência de asma clínica no mundo (com cerca de 

11.4% da população) (Figura 1), ainda que não esteja entre os países com 

maior taxa de casos de mortalidade por asma no mundo, apresentando cerca 

de 1.8 casos de morte por 100.000 asmáticos. Esta realidade foi diferente na 

década de 90, aonde o Brasil chegou a apresentar uma taxa de mortalidade 

por asma dez vezes maior comparado aos países desenvolvidos (Cooper, 

Rodrigues et al., 2009). 

Ainda que existam evidências de que a taxa de mortalidade tenha 

reduzido no Brasil, o impacto econômico e social com as internações ainda é 

elevado. Evidências que reforçam essas informações posicionam a asma 

como um importante problema de saúde pública (Sole, Camelo-Nunes et al., 

2014); (Wehrmeister, Menezes et al., 2012). Em 2009, por exemplo, segundo 

a Organização Pan-Americana de Saúde (PAHO), o Brasil chegou a possuir 

em torno de 15 milhões de indivíduos afetados pela asma, dos quais cerca de 

350.000 resultaram em admissões hospitalares (Fiori, Goncalves et al., 2012). 
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Este tipo de internação em 1996 resultou em gastos que giraram em torno de 

76 milhões de reais, e em 2006 cerca de 96 milhões de reais (IV Diretizes 

Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006). 

 

 
Figura 1 – Mapa do mundo da prevalência da asma clínica. Adaptado de (Cooper, Rodrigues 
et al., 2009) 

 

Além disso, tem sido frequentemente reportado na literatura que além 

de acometer os adultos (Macedo, Menezes et al., 2007), há um impacto 

importante da asma sobre crianças e adolescentes brasileiros (Sole, Camelo-

Nunes et al., 2014);  (Luna Mde, Almeida et al., 2011) (Wehrmeister, Menezes 

et al., 2012) (Casagrande, Pastorino et al., 2008); (Chatkin e Menezes, 2005) 

(Amorim e Daneluzzi, 2001). Inclusive, há evidências de que a alta 

prevalência de asma tem sido associada ao estilo de vida ocidental, e fatores 

ambientais, tais como exposição microbiana, infeções durante a infância, e a 
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poluição atmosférica (Pearce e Douwes, 2006). Este último ponto, não se 

limitando apenas aos brasileiros (Anderson, Butland et al. 2012). 

 

Oxigenação em crises agudas de asma 

Segundo o National Heart Lung and Blood Institute National Asthma 

Education and Prevention Program (2007), a suplementação de O2 é 

recomendada com o intuito de reverter a hipoxemia durante a exacerbação 

moderada e severa da asma. Embora esta prática seja comum em pacientes 

com asma aguda (O'driscoll, Howard et al., 2011), há controvérsia sobre a 

utilização do O2 em altas concentrações para os pacientes asmáticos em 

crises agudas. 

Dois importantes estudos clínicos demonstraram, por exemplo, que a 

administração de 100% de O2 para pacientes asmáticos induziu hipercapnia 

(Rodrigo, Rodriquez Verde et al., 2003); (Chien, Ciufo et al., 2000). Um 

terceiro relatou que a hipoxemia refratária a utilização da suplementação de 

O2 está relacionada ao aparecimento de pneumonias em pacientes asmáticos 

(Rodrigo, Rodrigo et al., 2004). 

Ainda que tóxico, o uso do O2 como primeira escolha para reverter a 

hipoxemia na asma é observado em diferentes publicações. No European 

Respiratory Society Guidelines on the use of nebulizers (Boe, Dennis et al., 

2001), o O2 em ambientes hospitalares deve ser o gás de escolha na 

condução para os casos de asma aguda, comparado a utilização do ar 

comprimido, mesmo para os pacientes estáveis (Boe, Dennis et al., 2001). A 

suplementação com O2 como primeiro passo para tratar os pacientes com 

asma severa aguda é confirmado por outro autor (Inwald, Roland et al., 2001). 
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(Tokuda e Miyagi, 2001) sugerem, inclusive, que o O2 deva ser administrado 

precocemente, ainda em ambiente domiciliar. Acredita-se, sobretudo, que 

esta estratégia seja mais eficaz quando comparado aos benefícios da 

suplementação do O2 em ambiente hospitalar. Seja porque os benefícios 

clínicos da suplementação com O2 não tem sido associada à plena reversão 

da hipoxemia, seja porque classicamente sabe-se que o O2 suplementado 

entre 50-100% é potencialmente tóxico (Jackson, 1985). 

 

Aspectos gerais sobre a hiperóxia 

Desde que foi descoberto, em 1770 por Scheele e Priestley, o O2 tem 

sido o mais eficaz, amplamente disponível e barato agente terapêutico 

(Brueckl, Kaestle et al., 2006). Embora a suplementação suprafisiológica de 

O2, ou hiperóxia (Petrache, Choi et al., 1999), seja necessária para manter a 

oxigenação do tecido periférico, paradoxalmente, a exposição à alta 

concentração de O2 causa dano pulmonar (Morse, Otterbein et al., 2003). Isto 

é caracterizado pelo dano às células epiteliais alveolares e endoteliais, 

presença de edema alveolar, extravasamento de proteínas e influxo de 

macrófagos e neutrófilos para o espaço alveolar (Pepperl, Dorger et al., 

2001). Atualmente, sabe-se que a toxicidade do O2 está relacionada à 

formação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (radicais livres) 

(Brueckl, Kaestle et al., 2006) e à indução do dano oxidativo (Valenca Sdos, 

Kloss et al., 2007); (Popovic, Gerschman et al., 1964). 
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Aspectos gerais sobre o estresse oxidativo 

As espécies reativas são conhecidas por atacar as biomoléculas, 

causando dano tecidual, por meio da peroxidação lipídica, oxidação de 

proteína e dano ao DNA (Narasaraju, Jin et al., 2003). As espécies reativas 

de O2 (ROS) e nitrogênio (RNS), como: ânion superóxido (O2
-), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (HO-) e peróxido nitrito (ONOO-), agem 

também como importantes mediadores na patogênese da inflamação 

hiperóxica, e como contribuidoras da lesão pulmonar aguda (Perkowski, 

Scherpereel et al., 2006); (Wang, Feinstein et al., 2004); (Cho, Jedlicka et al., 

2002) (Tsan, Tacy et al., 1997).  

