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RESUMO 

 

VITÓRIA FERNANDA DO ROSÁRIO GARCIA 

 

SENSIBILIZAÇÃO ALÉRGICA IN VIVO COMO ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 

DE OTIMIZAÇÃO DO PROTOCOLO CONVENCIONAL IN VITRO DE 

DIFERENCIAÇÃO EOSINOFÍLICA: IMPACTO NA PRODUTIVIDADE 

Orientador: Christianne Bandeira de Melo  

Eosinófilos apresentam desde funções citotóxicas efetoras em infecções helmínticas e reações 

alérgicas, quanto funções imunomodulatórias essenciais à homeostasia de tecidos como o 

gastrointestinal, adiposo e mamário. Estudos in vitro empregando eosinófilos murinos são 

essenciais para avançar na compreensão funcional desta célula. O protocolo de obtenção de 

eosinófilos murinos mais empregado atualmente é o descrito por Dyer e colaboradores (2008), 

permitindo obter ao final de 14 dias de cultura eosinófilos maduros com mais de 90% de pureza 

(fase inicial de proliferação de precursores induzida por SCF e FLT3-L, seguida de indução de 

diferenciação por IL-5). Embora eficiente, o protocolo ainda exibe limitações como o alto custo 

versus produtividade e a qualidade das células produzidas. Como estratégia de otimização, 

estudamos ajustes do protocolo padrão baseado no emprego de células de medula óssea de 

camundongos pré-sensibilizados com ovalbumina (modelo de inflamação alérgica), que 

hipotetizamos apresentar microambiente medular já pró-eosinopoiético. Para validar a 

existência deste microambiente pró-eosinopoiético, avaliamos, inicialmente, se a sensibilização 

alérgica induz eosinofilia medular e/ou alteração dos níveis medulares de mediadores pró-

eosinopoiéticos. Nossos dados mostram que houve aumento da eosinofilia medular em animais 

sensibilizados quando comparados aos animais “naive”. Mais ainda, observamos elevação 

discreta dos níveis das citocinas IL-3, IL-5 e dos eicosanóides CysLTs e PGD2 (dosados por 

ELISA e EIA, respectivamente) no lavado medular dos animais BALB/c sensibilizados; 

indicando que a sensibilização de fato induziu instalação de microambiente medular pró-

eosinopoiético in vivo. A sensibilização também promoveu alterações no protocolo in vitro de 

produção de eosinófilos, incluindo: (i) aumento nos números de eosinófilos ao final da fase 

inicial de proliferação (8 dias de cultura) nas culturas provenientes de animais sensibilizados; 

(ii) no 8º dia de cultura iniciada com células medulares de animal BALB/c sensibilizado, foi 

detectado intenso aumento na concentração de IL-3 no sobrenadante da cultura em comparação 

aos níveis de IL-3 encontrados nas culturas iniciadas com células medulares de camundongos 

BALB/c “naives”; e (iii) aos 14 dias de cultura, a produção total de eosinófilos mostrou-se 

aumentada nas culturas iniciadas a partir de animais sensibilizados. Nossos dados confirmam 

nossa hipótese de que a sensibilização alérgica in vivo de animais BALB/c corresponde à 

estratégia de baixo custo para otimização do protocolo de obtenção de eosinófilos murinos 

visando estudos funcionais in vitro.  

Palavras-chave: eosinófilos, sensibilização alérgica, células murinas, microambiente 

medular pró-eosinopoiético, diferenciação eosinofílica. 
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ABSTRACT 

 

VITÓRIA FERNANDA DO ROSÁRIO GARCIA 

 

IN VIVO ALLERGIC SENSITIZATION AS AN EXPERIMENTAL OPTIMIZATION 

STRATEGY OF THE IN VITRO CONVENTIONAL EOSINOPHILIC 

DIFFERENTIATION PROTOCOL: IMPACT ON PRODUCTIVITY 

Orientador: Christianne Bandeira de Melo 

Eosinophils have cytotoxic effector functions in helminth infections and allergic reactions, as 

well as immunomodulatory functions essential to homeostasis of tissues such as the 

gastrointestinal, adipose and mammary tissues. In vitro studies employing murine eosinophils 

are essential to advance the functional understanding of this cell. The protocol for obtaining 

murine eosinophils most used today is the one described by Dyer et al. (2008), allowing to 

obtain, after 14 days of culture, mature eosinophils with more than 90% purity (initial phase of 

precursor proliferation induced by SCF and FLT3-L, followed by induction of differentiation 

by IL-5). Although efficient, the protocol still exhibits limitations such as high cost versus 

productivity and the quality of the cells produced. As an optimization strategy, we studied 

adjustments in the standard protocol based on the use of bone marrow cells from mice pre-

sensitized with ovalbumin (a model of allergic inflammation), which we hypothesized to have 

an already pro-eosinopoietic bone marrow microenvironment. To validate the existence of this 

pro-eosinopoietic microenvironment, we initially evaluated whether allergic sensitization 

induces medullary eosinophilia and/or changes in medullary levels of pro-eosinopoietic 

mediators. Our data show that there was an increase in medullary eosinophilia in sensitized 

animals when compared to naive animals. Furthermore, we observed a slight increase in the 

levels of the cytokines IL-3 and IL-5 and of the eicosanoids CysLTs and PGD2 (dosed by 

ELISA and EIA, respectively) in the bone marrow lavage of the sensitized BALB/c animals; 

indicating that sensitization actually induced the installation of a pro-eosinopoietic medullary 

microenvironment in vivo. Sensitization also promoted changes in the in vitro eosinophil 

production protocol, including: (i) increase in eosinophil numbers at the end of the initial 

proliferation phase (8 days of culture) in cultures from sensitized animals; (ii) on the 8th day of 

culture initiated with medullar cells from sensitized BALB/c animal, an intense increase in the 

concentration of IL-3 was detected in the culture supernatant compared to the IL-3 levels found 

in the cultures initiated with medullary cells of mice BALB/c “naives”; and (iii) at 14 days of 

culture, the total production of eosinophils was shown to be increased in cultures initiated from 

sensitized animals. Our data confirm our hypothesis that in vivo allergic sensitization of 

BALB/c animals corresponds to the low cost strategy for optimizing the protocol of obtaining 

murine eosinophils for functional in vitro studies. 

Key-words: eosinophils, allergic sensitization, murine cells, pro-eosinopoietic medullary 

microenvironment, eosinophilic differentiation. 
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DIFERENCIAÇÃO EOSINOFÍLICA: IMPACTO NA PRODUTIVIDADE 

 

Orientador: Christianne Bandeira de Melo  

Eosinófilos são células com múltiplas funções, atuando na proteção em infecções helmínticas, 

indução da sintomatologia asmática, modulação das ações imunomodulatórias de outras células 

e na homestasia de diversos tecidos, incluindo o adiposo, mamário e uterino. Por serem 

multifacetados é muito importante conhecer a biologia e a capacidade funcional dessas células. 

Para tal, modelos in vitro que permitam o estudo da fisiobiologia dos eosinófilos são 

fundamentais. E para se estudar in vitro, faz-se necessário metodologias que permitam a 

obtenção dessas células.  No Laboratório de Inflamação (IBCCF/UFRJ) empregamos o 

protocolo de obtenção de eosinófilos murinos, que depende de uma diferenciação in vitro a 

partir de células de medula óssea de camundongos. Esse protocolo, muito utilizado ao redor do 

mundo, é de alto custo e tem rendimento que poderia ser melhor para gerar eosinófilos, 

permitindo o estudo dessa célula in vitro. Este estudo foi desenvolvido visando otimização deste 

protocolo padrão de obtenção de eosinófilos. Especificamente, buscamos aumento da 

produtividade do protocolo sem aumento nos custos já elevados. Assim, introduzimos a 

sensibilização alérgica dos camundongos doadores das células medulares para o protocolo in 

vitro de diferenciação. E, de fato, esta simples alteração de custo irrisório foi bem-sucedida, 

pois ao final da cultura de diferenciação, quando as células da medula vinham desses animais, 

a cultura se mostrou mais produtiva. 

 

 

 

 



X 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Conteúdo eosinofílico ........................................................................................................... 15 

Figura 2. Citoplasma eosinofílico ........................................................................................................ 17 

Figura 3.Síntese de PGD2 ..................................................................................................................... 19 

Figura 4. Regulação de eosinopoiese por IL-33 (adaptado de Johnston e Bryce, 2017). A IL-33 regula 

a diferenciação de eosinófilos a partir de progenitores milóides comuns GATA+. .............................. 22 

Figura 5. Diferenciação de eosinófilos in vitro iniciada a partir de células de medula óssea (bmEos) 

utilizamos camundongos BALB/c ........................................................................................................ 30 

Figura 6. Sensibilização alérgica com injeção dorsal subcutânea em camundongos BALB/c. ........... 30 

Figura 7. Obtenção das células da medula óssea de camundongos em camundongos BALB/c naive ou 

BALB/c sensibilizados. ......................................................................................................................... 31 

Figura 8. Parâmetros analisados: impacto da sensibilização alérgica no microambiente medular ...... 32 

Figura 9. Diferenciação in vitro de eosinófilos murinos de animais “naive” e sensibilizados ............ 33 

Figura 10. Parâmetros analisados: Análise de proliferação, diferenciação celular e liberação de citocinas 

ao longo da cultura in vitro de eosinófilos. ........................................................................................... 33 

Figura 11. Estimulação in vitro dos eosinófilos murinos diferenciados in vitro (recolhidos no 14º dia de 

cultura). ................................................................................................................................................. 34 

Figura 12. Parâmetros analisados: biogênese de corpúsculos lipídicos. .............................................. 34 

Figura 13. Parâmetros analisados: sínstese e secreção de eicosanoides. .............................................. 35 

Figura 14.  Parâmetros analisados: sínstese e secreção de citocinas. ................................................... 36 

Figura 15. Sensibilização alérgica induz eosinofilia medular. ............................................................. 37 

Figura 16. Sensibilização alérgica de animais BALB/c parece modificar padrão de citocinas 

eosinopoiéticas e eicosanóides de caráter eosinofílico presentes no microambiente medular in vivo .. 38 

Figura 17. Sensibilização alérgica de animais BALB/c modifica padrão da citocina eosinopoiética IL-

3 ao longo dos dias de cultura de diferenciação de eosinófilos in vitro ................................................ 39 

Figura 18. Semelhança no perfil de direnciação eosinofílica entre culturas iniciadas com células 

provenientes de animais sensibilizados e “naives” ............................................................................... 40 

Figura 19. Sensibilização alérgica in vivo induz aumento na produção total de eosinófilos na cultura 

montada a partir de animais sensibilizados ........................................................................................... 41 

Figura 20. Sensibilização alérgica in vivo potencializa em eosinófilos produzidos in vitro a indução da 

biogênese de corpúsculos lipídicos induzida in vitro pela estimulação por PGD2 e BW245c ............. 42 

Figura 21. Sensibilização alérgica induziu microambiente medular com caráter eosinopoiético, sendo 

capaz de impactar positivamente o protocolo de diferenciação in vitro com aumento da produtividade, 

gerando eosinófilos viáveis, responsivos e funcionais. ......................................................................... 48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486569
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486569
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486570
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486570
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486571
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486571
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486572
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486572
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486572
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486573
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486573
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486573
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486574
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486574
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486575
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486575
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486575
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486576
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486576
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486577
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486577
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486578
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486578
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486578
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486580
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486580
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486581
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486581
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486582
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486582
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486583
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486583
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486585
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486585
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486585
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486586
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486586
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486586
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486587
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486587
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486587
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486588
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486588
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486588
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486589
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486589
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486589
file:///D:/FERNANDA/UFRJ/8º%20período/TCC/versoes/últimas%20versoes/Monografia%20-%20Vitória%20Fernanda%20do%20Rosário.docx%23_Toc99486589


XI 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ΔdblGATA-/-  - deleção do sítio GATA duplo 