Macrófagos e neutrófilos são importantes fontes de O2
-, um produto da 

redução do O2 (Mccord e Fridovich, 1969). Nos mamíferos, por exemplo, 

estão envolvidos na sua produção: cofatores, enzimas e organelas 

citoplasmáticas (Freeman e Crapo, 1981). Entretanto, foi demonstrado que a 

mais importante via para síntese de O2
- é dependente da enzima NADPH 

oxidase, através da ativação intracelular das MAPK (Parinandi, Kleinberg et 

al., 2003). 

O O2
- apresenta um importante papel no desequilíbrio redox, porque 

ele é precursor de outras espécies reativas (Turrens, 2003). Ele pode reagir, 

por exemplo, com óxido nítrico (NO-), e produzir ONOO-, uma RNS altamente 

oxidante (Fattman, Schaefer et al., 2003). Por outro lado, na dismutação do 

O2
- pela enzima superóxido dismutase (SOD), são gerados até duas vezes 

mais H2O2 comparado à cadeia respiratória, importante fonte de ROS. O H2O2 

pode ser totalmente reduzido à água (mediada pela Catalase) ou, na 

presença de metais de transição, ser parcialmente reduzido à radical hidroxila 
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(OH-), uma das mais importantes espécies reativas, cujo potencial de redução 

é alto e o tempo de vida curto (Giorgio, Trinei et al., 2007) (D'autreaux e 

Toledano, 2007). 

 

 
Figura 2 – Geração de ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila a partir do 
oxigênio molecular. Representação da ação das enzimas antioxidantes (por exemplo: SOD e 
Mieloperoxidase). Adaptado de (D'autreaux e Toledano, 2007) 

 

Como não são conhecidos “scavengers” para o OH-, para evitar o 

ataque às biomoléculas, enzimas antioxidantes controlam as concentrações, 

por exemplo, de seus precursores (O2
- e H2O2) visando manter o equilíbrio do 

sistema oxido-redução (Laloi, Apel et al., 2004). Colaboram neste processo 

de detoxificação celular, por exemplo: antioxidantes enzimáticos, como: 

superóxido dismutase; catalase; sistema glutationa que são ativados por 

fatores de transcrição nucleares. O “up-regulation” destas enzimas 

antioxidantes durante a hiperóxia, por exemplo, é mediado pelo fator de 
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transcrição nuclear derivado de eritróide 2 (Nrf2) (Cho, Jedlicka et al., 2002). 

Esses eventos mantém o balanço entre as funções fisiológicas e o dano 

pulmonar através da taxa relativa de formação e remoção das ROS e RNS 

(Comhair, Thomassen et al., 2000). 

 

 
Figura 3 – O “up-regulation” das enzimas antioxidantes (catalse – CAT; superóxido dismutase – SOD 
e glutationa reduzida/glutationa oxidada – GSH/GSSH) durante a formação de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) mediado pelo fator de transcrição nuclear derivado de eritróide 2 
(Nrf2) 

 

Em condições fisiológicas, a remoção do excesso de oxigênio 

molecular, que evita a formação em excesso de ânion superóxido, também 

pode ocorrer mediante conversão do O2 em óxido nítrico (NO) através das 

isoformas da enzima óxido nítrico sintase, óxido nítrico sintase neuronal 

(nNOS) e endotelial (eNOS) (Hussain, Hofseth et al., 2003). Entretanto, em 

condições de estresse oxidativo, induzido tanto pela inflamação na asma 

(Bowler e Crapo, 2002) ou hiperóxia(Quan, Zheng et al., 2011), um excesso 

de NO é gerado nas vias aéreas por aumento da atividade da enzima óxido 
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nítrico sintase induzida (iNOS), a partir da utilização do aminoácido L-arginina 

e O2(Comhair e Erzurum, 2002). Este fenômeno eleva, inclusive, a formação 

de ONOO-, principalmente na membrana interna mitocondrial, a partir da 

enzima óxido nítrico sintase mitocondrial (mtNOS), acentuando o dano 

oxidativo(Van Den Berghe, 2004). 

Especificamente na asma, os eosinófilos são as maiores (Macpherson, 

Comhair et al., 2001) e mais importantes fontes de iNOS(Bowler e Crapo, 

2002) . Inclusive o óxido nítrico exalado tem sido utilizado como diagnóstico e 

controle da asma(Carvalho, Rodrigues Da Silva et al., 2015).  

Modelos experimentais têm estudado a patogênese da lesão pulmonar 

hiperóxica investigando as respostas celulares durante a inflamação (Ward, 

Waxman et al., 2000) e a instalação das alterações morfológicas (Kohno, 

Ishizaka et al., 2004) e funcionais pulmonares (Desai, Sinclair et al., 2007). Já 

foi demonstrado, inclusive, que durante o estresse oxidativo induzido pela 

hiperóxia, mesmo em condições normobáricas, por exemplo, a toxicidade do 

oxigênio é mediada pela iNOS e geração de ONOO-(Demchenko, Atochin et 

al., 2008). Esses achados foram também observados em roedores (Quan, 

Zheng et al., 2011). 