5-LO – 5-lipoxigenase 

15-LO – 15-lipoxigenase 

AA – Ácido Araquidônico 

AMPc – adenosina 3,5-monofosfato cíclico 

ANOVA – Análise de Variância One-Way  

APC – Células apresentadoras de antígenos 

BW245C – agonista seletivo para o receptor DP1 

CCL11 –  Ligante 11 de Quimiocina Motivo C-C  

CCR3 – Receptor de eotaxina 

CD34 – Molécula CD34 

CD69 – Molécula CD69 

CD116 – Subunidade alfa do receptor do fator 2 estimulador de colônias 

CD117 – KIT proto-oncogene, receptor tirosina quinase 

CD123 – Cluster de Differenciação 123 

CD120a – Cluster de Differenciação 120a 

CD120b – Cluster de Differenciação 120b 

CD124 – Cluster de Differenciação 124 

CD125 – Cluster de Differenciação 125 

CD131 – Cluster de Differenciação 131 

CD132 – Cluster de Differenciação 132 

CDw119 – Receptor de IFN-γ 

CLC – Proteína do cristal de Charcot-Leyden  

CMP – progenitor mielóide GATA-1+ 

COX – ciclooxigenase  

COX-1- ciclooxigenase 1 

COX-2 – ciclooxigenaxe 2 

cPLA2 - Fosfolipase A2 citosólica  



XII 

CR3 – Receptor de superfície celular integrina 3 

Cys-LT – Leucotrienos cisteinado 

CysLT1R – Receptor 1 de leucotrieno cisteínado  

CysLT2R – Receptor 2 de leucotrieno cisteínado  

DHA – Ácido docosaexaenóico 

DK-PGD2 – Agonista receptor DP2  

DP1 – Receptor DP1 

DP2 – Receptor DP2 

ECP – Proteína Catiônica de Eosinófilos  

EDN – Neurotoxina Derivada de Eosinófilos 

EIA – Ensaio de Ligação a Enzima 

ELISA – Ensaio de imunoadsorção enzimática 

EoMP – Progenitores de eosinófilos e mastócitos  

EoPre – Precursor de eosinófilos 

EP – Receptor de Protaglandina E2 

EPM - Erro padrão da média 

EPO – Peroxidase de Eosinófilos 

FLT-3L – Ligante de FLT3 murino recombinante  

FP – Receptor da prostaglandina F  

GATA – Fator de transcrição GATA 

GM-CSF – Fator estimulador de colônia de granulócito-macrófago 

GM-CSFRα – Cadeia α do Receptor de Fator estimulador de colônia de granulócito-

macrófago 

H-PGDS – PGD sintase hematopoética 

IFNγ – Interferon-γ  

IFN-γR – Receptor de Interferon-γ 

IgA – Imunoglobulina A 

IL-1 – Interleucina 1 

IL1RL1 – Receptor 1 de Interleucina 1 

IL – 3   – Interleucina 3 

IL-3Rα – Cadeia α do Receptor de Il-3 



XIII 

IL-4   – Interleucina 4 

IL-4R – Receptor de Interleucina 4 

IL-5   – Interleucina 5 

IL-5R   – Receptor de Interleucina 5 

IL-5Rα – Cadeia α do Receptor de Il-5 

IL-8   – Interleucina 8 

IL-9   – Interleucina 9 

IL-9R – Receptor de interleucina 9 

IL-12 – Interleucina 12 

IL-13 – Interleucina 13 

IL-33 – Interleucina 33 

ILC-2 – Células linfoides inatas do grupo 2  

IP – Receptor de Prostaciclina 

L-PGDS – PGD sintase tipo lipocalina 

LTB4 – Leucotrieno B4 

LTC4 - Leucotrieno C4 

LTC4S – Leucotrieno C4 sintase 

LXA4 – Lipoxina A4 

MBP – Proteína Básica Principal  

OVA – Ovalbumina 

PAF – Fator ativador de plaquetas 

PAFR – Receptor de Fator ativador de plaquetas  

PBS – Tampão fosfato-salino 

PD1 – Protecnina D1 

PGD – Prostaglandina 

PGD2 – Prostaglandina D2 

PGE2 – Prostaglandina E2 

PGH2 – Prostaglandina H2 

PI3K – Fosfatidilinositol-3-quinase 

PU.1 – Fator de transcrição PU.1  

RANTES – Regulado na ativação, célula T normal expressa e presumivelmente secretada 



XIV 

rmIL-5 – Interleucina-5 murina recombinante 

rmSCF – Fator de célula tronco murino recombinante 

SCF – Fator de células-tronco 

SFB – Soro fetal bovino 

SIGLEC-8 – Lectinas semelhantes a imunoglobulinas de ligação ao ácido siálico humano 

SIGLEC-F – Lectinas semelhantes a imunoglobulinas de ligação ao ácido siálico murina 

ST2 – Receptor ST2 da IL-33 

TCH – Thiocarboidrazida 

Th1 – Linfócito T helper 1 

Th 2 – Linfócito T helper 2  

TNF-α – Fator de necrose tumoral α  

TP – Receptor de tromboxano 

VCAM-1- Molécula de adesão vascular-1 

VLA-4 – Antígeno muito tardio 4 

 



XV 

ÍNDICE 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................................. 13 

1.1 Eosinófilos: apresentação da célula e aspectos gerais ................................................................. 13 

1.1.1 Aspectos celulares que promovem eosinopoiese ..................................................................... 13 

1.1.2 Morfologia dos eosinófilos: ênfase nos grânulos citoplasmáticos. .......................................... 14 

1.1.3 Marcadores de ativação eosinofílica: ênfase na biogênese de corpúsculos lipídicos e síntese de 

mediadores lipídicos. ......................................................................................................................... 17 

1.1.4. Principais marcadores de superfície de eosinófilos ................................................................. 20 

1.1.5 Fatores que promovem eosinofilia ........................................................................................... 22 

1.2 Multifuncionalidade dos eosinófilos, de indutores da pró-inflamação à indutores de pró-

resolução: papel dos eosinófilos na asma, em infecções helmínticas, na homeostasia tecidual, na 

imunomodulação e pró-resolução da inflamação. ............................................................................. 23 

1.2.1 Eosinófilos na asma e doenças alérgicas .................................................................................. 23 

1.2.2 Eosinófilos em infecções helmínticas ...................................................................................... 24 

1.2.3 Eosinófilos desempenhando papel crucial na homeostasia tecidual ........................................ 24 

1.2.4. Eosinófilos desempenhando papel na pró-resolução da inflamação ....................................... 25 

1.3 Protocolos experimentais de obtenção de eosinófilos ................................................................. 26 

2 JUSTIFICATIVA ........................................................................................................................... 27 

3 OBJETIVOS .................................................................................................................................. 29 

3.1 Objetivo Geral ............................................................................................................................. 29 

3.2 Objetivos Específicos .................................................................................................................. 29 

4 MATERIAIS E MÉTODOS .......................................................................................................... 30 

4.1 Animais ....................................................................................................................................... 30 

4.2 Sensibilização alérgica dos animais ............................................................................................ 30 

4.3 Obtenção das células da medula óssea de camundongos ............................................................ 31 

4.4 Análise do impacto da sensibilização alérgica no microambiente medular ................................ 31 

4.5 Protocolo de diferenciação de eosinófilos in vitro de acordo com Dyer e colaboradores (2008) 32 

4.6 Análise de proliferação e diferenciação celular ao longo da cultura in vitro de eosinófilos ....... 33 

4.6.1 Estimulação das células in vitro ............................................................................................... 34 

4.6.2 Quantificação de corpúsculos lipídicos citoplasmáticos .......................................................... 34 

4.6.3 Análise da produção de eicosanóides ....................................................................................... 35 

4.6.4 Quantificação de citocinas ....................................................................................................... 35 

4.7 Análise Estatística ....................................................................................................................... 36 

5 RESULTADOS .............................................................................................................................. 37 

5.1 Impacto da sensibilização alérgica de camundongos BALB/c no microambiente medular: ênfase 

na análise de características eosinopoiéticas ..................................................................................... 37 

5.1.1 A sensibilização alérgica induz eosinofilia medular ................................................................ 37 

5.1.2 Sensibilização alérgica parece induzir aumento de citocinas e eicosanóides de caráter 

eosinopoiético no lavado medular ..................................................................................................... 38 



XVI 

5.2 Impacto da sensibilização alérgica de camundongos BALB/c na cultura in vitro de eosinófilos 39 

5.2.1 Sensibilização parece induzir aumento de IL-3 (função na proliferação de precursores 

eosinofílicos) ao longo da cultura de diferenciação. ......................................................................... 39 

5.2.2 Perfil de diferenciação de eosinófilos in vitro ao longo da cultura é semelhante entre as 

culturas iniciadas com medulas de animais sensibilizados e não-sensibilizados. ............................. 40 

5.2.3 Sensibilização alérgica in vivo induz aumento na produtividade in vitro do protocolo de 

diferenciação de eosinófilos. ............................................................................................................. 40 

5.2.4 Eosinófilos gerados in vitro a partir de células medulares de animais submetidos à 

sensibilização alérgica in vivo são biologicamente responsivos à estimulação in vitro. ................... 41 

6 DISCUSSÃO .................................................................................................................................. 43 

7 CONCLUSÕES .............................................................................................................................. 48 

8 REFERÊNCIAS ............................................................................................................................. 48 

 

 



13 
 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Eosinófilos: apresentação da célula e aspectos gerais  

Os eosinófilos foram descritos pela primeira vez em amostras de secreção traqueal de 

pacientes asmáticos em 1879 pelo médico Paul Ehrlich, que identificou um grupo de leucócitos 

de núcleos bilobados com grande quantidade de grânulos citoplasmáticos e afinidade por 

corantes acidófilos, como a eosina de cor alaranjada – o que deu nome a essas células.  

Os eosinófilos são leucócitos granulócitos que se desenvolvem na medula óssea a partir 

de progenitores pluripotentes. O modelo de eosinopoiese mais aceito atualmente postula que 

estes leucócitos se diferenciam primeiramente em um precursor híbrido comum aos eosinófilos 

e basófilos antes de se diferenciarem em uma linhagem específica de eosinófilos (Hogan et al., 

2008) em função da atividade de fatores transcricionais e citocinas específicas capazes de 

influenciar o desenvolvimento de eosinófilos em células maduras (Blanchard e Rothenberg, 

2009). 