Nós demonstramos os efeitos da exposição ao O2 em doses diferentes 

de hiperóxia sobre o pulmão de ratos Wistar. Em um primeiro estudo, após 90 

min de exposição, a hiperoxia induziu o dano oxidativo do parênquima 

pulmonar dos ratos, aumentou a presença de células inflamatórias, e induziu 

o extravasamento de eritrócitos e o edema (Valença, 2007). Em um segundo 

estudo demonstramos que os ratos Wistar expostos a 50% ou 75% de O2, 

após 90 min, não exibiu alterações no pulmão, enquanto que a 100% de 
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oxigénio, durante o mesmo tempo de exposição, foi observado edema e dano 

oxidativo, com aumento de malondialdeído – produto da peroxidação lipídica 

(Nagato, Silva et al., 2009). Posteriormente, investigamos os períodos de 

estresse, inflamação e dano oxidativo tecidual após a hiperóxia em pulmões 

de camundongos BALB/c - estirpe sensível a hiperoxia, que desenvolve em 

pouco tempo inflamação pulmonar induzida pelo O2 (Ho, 2002; Whitehea, 

2006). Neste estudo mantivemos os animais em hiperoxia por 12, 24 e 48 

horas. Demonstramos ao final de 24 horas de hiperóxia que houve um 

importante influxo de monomorfonucleares para a luz alveolar, e uma maior 

expressão no parênquima pulmonar de fator de necrose tumoral (TNFα), e 

maior expressão de interleucina-6 (IL6) no homogeneizado deste mesmo 

órgão (Nagato, Bezerra et al., 2012). 

 

Modelos animais no estudo da fisiopatologia da asma 

A fisiopatologia da asma tem sido frequentemente estudada em 

modelos experimentais que utilizam animais (Gueders, Paulissen et al., 2009) 

(Shin, Takeda et al., 2009). Isto porque os estudos com seres humanos são 

limitados, primeiramente, por questões éticas, principalmente quando há a 

necessidade de realização de procedimentos invasivos, ou não se tem 

conhecimento prévio da eficácia e toxicidade in vivo do objeto de estudo. A 

utilização de camundongos também é justificada porque essas espécies se 

reproduzem facilmente em laboratório, atingem a idade adulta rapidamente, 

apresentam baixo custo relacionado aos cuidados e alojamento, há uma 

ampla disponibilidade de reagentes para marcadores da resposta imune 

(Gualdi L.P., Pereira A.C., et al., 2010). Sobretudo, porque os modelos 
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murinos, especificamente camundongos da linhagem BALB/c, desenvolvem 

semelhantemente aos humanos: inflamação pulmonar - com aumento de 

mastócitos, eosinófilos, neutrófilos e macrófagos, a hipersecreção de muco, a 

hiper-responsividade das vias aéreas (com aumento da resistência nas vias 

aéreas), aumento da produção de IgE específica (em modelo de exposição 

com ovalbumina) e aumento da expressão de citocinas, como IL4, IL5, IL13 

(Gueders, Paulissen et al., 2009). 

Além desses fatores, na experimentação animal há maior controle 

sobre variáveis intervenientes que atualmente são descritas como 

determinantes e afetam diretamente o fenótipo da asma, tais como: a dieta, e 

principalmente fatores ambientais relacionados à higiene. O controle do 

ambiente experimental aumenta a probabilidade de um microbioma comum, 

minimizando a interferência sobre a resposta imunológica de infecções 

prévias dos animais relacionadas ao meio ambiente (Edwards, Bartlett et al., 

2012). 

 

O padrão de resposta imunológica na asma 

Classicamente, tanto em humanos quanto em murinos, no processo 

fisiopatológico da asma alérgica há o aumento no número de células TCD4+ 

nas vias aéreas, com predominância de células T helper 2 (Th2). Essa 

resposta inflamatória ocorre secundariamente à exposição do organismo ao 

antígeno específico - processo conhecido como “sensibilização” (Figura 2). 

 



31 

 

 

 
Figura 4 – Processo de sensibilização ao antígeno específico (Allergen). Células dendríticas 
reconhendo o antígeno, migrando para os linfonodos regionais e apresentando o antígeno às 
Células T virgens, induzindo a ativação de Células Th2 e Células B. Células B está 
secretando IgE específica para o plasma. E observa-se um mastócito com IgE específico, 
com ligante de alta afinidade (FceRI). Adaptado de (Galli, Tsai et al., 2008) 

 

Depois de sensibilizado, a resposta imune secundária é montada e 

caracterizada pelo repertório de interleucinas (IL) liberadas por estas células 

(IL4, IL5, IL9 e IL13) (Galli, Tsai et al., 2008), e, também, pelo infiltrado de 

mastócitos, eosinófilos, e macrófagos para as vias aéreas (Figura 3). 
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Figura 5 – Resposta imune asmática à exposição ao antígeno, após processo de 
sensibilização. Células Th2 e Mastócitos participando da ativação de eosinífilos, netrófilos, 
basófilos e células caliciformes. À esquerda Células Th17 induzindo a broncoconstrição. 
Adaptado de (Galli, Tsai et al., 2008) 

 

Neste processo, os antígenos inalados ativam três importantes 

mecanismos: (1) mastócitos sensibilizados através de receptor de IgE 

induzem a liberação de mediadores que estimulam a broncoconstricção, 

incluindo: leucotrienos cisteínicos (C4, D4, E4), prostaglandina D2 (Abraham 

e St John 2010); (2) as células epiteliais liberam Fator de Células-Tronco 

(SCF) que promovem a manutenção dos mastócitos na mucosa da superfície 

das vias aéreas (Barnes, 2008); (3) as células dendríticas mielóides 

processam os alérgenos (condicionados por Linfopoietina Estromal Tímica 

(TSLP), oriundo tanto das células epiteliais quanto de mastócitos), e liberam 

quimiocina ligante CC-17 (CCL17) e CCL22, que actua sobre o Receptor 4 de 
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quimiocina CC (CCR4), atraindo células Th2 para as vias aéreas (Holt, 

Strickland et al., 2008). 