1.1.1 Aspectos celulares que promovem eosinopoiese 

O fator de transcrição PU.1 expresso em células hematopoiéticas funciona 

sinergicamente com GATA-1 para regular a diferenciação de eosinófilos e a transcrição de suas 

proteínas granulares (Hogan et al., 2008; Blanchard e Rothenber, 2009). Na maioria das células, 

PU.1 e GATA-1 se antagonizam, porém têm atividade sinérgica na regulação da linhagem 

eosinofílica e transcrição de proteínas de grânulos de eosinófilos (Du et al., 2002).  

Destes fatores de transcrição, GATA-1 é o mais importante para desenvolvimento da 

linhagem de eosinófilos. Localizado no cromossomo X em humanos e camundongos, o fator 

de transcrição GATA-1 foi nomeado por sua capacidade de se ligar à sequência promotora 

composta por bases GATA. O sítio de ligação GATA-1 está presente como uma sequência 

palindrômica (sítio duplo GATA) em vários genes relacionados a eosinófilos (incluindo genes 

de proteínas específicas granulares, o do receptor de quimiocinas CCR3 e do  receptor de IL-5) 

e no próprio gene GATA-1 (Du et al.,  2002 ; Yu et al., 2002; Zimmermann et al., 2000). A 

mutação direcionada aos dois sítios de ligação GATA presente no gene GATA-1 leva à perda 

da linhagem de eosinófilos em camundongos (Yu et al., 2002). Além disso, a expressão ou 

superexpressão de GATA-1 promove aumento da diferenciação de células progenitoras 

mielóides na linhagem eosinofílica (Bedi et al., 2009).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R39
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109275/#R205
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Sabe-se também que o nível elevado de IL-5 na corrente sanguínea pode promover 

aumento da eosinopoiese na medula óssea, o que resulta em uma elevação do número de 

eosinófilos circulantes, sem afetar outros tipos de leucócitos sanguíneos (Sanderson, 1992). 

Apesar da importância desta via de sinalização na diferenciação de eosinófilos, já foi descrito 

que progenitores mielóides de camundongos Δdbl-GATA knockouts quando estimulados com 

as citocinas IL-3, IL-5 e GM-CSF são capazes de se diferenciar ex vivo em eosinófilos, 

demonstrando que existem outros mecanismos de compensação envolvidos (Dyer et al., 2007).  

Para o desenvolvimento e a maturação de eosinófilos, que ocorre na medula óssea, é 

necessário ter aproximadamente uma semana de exposição aos precursores mielóides: IL-3, 

GM-CSF e IL-5. A IL-5 tem extrema importância no estágio final da diferenciação de 

eosinófilos, além disso essa citocina induz a mobilização a partir da medula de eosinófilos para 

o sangue circulante e também é uma citocina chave na sobrevivência e persistência dos 

eosinófilos circulantes e teciduais, prevenindo a apoptose e preparando os eosinófilos para a 

ativação celular. Células progenitoras CD34+, células linfoides inatas do grupo 2 (ILC-2), 

linfócitos Th2, células T “natural killers” invariantes e mastócitos são as principais fontes de 

IL-5 (Nussbaum et al., 2013; Symowski e Voehringer, 2017). Além disso, a IL-5 pode ser 

liberada pelos próprios eosinófilos e atuar de forma autócrina/parácrina regulando suas funções 

(Fulkerson e Rothenberg, 2013; Bagnasco, 2017).  

1.1.2 Morfologia dos eosinófilos: ênfase nos grânulos citoplasmáticos. 

Os eosinófilos possuem quatro tipos de organelas secretoras: grânulos cristalóides 

(também denominados grânulos específicos), grânulos primários, pequenos grânulos e 

vesículas secretoras. Estes compartimentos citoplasmáticos são ricos em proteínas específicas 

dessa linhagem granulocítica, de caráter catiônico e citotóxico (Figura 1). A Proteína Básica 

Principal (“major basic protein”; MBP) encontra-se em altas concentrações e cristalizada no 

núcleo do grânulo cristalóide (Gleich et al., 1973; Lewis et al., 1978). A Peroxidase de 

Eosinófilos (EPO), Proteína Catiônica de Eosinófilos (ECP) e Neurotoxina Derivada de 

Eosinófilos (EDN) encontram-se principalmente distribuídas na matriz dos três tipos de 

grânulos (Egesten et al., 1986; Peters et al., 1986).  

Os grânulos primários aparecem durante o estágio promielocítico do desenvolvimento de 

eosinófilos e são enriquecidos da proteína do cristal de Charcot-Leyden (CLC). Também foram 

identificadas pequenas vesículas secretoras que se sobrepõem em seu conteúdo aos de pequenos 

grânulos e são densamente encontradas no citoplasma dos eosinófilos. Todas essas proteínas 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b131%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2222.2008.02958.x#b93%20


15 

granulares eosinofílicas são catiônicas e apresentam importantes atividades citotóxicas entre 

outras ações; como por exemplo, a liberação de MBP por eosinófilos é capaz de ativar 

neutrófilos, induzindo a liberação de superóxido e IL-8 e aumenta a expressão do receptor de 

superfície celular integrina 3 (CR3) (Haskell et al., 1995).  

Essas proteínas granulares são em parte determinantes da dicotomia das funções 

eosinofílicas. Devido às ações citotóxicas, eosinófilos podem desenvolver um papel importante 

na defesa do organismo contra helmintos, algumas infecções virais e bacterianas. Por outro 

lado, durante respostas inflamatórias, essas proteínas podem causar graves danos teciduais; 

como observado no “fenômeno de Gordon”, caracterizado por rigidez, ataxia e paralisia, 

induzido pela neurotoxicidade de ECP e EDN (Durack et al., 1979). 

Além das proteínas catiônicas eosinofílicas, estocados nesses grânulos há grande 

variedade de citocinas pré-formadas, enzimas e fatores de crescimento (Figura 1). A 

capacidade de armazenar e rapidamente secretar essas citocinas pré-formadas distingue 

eosinófilos de outras células produtoras de citocinas como os linfócitos que necessitam de horas 

para efetiva secreção destas moléculas imunoreguladoras. Os eosinófilos sanguíneos humanos 

além de estocarem citocinas Th2, também armazenam constitutivamente um estoque de 

Receptores citocinas e fatores 

de crescimento 

Corpúsculos Lipídicos 

• Leucotrienos 

• Tramboxano 

• Prostaglandinas 

• Fator de Ativação 
Plaquetário 

• 15-HETE 

Vesículas 

Sombrero 

Receptores para mediadores lipídicos 

• Receptor para PAF 

• Receptor para PGD2 – DP1 e DP2 

• Receptor para PGE2 –  

• Receptor para Leucotrienos - cysLT 
 

Núcleo 

Grânulos 

• Proteínas catiônicas: MBP, 
EPX, ECP, EDN 

• Citocinas: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-10, IL-12, IL-13, IFNy, GM-
CSF, TGF-β, TNF 

• Fatores de crescimento: NGF, 
PDGF, SCF, VEGF, EGF, 
APRIL 

• Quimiocias: CCL3, CCL5, 
CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, 
CXCL1, CXCL10, CXCL12 

• Enzimas 

Complexo de Golgi 

Receptores de quimiocinas 

CCR1, CCR3, CCR5, CCR6, CCR8, CCR9, 

CXCR2, CXCR4 

Mitocôndria 
Receptores de adesão 

Figura 1. Conteúdo eosinofílico. Eosinófilos possuem em sua superfície receptores de quimiocinas, de adesão, 

de citocinas, para fatores de crescimento e mediadores lipídicos. O núcleo é bilobulado, a célula é composta por 

vesículas sombrero e grânulos que estocam proteínas catiônicas e citocinas pré-formadas, de caráter pró-

inflamatórias, fibrogênicas e quimiotáticas (adaptado de Diny, Rose e Čiháková, 2017). 
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citocinas do tipo Th1, fatores de crescimento e quimiocinas. Estudos confirmam que os 

eosinófilos humanos podem secretar mais de 30 citocinas (Spencer et al., 2008). A liberação 

rápida e diferencial de cada citocina ocorre em resposta estímulos específicos, como, por 

exemplo, a estimulação de eosinófilos por eotaxina provoca a liberação de IL-4, mas não de IL-

12 (Bandeira-Melo et al., 2002). 

A liberação do conteúdo dos grânulos no espaço extracelular é uma função eosinofílica 

proeminente. Anteriormente, presumia-se que a liberação de mediadores ocorria principalmente 

por meio de degranulação exocítica (podendo ser citolítica), um mecanismo pelo qual uma 

estimulação resulta no esvaziamento granular completo do “arsenal” citotóxico de proteínas 

catiônicas pré-formadas do eosinófilo e depleção (desaparecimento) dos grânulos 

citoplasmáticos.  

Análises cuidadosas de micrografias eletrônicas de eosinófilos degranulando em tecidos 

mostrou um processo mais controlado, que recebeu o nome de degranulação gradativa, 

chamado “degranulação piecemeal” (Dvorak , Estrella  e Ishizaka, 1994) para refletir o fato de 

que o eosinófilo é capaz de liberar parte de seu conteúdo granular em resposta a um determinado 

estímulo – enquanto os grânulos, embora parcialmente “esvaziados”, permanecem presentes e 

aparentemente ativos no citoplasma eosinofílico. A degranulação piecemeal é agora aceita 

como a forma fisiológica mais comumente observada de degranulação de eosinófilos.  

Eosinófilos que sofrem degranulação piecemeal em resposta a citocinas, como interferon-

γ (IFNγ) e CCL11, desenvolvem vesículas secretoras citoplasmáticas, conhecidas como 

vesículas sombrero de eosinófilos (Figura 2) e permanecem viáveis e totalmente responsivos 

a estímulos subsequentes (Melo et al., 2005). 
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1.1.3 Marcadores de ativação eosinofílica: ênfase na biogênese de corpúsculos lipídicos e 

síntese de mediadores lipídicos. 

Além dos grânulos e vesículas, no citoplasma dos eosinófilos encontram-se também os 

corpúsculos lipídicos – organelas complexas ricas em lipídeos apolares como triacilglicerol e 

ésteres de colesterol (Murphy, 2001), com importante conteúdo proteico específico sendo 

envoltas por uma monocamada de fosfolipídios (Tauchi-Sato et al., 2002) e encontradas em 

todas as células eucarióticas, desde protozoários a mamíferos, e em procariotos também, como 

bactérias (Murphy, 2012) (Figura 2). 

Leucócitos não estimulados já apresentam corpúsculos lipídicos em seu citoplasma, mas 

foi visto que, quando estimulados, podem formar rapidamente novos corpúsculos lipídicos. Em 

células como eosinófilos, neutrófilos e macrófagos, os corpúsculos lipídicos são rapidamente 

formados no citoplasma em resposta à inflamação ou doenças infecciosas e funcionam como 

marcadores estruturais de ativação destas células (Melo et al., 2011). Por exemplo, a 

C.L  

GR  

GR  GR  

GR  

C.L  

GR  

V.S  

GR  

Figura 2. Citoplasma eosinofílico. No citoplasmana dos eosinófilos encontram diversas organelas 

específicas como grânulos (GR), vesículas sombrero em rosa (V.S) e corpúsculos lipídicos (C.L), (adaptado 

de Weller e Spencer, 2017). 
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estimulação de eosinófilos in vitro com eotaxina e RANTES, (via receptores CCR3), induz a 

biogênese de corpúsculos lipídicos em eosinófilos (Bandeira-Melo et al., 2001).  

Também se sabe que leucócitos ativados naturalmente, como eosinófilos de pacientes 

com hipereosinofilia, apresentam o número de corpúsculos lipídicos aumentado no citoplasma. 

Além disso, a estimulação com diferentes citocinas como TNF-α ou INF induziram o aumento 

de números corpúsculos lipídicos de eosinófilos humanos, indicando que vias de sinalização 

distintas podem desencadear a formação de corpúsculos lipídicos dentro de leucócitos (Melo et 

al., 2013). 

O corpúsculo lipídico é uma organela que tem um comportamento dinâmico, sendo 

funcionalmente ativa, modificando sua estrutura de acordo com o tipo de estímulo que a célula 

é submetida (Bozza, Magalhães e Weller, 2009), podendo se movimentar dentro da célula de 

forma dependente de microtúbulos e exercer funções específicas nos diferentes tipos celulares 

em que atuam (Pol et al., 2004).  

Em eosinófilos e em todos os leucócitos, corpúsculos lipídicos exibem como principal 

função a compartimentalização da síntese de eicosanóides, como prostaglandinas e leucotrienos 

(Bozza et al., 1997; Bandeira-Melo et al., 2001; Vieira-de-Abreu et al., 2005). Em eosinófilos, 

a presença de proteínas ligadas à síntese de mediadores inflamatórios lipídicos, como as 

enzimas ciclooxigenase (COX), 5-lipoxigenase (5-LO), leucotrieno C4 sintase (LTC4S) e PGD 

sintase hematopoética, foram localizados inteiramente dentro de corpúsculos lipídicos de 

eosinófilos humano, bem como nos de neutrófilos e macrófagos (Dvorak et al., 1992; Dvorak 

et al., 1994; Bozza et al., 1997; Luna-Gomes et al., 2011; Melo et al., 2013). 

Por exemplo, especificamente em relação à síntese de prostaglandina D2 (PGD2), que se 

inicia através da ação da Fosfolipase A2 citosólica (cPLA2), que realiza a clivagem de um éster 

na posição 2 dos fosfolipídios de membrana, liberando Ácido Araquidônico (AA) (Diaz et al., 

2002). O AA livre passa a ser processado pela via das cicloxigenases (COX), o que dá origem 

a classe de prostanóides (prostaglandinas, prostaciclinas e o tramboxano). A enzima COX 

possui duas isoformas, a COX-1, que é expressa constitutivamente, e a COX-2, que durante 

processos inflamatórios tem sua expressão induzida em células ativadas (O'Banion, 1999). As 

enzimas COXs irão metabolizar o AA formando um produto intermediário instável, o PGH2, 

que foi convertido em PGD2 bioativa por isomerases específicas (Kanaoka e Urade, 2003). 