As células Th2 passam então a ter papel central durante a inflamação 

contra o patógeno extracelular, orquestrando a resposta inflamatória mediada 

por suas interleucinas padrão. A IL9 estimula a proliferação de mastócitos. As 

IL4 e IL13 estimulam as células B a sintetizar IgE. Enquanto a IL5, citocina 

também induzida pelas células epiteliais (através de CCL11) via CCR3, 

estimula o recrutamento eosinofílico (Galli, Tsai et al., 2008). 

O deslocamento do padrão de resposta Th2 na inflamação está 

relacionado ao fator transcricional GATA3, aumentado na asma por indução 

de IL4. O fator transcricional GATA3 inibe a STAT4, que deixa de ativar o 

fator de transcrição Tbet, reduzindo o recrutamento de células Th1 (Vercelli, 

2008). 

 

 
Figura 6 – Polarização de células Th1 e Th2 na asma. O fator de transcrissão Tbet 
direcionando padrão para resposta Th1 e GATA3 para Th2. Adaptado de (Vercelli, 2008) 
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Mesmo assim, há evidência de que na asma severa há a presença de 

células Th1 – que tipicamente são conhecidas por produzir interferon-γ (IFNγ) 

na resposta imune contra patógenos intracelular como: bactérias, fungos, e 

vírus (Mosmann e Coffman, 1989). Ainda que recentemente tenha sido 

evidenciado o envolvimento do IFNγ com a hiperresponsividade das vias 

aéreas na asma (Yao, Lu et al., 2012), a real participação dessas células no 

processo fisiopatológico da asma, e a relação delas com as células Th2 ainda 

são controversas (Vock, Hauber et al., 2010). 

Embora seja conhecido que as citocinas produzidas pelas células Th1 

e Th2 ajam potencialmente como um feedback para amplificar a diferenciação 

das células T em células Th1 e Th2, desde que estes conceitos foram 

introduzidos por Mosmann e Coffman (1989), o paradigma Th1/Th2 ainda não 

foi totalmente esclarecido na fisiopatologia da asma. Sabe-se, pelo menos, 

que quando há o deslocamento para resposta imune Th1 (mediada por IL2 e 

IFNγ), o downregulation das células Th2 é induzido pelo aumento de Tbet que 

suprime GATA3 (Barnes, 2008). 

Esse paradigma Th1/Th2 foi ainda ampliado após a descoberta de um 

terceiro subconjunto de células T helper, as células Th17 (células da 

população TCD4), que produzem IL17 e apresentam funções efetoras 

distintas de células Th1 e Th2. A principal função destas células parece ser a 

eliminação de patógenos que não são adequadamente tratados por células 

Th1 ou Th2. No entanto, as células Th17 têm sido mencionadas como 

potentes indutoras de inflamação do tecido, associadas com a patogênese de 

muitas doenças auto-imunes e experimentais (Korn, Bettelli et al., 2009). 
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Inclusive, tem sido mencionada a participação dessas células e também das 

células Th17/Th2 na patogênese da asma severa (Vock, Hauber et al., 2010). 

O papel da IL17 no processo de imunorregulação das doenças pulmonares 

ainda é pouco conhecido (Shi, Jin et al., 2012); (Holt, Strickland et al., 2008). 

As células Th17 são células que também produzem mediadores 

inflamatórios bem conhecidos, como: TNFα, IL1β, e IL6, e citocinas 

relativamente recém-descobertas, como: IL17A, IL17F, IL22, IL21 e IL26 

(Zhu, Yamane et al., 2010). Sabe-se que a diferenciação, amplificação e 

manutenção das células T virgens em Th17 são mais eficientes quando 

TGFβ, IL21 e IL6 estão disponíveis. 

 

Evidências que reforçam a hipótese de que a relação hiperóxia/asma pode 

modificar o padrão de resposta imunológica 

A hipótese, no entanto, de que a hiperóxia modifica a resposta 

inflamatória imune em modelo murino experimental de asma é reforçada por 

evidências complementares, tais como: (1) a hiperóxia induz o aumento nos 

pulmões de: IL6, TNFα (Nagato, Bezerra et al., 2012), e IFNγ (Bhandari e 

Elias, 2006), que são citocinas comumente observadas na resposta Th1, e 

não Th2 como observa-se classicamente na resposta dos pulmões à asma; 

depois porque (2) durante a hiperóxia há o aumento de TGFβ1 (Li, Choo-

Wing et al., 2011), citocina que modula, conjuntamente com a IL6, a 

diferenciação das células T virgem em células Th17; e (3) a hiperóxia induz o 

estresse oxidativo (Nagato, Silva et al., 2009), evento que, inclusive, é 

observado na asma severa (Barnes, 2008). 
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A relação direta entre o sistema óxido-redução e a resposta imune de 

células Th2 na asma (Jungsuwadee, Weaver et al., 2012), reforça ainda mais 

a hipótese de haver relação entre a hiperóxia e modificação da resposta 

inflamatória imunológica na asma. 

Estudos experimentais como o que foi sugerido neste estudo, que 

buscam elucidar os efeitos da hiperóxia sobre os fatores modulatórios do 

processo fisiopatológico da asma, podem beneficiar os asmáticos, porque, 

ainda que a inflamação das vias aéreas seja um fator determinante da asma, 

a inflamação quase nunca é mensurada e a consistência do processo 

inflamatório quase nunca é confirmada (Wenzel, 2012). 
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3 HIPÓTESE 

 

 

Nossa hipótese era que o estresse oxidativo induzido pela hiperóxia pudesse 

modificar o padrão de resposta imune após a inflamação aguda das vias aéreas em 

modelo experimental de asma. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

Investigar se a hiperóxia é capaz de modificar o padrão de resposta imune de 

células T na inflamação aguda das vias aéreas em modelo experimental de asma. 

 

Objetivos específicos 

 Avaliar se a hiperóxia é capaz de alterar a densidade de número de células 

mononucleares e polimorfonucleares peribronquiolares, em lâmina própria e 

na luz alveolar dos camundongos BALB/c no modelo de inflamação das vias 

aéreas induzida por ovalbumina; 

 Avaliar os níveis de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFα), quimiocinas CCL2 

(MCP-1) e CCL5 (RANTES) no homogeneizado pulmonar de camundongos 

BALB/c no modelo de inflamação das vias aéreas induzida por ovalbumina 

seguida ou não de hiperóxia; 

 Avaliar a capacidade de modificação da atividade da enzima catalase (CAT), 

devido à hiperóxia, no homogeneizado pulmonar de camundongos BALB/c no 

modelo de inflamação das vias aéreas induzida por ovalbumina; 

 Avaliar a capacidade da hiperóxia em modificar a concentração de 

malondialdeído (MDA) no homogeneizado pulmonar de camundongos BALB/c 

no modelo de inflamação das vias aéreas induzida por ovalbumina; 

 

 Avaliar a possibilidade da hiperóxia em modificar a expressão de Nrf2, Óxido 

Nítrico Sintase Induzida (iNOS), Tbet, e IL17 no tecido pulmonar de 
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camundongos BALB/c no modelo de inflamação das vias aéreas induzida por 

ovalbumina; 

 Investigar se a hiperóxia é capaz de modificar o padrão de resposta imune na 

inflamação aguda das vias aéreas induzindo resposta Th1 e Th17. 

• Avaliar se a hiperóxia associada à asma é capaz de alterar a densidade de 

volume de parênquima pulmonar; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O estudo analítico experimental foi realizado em parceria entre as 

Universidades Federais de Juiz de Fora (UFJF) e Ouro Preto (UFOP), ambas do 

Estado de Minas Gerais, e foi aprovado pela Comissão de Ética para o uso de 

animais experimentais da UFOP (OFÍCIO CEUA No. 107/2012, de 10 de outubro de 

2012) (ANEXO 1). A primeira etapa foi realizada na UFOP (indução do modelo de 

inflamação aguda das vias aéreas induzida por ovalbumina -modelo experimental de 

asma aguda, exposição à hiperóxia e coleta das amostras, análises bioquímicas e 

imunoensaio - todos detalhados a seguir), e a segunda etapa foi realizada na UFJF 

(análises histopatológicas, histomorfométricas, ensaios de imunoistoquímica e 

análises estatísticas). 

 

Animais de experimentação 

Camundongos BALB/c isogênicos, fêmeas, com idade variando de 6 a 8 

semanas, pesando 20-25g, foram obtidos do Biotério Central da Universidade 

Federal de Ouro Preto – UFOP – MG - Brasil. 

 

Condições de criação e manejo dos animais 

Os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com camas de 

maravalha não esterilizada, no Biotério da Universidade Federal de Ouro Preto, a 

uma temperatura controlada (21-22ºC ± 2ºC) e umidade relativa do ar entre 50-55% 

(Termo-Higrômetro Digital -50° + 70° C 910.15chp Allabrasil). Foi mantido um ciclo 

de iluminação (12h claro e 12h escuro, com início do ciclo de luz fluorescente a partir 
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das 7h). O ambiente foi exaurido a cada 15 minutos, mediante sistema automático 

controlado por timer. Os animais foram alimentados com ração paletizada e água em 

mamadeira ad libitum. 

Durante a fase de exposição ao O2 (descrita a seguir), mamadeiras de 60ml e 

ração triturada em cochos foram posicionadas internamente à câmara de inalação. 

 

Grupos experimentais 

Ao todo foram utilizados 30 camundongos (N=30) da linhagem BALB/c, dos 

quais n=06 foram utilizados como controle e não receberam quaisquer tipos de 

intervenção. Estes animais foram eutanasiados e serviram de padrão para análises 

que foram realizadas nos demais grupos experimentais n=06, conforme descritos na 

Figura 7. 

 
Figura 7 – Linha do tempo experimental da inflamação aguda das vias aéreas induzida por 
ovalbumina e hiperóxia em modelo de camundongos BALB/c de 06 a 08 semanas. Grupo Control (air 
room) (n=6) – Grupo controle de 06 animais que ficou ao ar ambiente e não sofreu qualquer 
intervenção. Grupo PBS + Al(OH)3 (n=6) – Grupo de 06 animais que ficou ao ar ambiente, e no 
primeiro e no décimo quarto dia do experimento recebeu injeção intraperitonial com tampão fosfato 
(PBS+Al(OH)3), e no vigésimo oitavo, nono e trigésimo dia de experimento recebeu PBS+Al(OH)3 
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intranasal. Grupo OVA (n=6) – Grupo que ficou ao ar ambiente, e no primeiro e no décimo quarto dia 
do experimento recebeu injeção intraperitonial com ovalbumina (sensibilização), no vigésimo oitavo, 
nono e trigésimo dia de experimento foi atacado com ovalbumina intranasal (PBS diluído em Al(OH)3), 
e no trigésimo segundo dia foi submetido à metacolina nebulizada. Grupo O2 (n=6) – Grupo que ficou 
ao ar ambiente, no trigésimo segundo dia foi exposto ao O2 por 24 horas. Grupo OVA+ O2 (n=6) – 
Grupo que ficou ao ar ambiente, e no primeiro e no décimo quarto dia do experimento recebeu 
injeção intraperitonial com ovalbumina (sensibilização), no vigésimo oitavo, nono e trigésimo dia de 
experimento foi atacado com ovalbumina intranasal (PBS diluído em Al(OH)3), conforme 
procedimento descrito a seguir), e no trigésimo segundo dia foi submetido à metacolina nebulizada 
seguido de exposição imediata ao O2 por 24 horas. A eutanásia de todos os grupos experimentais 
ocorreu no 33º dia. (Nagato, Bezerra et al., 2012) 