Existem dois tipos de isomerases que participam deste processo: a PGD sintase tipo lipocalina 

(L-PGDS) e a PGD sintase hematopoética (H-PGDS), ambas igualmente capazes de promover 

a isomerização da PGH2 à PGD2 (Figura 3) (Kanaoka e Urade, 2003).  
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Funcionalmente, a PGD2 é um eicosanóide central em inflamações alérgicas, 

promovendo vasodilatação, formação de edema, broncoconstrição, produção de muco e 

eosinofilia, dessa forma contribui para patologias como asma, dermatite atópica ou rinite 

alérgica (Doyle et al., 1990; Widdicombe, 1990). Além de uma atuação clássica como um fator 

quimiotático para eosinófilos, basófilos e linfócitos Th2, a PGD2 também é um fator de 

sobrevida de eosinófilos, sendo potente estímulo indutor de biogênese de corpúsculos lipídicos 

e síntese aumentada de LTC4, da mesma forma que outros quimioatraentes eosinofílicos como 

a eotaxina, RANTES e fator ativador de plaquetas (PAF) (Bozza et al., 1996; Bandeira-Melo 

et al., 2001; Mesquita-Santos et al., 2006; Fabre et al., 2009). 

 A PGD2 também é conhecida por promover diretamente a ativação da formação de 

corpúsculos lipídicos e a síntese de LTC4 por eosinófilos tanto in vitro quanto in vivo 

(Mesquita-Santos et al., 2006).  

 

 

 

 

Figura 3.Síntese de PGD2. Nos eosinófilos a via de síntese do mediador lipídico PGD2 ocorre pela ação de uma 

série de enzimas, inciada pela clivagem de um fosfolipídio de membrana pela cPLA2, liberando o Ácico 

Aracdônico para ser metabolizado pelas enzimas da família COX, que, de forma geral, culmina em uma cascata 

de sinalização para a via de síntese desse mediador. 

Ácido Araquidônico 

Fosfolipídio 

PGH2 

PGD2 
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1.1.4. Principais marcadores de superfície de eosinófilos  

Os eosinófilos expressam receptores de superfície para fatores de crescimento, de adesão 

e quimiotáticos, que promovem efeitos variados: migração, degranulação, interações célula a 

célula e inibição de apoptose (Rosenberg, Dyer e Foster, 2013). 

Dentre os principais receptores expressos por eosinófilos, destacam-se os receptores de 

IL-5 (IL-5R), de eotaxina (CCR-3), de PAF (PAFR), de PGD2 (DP2), o SIGLEC-8 em humanos 

e o SIGLEC-F em camundongos.  Como já mencionado, a IL-5 possui um papel central, na 

diferenciação, migração, sobrevida e ativação eosinofílica. A eotaxina, via ativação de seu 

receptor CCR-3, é potente indutora de eosinofilia tecidual, atuando em conjunto com a IL-5 ou 

de forma independente (Collins et al., 1995; Mould et al., 1997). Os receptores SIGLEC são 

lectinas de superfície celular. Apesar da função deste receptor ainda não estar tão clara, 

anticorpos específicos para SIGLEC-8 promovem a apoptose específica destas células em 

modelos in vivo (Kiwamoto et al., 2012), e servem como marcadores específicos de eosinófilos. 

E, dentre as moléculas de adesão, ressaltamos o papel fundamental e de caráter mais seletivo 

da molécula VLA-4 (integrina α4β1 que se liga à VCAM-1) no recrutamento de eosinófilos 

para o local da inflamação alérgica no pulmão e na pele (Weg et al., 1993; Abraham et al.1994; 

Nakajima et al. 1994; Pretolani et al. 1994; Gonzalo et al., 1996) 

Os eosinófilos expressam receptores para mediadores lipídicos, como os CysLT1R e 

CysLT2R para os leucotrienos cisteínados (LTC4/D4/E4), receptores para prostanóides, com 

destaque para os de PGD2 denominados DP1 e DP2, e o receptor de alta afinidade para PAF, o 

PAFR (Wang et al.,1999; Fujii et al., 2005; Zinchuk et al., 2005). Importante para o presente 

estudo, a supressão in vitro da atividade do leucotrienos cisteínados por um antagonista de 

CysLT1R bloqueia a diferenciação e/ou maturação de eosinófilos, sugerindo que os 

leucotrienos cisteínados podem desempenhar um papel no compromisso e na maturação da 

linhagem de eosinófilos (Thivierge et al., 2000).  

A PGD2 tem funções imunomoduladoras e inflamatórias e essas funções são mediadas 

pela interação de alta afinidade entre os dois receptores, DP1 e DP2. Os receptores DP1 são 

membros da família de receptores de prostanóides que incluem EP1-4, FP, IP e TP. Receptores 

DP1 são acoplados à proteína G e sinalizam através da elevação dos níveis intracelulares de 

AMPc (Sawyer et al., 2002). Os eosinófilos expressam os receptores DP1  acoplados à adenilil 

ciclase (Monneret et al., 2001).  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b21
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b21
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O receptor DP2 foi identificado em humanos em linfócitos do tipo 2, basófilos, 

eosinófilos e monócitos, sendo importante indutor de quimiotaxia destas células (Cosmi, L., F 

et al., 2000; Nagata, K et al.1999; Gosset, P. et al.,2003).  O receptor DP2 medeia a quimiotaxia 

de eosinófilos induzida por produtos de mastócitos (Nagata et al.,1999). A ativação de DP2 é 

responsável pela quimiotaxia e degranulação de eosinófilos induzida por PGD2, enquanto a 

ativação de DP1 retarda seu início de apoptose (Gervais, F. G. et al.,2001). Os receptores 

DP2 são acoplados à proteína G e sua ativação induz a elevação de cálcio intracelular, redução 

do AMPc (Sawyer et al., 2002) e ativação a jusante de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) 

(Xue et al., 2007).  

Embora a capacidade do PGD2 de ativar eosinófilos enquanto simultaneamente eleva os 

níveis de AMPc pareça paradoxal, os receptores DP 1 parecem ser capazes de mediar, com os 

receptores DP2 , a mobilização de eosinófilos da medula óssea, bem como a quimiotaxia 

( Schratl et al., 2007).  

Spik e colaboradores (2005) observaram que ativação DP2 medeia a migração de 

eosinófilos de camundongo in vitro. O grupo testou PGD2, BW245C (agonista do receptor DP1 

específico) e DK-PGD2 (agonista do receptor DP2 específico) quanto à sua capacidade de atrair 

eosinófilos e viram que os eosinófilos além de terem sido atraídos pela quimiocina CCL11 

(usada como controle positivo), também foram atraídos por PGD2 e DK-PGD2 de uma forma 

dependente da concentração empregada. Quanto ao BW245C, não se obteve efeito. Com isso, 

o grupo concluiu que DP2 é funcional em eosinófilos de camundongos e promove, como é o 

caso em humanos, a quimiotaxia de eosinófilos in vitro (Spik et al., 2005) 

IL-3, IL-5 e fator estimulador de colônia de granulócito-macrófago (GM-CSF), são 

particularmente importantes na regulação do desenvolvimento de eosinófilos, como já 

mencionado. Os eosinófilos expressam a subunidade do receptor de citocina específica para IL-

3 (IL-3Rα; CD123), IL-5 (IL-5Rα; CD125) e GM-CSF (GM-CSFRα; CD116) e também a 

cadeia β compartilhada pelos 3 receptores (CD131) (Lopez et al. 1986, 1988; Rothenberg et al. 