 

 

Modelo de inflamação aguda das vias aéreas (modelo de asma experimental) 

através da sensibilização por ovalbumina4 (OVA) em camundongos fêmeas 

BALB/c 

 

Sensibilização com OVA intraperitoneal (IP) e/ou injeção de PBS diluído em 

Al(OH)3 

No primeiro dia experimental foi injetado, intraperitonealmente, um volume 

final de 50µL de solução de PBS em 2mg de hidróxido de alumínio em cada animal 

do Grupo PBS. Nos Grupos OVA e OVA+O2, foi injetado em cada animal, 

intraperitonealmente, um volume final de 50µL de solução de 20mg de OVA em 2mg 

de hidróxido de alumínio. No 14º dia experimental este procedimento foi repetido. 

 

Instilação intranasal com OVA ou PBS 

Nos 28º, 29º e 30º dias experimentais os animais dos grupos OVA e OVA+ O2 

receberam um volume final de 50µL de solução de 20mg de OVA em 2mg de 

hidróxido de alumínio (adaptado de Kumar, 2008). 

 

                                                 
4
 A ovalbumina utilizada (com sequência de aminoácido H-Ile-Ser-Gln-Ala-Val-His-Ala-Ala-His-Ala-

Glu-Ile-Asn-Glu-Ala-Gly-Arg-OH) foi adquirida em pó liofilizado, estocada a -20º.C (Sigma-Aldrich) 
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Nebulização com metacolina ou PBS 

No 32º dia experimental os animais dos grupos OVA e OVA+ O2 foram 

submetidos à nebulização (durante 40 min.) com concentração de 25mg/ml 

metacolina (adaptado de Kumar, Herbert et al. 2008). 

 

Modelo de exposição ao O2 

O grupos experimentais que receberam O2 foram expostos a condições de 

hiperóxia em uma câmara de inalação (comprimento=30cm, largura=20cm e 

altura=15cm) como descrito previamente pelo nosso grupo (Valenca Sdos, Kloss et 

al., 2007); Nagato et al. 2009; Nagato et al. 2012). O O2 medicinal foi adquirido da 

White Martins® (White Martins Praxair Inc. São Paulo, Brazil). Os dos grupos 

experimentais O2 (n=06) e OVA+O2 (n=06) receberam o O2 com fluxo contínuo de 

10L/min, por 24h, após o ataque com metacolina. 

Dois cilindros contendo O2 medicinal (8.000 L de O2/cilindro) foram acoplados 

a uma válvula reguladora de pressão e um fluxômetro (com amplitude de 

mensuração de 0-15L/min.). Um conduto de silicone conectou o fluxômetro a uma 

câmara de inalação. Os animais do Grupo O2 e Grupo OVA +O2, foram colocados na 

câmara no 32º.dia experimental e ao término de 24 horas do início da exposição ao 

O2 foi realizada eutanásia dos animais. 

 

Análise de células do lavado broncoalveolar (BAL) e eutanásia 

Após a sedação com Ketamina (100 mg/Kg) e Xylazina (15 mg/Kg), a traqueia 

foi exposta através de secção cirúrgica na linha média e os pulmões e as vias 

aéreas dos animais foram lavados três vezes com 500µL (volume final igual 1,2-1,5 

ml). Em seguida, 500µL foi utilizado imediatamente, para contagem total de células 
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mononucleares e polimorfonucleares através da Zi Coulter counter (Beckman 

Coulter, Carlsbad, CA, USA) e o volume restante foi estocado à -86º.C para análises 

bioquímicas. Logo em seguida a eutanásia foi realizada mediante deslocamento 

cervical. 

 

Remoção dos pulmões 

Cada animal foi posicionado em decúbito dorsal, e os membros foram fixados 

em abdução, e hiperextensão de cabeça para facilitar visualização do pescoço (para 

dissecção anatômica da traqueia – ver adiante) e do tórax, e para assepsia (álcool à 

70%). Uma incisão cirúrgica na linha média foi realizada desde o processo xifóideo 

até a região submadibular. A pele foi rebatida, e em seguida foram desinseridos os 

músculos peitorais, maior e menor, para melhor visualização dos espaços 

intercostais. Uma incisão cirúrgica sobre a pele da linha média do tórax foi realizada 

a partir do processo xifóideo até cerca de 2 cm inferiormente, para que fosse 

rebatido o epitélio abdominal lateralmente, e a região subdiafragmática fosse 

exposta. Após rebater o fígado inferiormente, e desinserir o músculo diafragma, foi 

realizada toracotomia esquerda e direita, e as costelas foram rebatidas 

superiormente para exposição anatômica dos pulmões e coração. Os pulmões foram 

coletados após desinserção das estruturas anatômicas adjacentes, através do 

pinçamento do mediastino, de tal forma que os pulmões não fossem manipulados 

diretamente. O pulmão direito de cada animal foi coletado para análises 

histopatológicas e de imunoistoquímicas, e o pulmão esquerdo foi homogeneizado, 

centrifugado 7500rpm por 10minutos, e o sobrenadante colhido e armazenado à -

80oC. 
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Homogeneizado pulmonar 

O pulmão direito foi adicionado ao tubo de hemólise contendo 1ml de tampão 

fosfato, e foi homogeneizado utilizando um homogeneizador de tecidos. Em seguida 

as amostras homogeneizadas serão centrifugadas à 7500rpm por 10minutos, o 

sobrenadante foi colhido e armazenado à -80oC para realização de imunoensaio 

(ELISA) e análises bioquímicas (dosagem de nitrito, descrito a seguir), e o pellet foi 

descartado. 

 

Análises de estresse e dano oxidativo 

Todos os reagentes para as análises bioquímicas foram adquiridos da Sigma-

Aldrich Chemical Co., (St. Louis, MO, USA). Todas as análises bioquímicas foram 

realizadas a partir do homogeneizado pulmonar (Beckman model DU 640; Fullerton, 

CA, USA). A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada a partir da taxa de 

redução de peróxido de hidrogênio, que foi medida por espectrofotometria à 240 nm 

(Aebi, 1984). O nível de malondialdeído (MDA) foi mensurado durante a reação 

ácido-aquecida com o ácido tiobarbitúrico, e foi determinada a 532 nm (Draper e 

Hadley, 1990). O total do conteúdo de proteínas no BAL e homogeneizado pulmonar 

foi mensurado de acordo com o método de Bradford’s (Bradford, 1976). 

 

Mensuração das quimiocinas TNFα, CCL2 e CCL5 por ELISA 

O conteúdo de TNFα, CCL2 e CCL5 foram analisados a partir do 

sobrenadante do homogeneizado pulmonar. O sobrenadante foi combinado com o 

fluído inflamatório e mensurado por ELISA (R&D systems). Resumidamente, a 

microplaca de 96 poços foi revestida com 100 µL/poço com de anticorpos 

monoclonais apropriados durante 18h a 48C, e em seguida foi lavada com tampão 
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de lavagem (1_PBS, 0,05% de Tween-20). Os sítios de ligação inespecíficos foram 

bloqueados com 200 µL/poço de tampão de bloqueio (BSA a 1% em PBS). As 

placas foram lavadas com tampão de lavagem e adicionaram-se adequadamente 

amostras diluídas (100µL/cavidade), seguido de incubação durante 18 h a 48C. As 

placas foram então lavadas, e 100 mL/poço do kit de detecção com anticorpos 

biotinilados diluídos em tampão de bloqueio, contendo 0,05% de Tween-20 foram 

adicionados durante 1h a temperatura ambiente. As placas foram então lavadas, 

estreptavidina e peroxidase foram adicionadas (100 µl/poço), e as placas foram 

incubadas durante 30 min à temperatura ambiente. As placas foram então lavadas, e 

foi adicionado 100 µl/poço de substrato de OPD - cromogênio (O-fenilenodiamina, 

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) em tampão de citrato 30 mM (pH 5,0) 

contendo 0,02% v/v H2O2, e as placas foram incubadas no escuro durante 30 min à 

temperatura ambiente. A reação foi terminada com 50 µL/poço de H2SO4 1M. As 

placas foram lidas a 492 nm num espectrofotómetro (Emax-Molecular Devices). 

Todas as amostras foram ensaiadas em duplicata. O limiar de sensibilidade para 

cada quimiocina foi de 15,625 pg/µL 

 

Preparação dos pulmões para histopatologia 

Os pulmões foram mantidos por 48 horas imersos em formalina 4%, 

tamponada, na proporção de 20 vezes o volume de formalina para o volume de 

amostra. Após a fixação, os órgãos foram desidratados em concentrações 

crescentes de etanol (70%, 90% e 100%) em banhos de 1 hora cada, sendo feitos 3 

banhos em álcool absoluto. Posteriormente, foram clarificados em 3 banhos em xilol 

de 1 hora cada, e finalmente feita à impregnação em parafina em estufa a 60°C e a 

inclusão na parafina a temperatura ambiente. Os blocos foram então cortados em 
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micrótono modelo “820” Spencer com espessura de 5μm para serem coradas em 

hematoxilina–eosina (HE) e em 4μm para os ensaios de imuno-histoquímicas. 

Para a coloração em HE, os tecidos foram desparafinados em três trocas de 

xilol (dois minutos cada) e hidratados em soluções de etanol com concentrações 

decrescentes com duas trocas a 100%, uma a 90% e uma a 70% (dois minutos em 

cada troca) e lavados em água destilada. A coloração HE foi realizada, tanto para 

tecidos normais quando para tecidos patológicos, visando identificar os núcleos 

corados em azul escuro (basofílicos) e o citoplasma em róseo (eosinofílicos). Após a 

hidratação, os tecidos foram corados durante 15 minutos pela Hematoxilina de 

Harris: 5g de hematoxilina dissolvidos em 50 mL de álcool absoluto e 100 g de 

alúmen de amônio ou potássio em 1000 mL de água destilada aquecida. As duas 

soluções foram misturadas e fervidas. Em seguida foi adicionado 2,5g de óxido de 

mercúrio, reaquecido até tornar-se púrpuro escuro; foi retirada do aquecimento e 

esfriada rapidamente. Foram adicionados 2 a 4 mL de ácido acético glacial por 100 

mL de solução, filtrado antes do uso e o material foi lavados e azulados em água 

corrente por 5 minutos e água amoniacal (200mL de água destilada com 3 gotas de 

hidróxido de amônio), corados pela solução de eosina aquosa 1% durante 2 minutos 

e diferenciados em etanol a 70%. 

 

Análise histopatológica, histomorfométricas e estereológica das vias aéreas 

Os cortes de traqueia e pulmões corados em hematoxilina e eosina foram 

analisados por microscopia de luz (Zeiss - Hallbergmoos, Alemanha) em magnitude 

de 400X e 1000X. Foram realizadas fotomicrografias de dez campos/secção 

pulmonar e posteriormente realizada morfometria digital (Axion Vision - Zeiss, 

Berlim, Alemanha). A mensuração da densidade de volume de parênquima 
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pulmonar (Apar) de cada amostra foi realizada subtraindo a área total ocupada por 

espaço aéreo (Aair), da área total da fotomicrografia (Aimagem) – então: (Apar =  Aimagem 

- Aair). Em seguida, os valores foram agrupados de acordo com os grupos 

experimentais, realizadas médias aritméticas, e em seguida os resultados foram 

estimados em milímetros quadrados. 