1988; Takatsu et al.1994). Estudos mostraram que citocinas incluindo fator de células-tronco 

(SCF), IFN-γ, fator de necrose tumoral (TNF)-α, IL-4 e IL-9 ativam funções de eosinófilos, 

sugerindo que essas células expressam os receptores c-kit (CD117), IFN-γR (CDw119), 

receptor de TNF-α tipos 1 e 2 (CD120a e CD120b), receptor de IL-4 tipo 1 [tanto cadeia α de 

IL-4R (CD124) quanto cadeia α comum (CD132)], e o receptor de IL-9 [cadeia α de IL-9R 

(CD129) e CD132] (Wallen et al. 1991; Yuan et al. 1997; Dubois et al. 1998; Nutku et al. 1999; 

Hauber et al., 2004). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b26
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b27
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3081113/?report=reader#b27
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1.1.5 Fatores que promovem eosinofilia  

Como já mencionado, IL-5 é uma citocina importante para a diferenciação de eosinófilos 

e a proliferação das células progenitoras mielóides em eosinófilos têm a participação das 

citocinas IL-3 e de GM-SCF (fator de estimulação de macrófago-granulócito).  

O GM-CSF é um fator de crescimento hematopoiético que induz a proliferação celular e 

a diferenciação de granulócitos e macrófagos. Os receptores GM-CSF estão presentes nos 

progenitores hematopoiéticos, bem como em granulócitos maduros, em células leucemicas e 

em algumas células não hematopoiéticas (Burdach, 1991). 

A IL-3 foi originalmente denominada como um multi-CSF por sua capacidade de 

conduzir todo o espectro de mielopoiese, não apenas produzindo neutrófilos, monócitos e 

macrófagos, mas também eosinófilos, basófilos e mastócitos a partir de precursores da medula 

óssea. O receptor para IL-3 é expresso em progenitores granulocíticos-monocíticos e, em menor 

grau, em progenitores dendríticos comuns. Nas células maduras, eosinófilos, mastócitos e 

basófilos, expressam IL3-Rα (Dougan et al., 2019). 

Já a citocina IL-33 tem função destacável pois promove eosinofilia via a produção de IL-

5. A IL-33, membro da família das citocinas IL-1, é expressa por células epiteliais, células 

endoteliais, fibroblastos e adipócitos e é um sinal endógeno de perigo conhecido 

como alarmina. A IL-33 modula especificamente os sinais pró-inflamatórios do tipo Th2 após 

sua liberação das células necróticas. O receptor ST2 da IL-33 (IL1RL1) é encontrado 

principalmente nas células Th2 (Kurowska-Stolarska M et al., 2008), mas também em basófilos 

(Suzukawa M et al., 2008), eosinófilos (Cherry WB et al, 2008) e mastócitos (Allakhverdi Z et 

al., 2007). 

Mais especificamente, a IL-33 regula os eosinófilos em três estágios: desenvolvimento 

na medula óssea, ativação de células maduras no sangue e desenvolvimento e ativação de 

progenitores no tecido. Na medula óssea (Figura 4), o progenitor mielóide GATA-1+ (CMP) 

diferencia-se em progenitor pré-macrófago-granulócito GATA-1+ (Pre-GMP), depois em 

Figura 4. Regulação de eosinopoiese por IL-33 (adaptado de Johnston e Bryce, 2017). A IL-33 regula a 

diferenciação de eosinófilos a partir de progenitores milóides comuns GATA+. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4357492/#Glos2
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progenitor macrófago-granulócito GATA-1+ (GMP), também conhecido como progenitores de 

eosinófilos e mastócitos (EoMP). Nesta fase, a IL-33 induz a diferenciação da EoMP/GMP no 

precursor de eosinófilos (EoPre). A IL-33 também regula positivamente a expressão de IL-5Rα 

no precursor de eosinófilos (EoPre). Além do mais, a IL-33 induz a produção de IL-5 por outra 

célula, atualmente não identificada na medula óssea, que promove a maturação final dos 

eosinófilos (Johnston e Bryce, 2017). 

Segundo Dyer e colaboradores (2013) a administração sistêmica de IL-33 em 

camundongo BALB/c por 7 dias resulta em níveis séricos aumentados das citocinas Th2 como 

IL-4, IL-5 e IL-13. O total de células na medula óssea aumentou de 2,3 para 4,0 × 10 7 células 

por camundongo em associação com um aumento dramático na porcentagem de eosinófilos, de 

5% para quase 80%, identificado com coloração Diff-Quik e por citometria de fluxo com 

anticorpo anti-Siglec. O acúmulo profundo de eosinófilos também foi observado na cavidade 

peritoneal e no baço. IL-33 também foi incapaz de induzir eosinofilia 

em camundongos deficientes para IL-5, confirmando a dependência de IL-5 desta resposta 

(Rosenberg, Dyer e Foster, 2013). 

1.2 Multifuncionalidade dos eosinófilos, de indutores da pró-inflamação à indutores de 

pró-resolução: papel dos eosinófilos na asma, em infecções helmínticas, na homeostasia 

tecidual, na imunomodulação e pró-resolução da inflamação. 

Os eosinófilos são células que desempenham diversos papéis funcionais relevantes. A 

clássica visão que os relaciona à citotoxidade, à proteção contra infecções helmínticas e à 

promoção da sintomatologia em reações alérgicas vem sendo substituída pelo conceito de que 

estas células também atuam na imunomodulação de várias condições fisiopatológicas e na pró-

resolução da inflamação. Destacam-se uma série de estudos publicados em revistas de alto 

impacto mostrando o eosinófilo como célula indutora e mantenedora de um perfil homeostático 

em diversos tecidos, incluindo tecidos como o adiposo e intestinal (Sugawara et al., 2016; Wu 

et al., 2011). De forma genérica, encontra-se descrito na literatura que mecanismo 

imunomodulador eosinofílico é realizado principalmente através da rápida secreção de 

citocinas pré-formadas estocadas nos grânulos dos eosinófilos. 

1.2.1 Eosinófilos na asma e doenças alérgicas 

A asma é uma doença inflamatória crônica caracterizada pela obstrução e hiper-

reatividade das vias aéreas. Durante crises de asma, ocorre um recrutamento desregulado de 
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eosinófilos para o tecido pulmonar e vias aéreas em função da liberação de citocinas liberadas 

por células do tipo Th2 ativadas, além de serem atraídos por conta das quimiocinas, 

principalmente da família das eotaxinas. Uma vez presentes nas vias aéreas de asmáticos, os 

eosinófilos são ativados e liberam uma variedade de mediadores, incluindo os leucotrienos 

cisteínados (Cys-LT) que promovem broncoconstrição, hipersecreção de muco e vasodilatação 

(Gleich, 1990). Além disso, a degranulação de eosinófilos ativados leva a liberação de proteínas 

citotóxicas, danificando a mucosa e nervos (revisado em Rothenberg & Hogan, 2006). 

Eosinófilos também estão envolvidos no remodelamento tecidual, pela secreção de vários 

fatores fibrinogênicos e de crescimento, assim participando da fibrose e vascularização das vias 

aéreas em pacientes asmáticos crônicos (Aceves & Broide, 2008). 

1.2.2 Eosinófilos em infecções helmínticas 

Eosinófilos são classicamente associados às infecções helmínticas, visto que ocorre 

aumento da eosinofilia no sangue e no tecido, decorrente da ativação de linfócitos Th2. No 

entanto, nesse contexto, o papel dessas células é controverso e parece ser helminto-específica. 

Por exemplo, a análise de CCR3 e camundongos deficientes em eotaxina-1 sugerem um papel 

para eosinófilos no controle da infecção por microfilárias de Brugia malayi e no encistamento 

de larvas em Trichinella spiralis (Gurish et al., 2002; Simons et al., 2005), mas a evidência 

final para um papel dos eosinófilos na defesa hospedeiro contra parasitas ainda não foi 

elucidada. Já estudo de Swartz e colaboradores (2006) explorou o papel dos eosinófilos na 

defesa do hospedeiro contra Schistosoma mansoni em um modelo de infecção de duas linhagens 

de camundongos com ablação de eosinófilos (ΔdblGATA e PHIL). Eles descobriram que a 

ablação de eosinófilos não parece afetar importantemente a carga de vermes ou a deposição de 

ovos (Swartz et al., 2006). 