 

Análise histopatológica 

Os cortes corados em hematoxilina e eosina foram analisados em 

microscópio Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) em aumentos de 200X e 400X em 

toda sua extensão. Quando necessário foi identificada a estrutura no aumento de 

1000X. A análise foi realizada por três diferentes observadores com formação em 

patologia e morfologia. A partir desta avaliação, foram selecionadas, em aumento de 

400x, cinco áreas em cada amostra para captura digital por sistema 

computadorizado Axion Vision (Zeiss, Berlim, Alemanha), através de câmera digital 

acoplada a microscópio óptico. 

 

Análise histomorfométrica e histoestereológica 

A análise morfométrica foi realizada sobre secções pulmonares coradas com 

hematoxilina e eosina. Foi medida a densidade de número de mononucleares e 

polimorfonucleares nas regiões peribronquiolares e na luz alveolar. Foi analisado um 

total de 10 campos não coincidentes por lâmina histológica (5,9 x 10-2 
m2), sob o 

aumento de 400x, (lente objetiva de 40× Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Para 

ambas as análises foram utilizadas um vídeo-microscópio Zeiss-Axioplan, e uma 

câmara de vídeo (Trinitron; Sony, San Diego, CA, EUA) ligada a um monitor colorido 

(Trinitron; Sony). Dois investigadores contaram as lâminas sem identificação prévia. 
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Imuno-histoquímica 

O método do complexo avidina-biotina peroxidase foi utilizado para verificar a 

expressão de iNOS, Nrf2, Tbet, e IL17 no tecido peribronquiolar e parênquima 

pulmonar dos animais. O tecido foi inicialmente aquecido em estufa (60º): 20'-30', 

desparafinado em xilol (três banhos de 5' cada), hidratado em álcool 100%; 95%, 

70% (3' cada), e lavado em água destilada. O bloqueio da peroxidase endógena foi 

realizado com H2O2 30% em metanol- 60'. Foi realizada recuperação antigênica em 

Banho Maria (95º) com PBS: 40'. O tecido foi resfriado por 20' (temperatura 

ambiente). O Backgroud sniper foi adicionado (4 gotas) e incubado durante 15' 

(temperatura ambiente). As amostras foram incubadas em uma solução de anticorpo 

primário (1:20), durante 1h em câmara úmida. Em seguida o Link Universal Tekkie 

foi adicionado (4 gotas) e encubado por 20'. Seguido de adição de Trek Avidin -HRP 

label - streptavidina 10' (temperatura ambiente- câmara úmida). Foram adicionadas 

às amostras Betazoid DAB Chromogen (1 gota - DAB) e após contracoloração com 

Hematoxilina o tecido foi desidratado em álcool : 3x - álcool 100%, diafanizado em 

xilol e as lâminas foram montadas em Entelan. Em cada secção pulmonar, a 

densidade de imunocoloração positiva (por iNOS, Nrf2, Tbet, e IL17) foi medida pela 

tonalidade de tons de marrom através da densidade de reação cromogêno-

histoquímica (mm2). A densidade de imunocoloração foi corrigida pela densidade de 

parênquima pulmonar. 
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Análise estatística 

Os dados foram expressos em média aritmética e erro padrão da média 

(SEM). Para os dados contínuos, foi utilizado um one-way ANOVA seguida por 

Student-Newman-Keuls post hoc teste (para o CAT, MDA, proteína, BAL, e 

resultados morfometricos). Para dados não-contínuos, foi utilizado o Kruskal-Wallis 

seguido pelo teste post hoc de Dunn (resultados estereológicos). Em todos os 

casos, o nível de significância foi fixado em 5% (P <0,05). As análises foram 

realizadas de GraphPad Prism Versão 5.0 para Windows (GraphPad Software, San 

Diego.  
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os resultados e discussão estão apresentados na forma de artigo científico 

em anexo. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Na análise histopatológica houve uma intensa infiltração celular para o 

interstício, especialmente para as regiões peribronquiolares, corroborando com 

achados da literatura. Houve também áreas evidentes de alargamento do tecido 

peribronquiolar ligada à inflamação aguda das vias aéreas induzidas por ovalbumina 

seguida de hiperóxia. Entretanto, quando a inflamação induzida por ovalbimuna foi 

sobreposta pela hiperóxia, foi observada uma redução do número total de células 

inflamatórias no lavado broncoalveolar. Uma possível hipótese é que após a 

migração destas células para as vias aéreas ocorre a morte induzida por dano 

oxidativo causada pela hiperóxia, enquanto células do interstício pulmonar são 

preservadas. Juntos, nossos dados sugerem que a hiperóxia promove polarização 

de células Th1 e Th17 na resposta imune do tecido danificado (localmente), com 

estresse oxidativo e migração de células inflamatórias, particularmente neutrófilos 

para os tecidos e vias aéreas. Nossas perspectivas sugerem que os estudos que 

buscarem esclarecer os diferentes padrões de resposta imune na asma, sobretudo a 

respeito do paradigma Th1/Th2/Th17, possam contribuir importantemente para a 

compreensão do processo fisiopatológico da asma aguda, e resultar possivelmente 

em melhores abordagens terapêuticas. 
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APENDICE A 

Os direitos de publicação foram transferidos para Immunty, inflammation desease. 

Consultar referencia: Nagato, A. C., F. S. Bezerra, et al. Hyperoxia promotes 

polarization of the immune response in ovalbumin-induced airway inflammation, 

leading to a TH17 cell phenotype. Immun Inflamm Dis, v.3, n.3, Sep, p.321-37. 2015. 
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