1.2.3 Eosinófilos desempenhando papel crucial na homeostasia tecidual 

Os eosinófilos desempenham funções completamente diferentes de acordo com o tecido 

que reside e/ou infiltra; e dependendo do microambiente ao qual é submetido, os eosinófilos 

podem desempenhar papéis de mantenedor homeostático à pro-resolução com retorno à 

homeostasia. 

 Por exemplo, no trato gastrointestinal, os eosinófilos residentes do intestino delgado 

atuam como mantenedores ativos da homeostase intestinal, permitindo ao hospedeiro lidar com 

a exposição constante e intensa a microrganismos potencialmente patogênicos e antígenos 
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estranhos e alimentares. Um estudo mostrou os eosinófilos sendo para promover a  mudança de 

classe de imunoglobulinas para a IgA secretora, que é um componente envolvido na 

neutralização e regulação de microrganismos intestinais (Chu et al., 2014) 

 Gouon-Evans e colaboradores (2000) demonstraram papel dos eosinófilos na regulação 

do desenvolvimento da glândula mamária pós-natal em camundongos. Segundo o artigo e 

similar ao observado para animais deficientes em IL-5, a ablação específica da presença de 

eosinófilos para as glândulas mamárias em animais com deficiência de eotaxina resultou em 

um número reduzido de ramos da árvore ductal mamária e de gomos terminais (isto é, os 

precursores dos botões alveolares).   

 Quanto ao ainda controverso papel homeostático para eosinófilos nos pulmões, análises 

de “microarray” revelaram que eosinófilos humanos do pulmão expressam vários genes, 

como Anxa1, Nedd4, Runx3, Serpinb1a e Ldlr, que estão envolvidos na manutenção da 

homeostase imunológica pulmonar e, especialmente, na regulação negativa das respostas das 

células Th2. Em concordância com estes dados, os camundongos ΔdblGATA-/- exibem 

sensibilidade aumentada aos ácaros da poeira doméstica (Mesnil et al., 2016), indicando que 

eosinófilos pulmonares residentes podem apresentar capacidade de prevenir a alergia das vias 

aéreas conduzida por resposta Th2. Esta função imunossupressora dos eosinófilos pulmonares 

residentes mostrou-se associada à capacidade eosinofílica de inibir a maturação e, portanto, a 

função pró-Th2 de células dendríticas carregadas com alérgeno (Mesnil et al., 2016). 

1.2.4. Eosinófilos desempenhando papel na pró-resolução da inflamação 

Nos últimos anos, nosso grupo vem trabalhando com a hipótese de que o papel 

imunorregulador, homeostático e/ou pró-resolução dos eosinófilos é também mediado por 

mediadores lipídicos. De fato, estudos antigo do grupo mostram que o eicosanóides metabólitos 

da COX-2 (ou CO-2 acetilada), PGE2 e LXA4 produzidos por eosinófilos infiltrantes foram 

capazes de acelerar a resolução de edema alérgico em modelo experimental alérgico em ratos 

(Bandeira-Melo et al., 1997). 

Além disso, nosso grupo hipotetiza que eosinófilos são capazes de sintetizar mediadores 

lipídicos de caráter pró-resolução por conterem a maquinaria enzimática de síntese desses 

mediadores, as enzimas cPLA2, 5-LO e 15-LO, que são biologicamente ativas nessas células. 

E, contribuindo com esta vertente, os eosinófilos são capazes de usar ácido docosaexaenóico 

(DHA) como substrato para metabolização pela via das lipoxigenases para sintetizar PD1 

(Protectina , um mediador lipídico anti-inflamatório e pró-resolutivo (Miyata et al., 2013). 



26 

Juntos, esses aspectos indicam importante potencial dos eosinófilos no âmbito da resolução de 

processos inflamatórios.  

1.3 Protocolos experimentais de obtenção de eosinófilos  

Como apresentado acima, os eosinófilos são células muito importantes pois estão 

envolvidos em diversos processos imunológicos, podendo atuar tanto como efetores 

fisiopatológicos em processos alérgicos e infecções por helmintos , como células regulatórias 

mantenedoras de homeostase tecidual, com destaque para tecidos onde estes leucócitos residem 

de forma constitutiva, como o trato gastrointestinal, tecido adiposo, útero, glândulas mamárias 

e pulmão ((Marichal et al., 2017). Portanto, devida a multifuncionalidade destas células, é de 

extrema importância realizar investigações sobre a fisiobiologia destas células multifacetadas 

e, para isso, aprimorar as técnicas de obtenção dessas células que possibilitem estudos in vitro. 

O protocolo de purificação de eosinófilos humanos a partir do sangue de indivíduos 

doadores saudáveis é amplamente empregado e fornece informações valiosas sobre a 

fisiobiologia da célula. Entretanto este protocolo fornece (i) eosinófilos primários, e, portanto, 

de vida curta e de difícil manipulação genética; (ii) em números restritos a partir de grandes 

volumes de sangue; e (iii) a altos custos. Sem deixar de reconhecer a maior relevância de dados 

gerados a partir de células humanas, estudos in vitro empregando eosinófilos isolados a partir 

de camundongos nos possibilita ter menos variáveis que podem interferir no estudo pois 

podemos trabalhar com animais de mesmo sexo, idade, linhagem, ampliar o “n” de animais. 

Essa estratégia metodológica também pode ampliar o acesso a ferramentas, como animais 

geneticamente modificados, e às manipulações experimentais como sensibilização dos animais, 

estimulações e silenciamento in vitro. 

O protocolo de obtenção de eosinófilos murinos mais empregado atualmente é o descrito 

por Dyer e colaboradores em 2008 (Dyer et al., 2008). Estes autores – se valendo tanto do 

entendimento cada vez mais completo sobre as características únicas dos progenitores de 

eosinófilos, quanto da compreensão que as condições de cultura ex vivo estimuladas por 

citocinas necessitavam de adaptações para geração eficiente de eosinófilos puros e 

fenotipicamente maduros a partir dos progenitores de medula óssea – desenvolveram  protocolo 

baseado em: (i) fase inicial de proliferação de células progenitoras mielóides da medula óssea 

de camundongos BALB/c induzidas pela combinação dos fatores FLT-3L e SCF (“ckit 

ligand"); e (ii) fase de diferenciação em eosinófilos induzida pela adição de IL-5 à cultura que 

gera eosinófilos maduros. Essa metodologia permite obter uma quantidade considerável de 
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eosinófilos, ao final da cultura celular in vitro, com mais de 90% de pureza (Dyer et al., 2008). 

Muito embora o advento deste protocolo tenha permitido que estudos com eosinófilos murinos 

in vitro tenham sido realizados, pesquisadores que se interessam por este tipo de modelo 

experimental ainda encontram limitações, como: (i) o alto custo versus produtividade das 

culturas de diferenciação; (ii) a qualidade das células produzidas; e (iii) a restrição ao 

background BALB/c. Dessa forma, especialistas se beneficiariam de ajustes na metodologia. 

2 JUSTIFICATIVA  

Os eosinófilos desempenham atividade importante em diversos contextos, como já 

mencionado, como por exemplo (i) na proteção contra a infecção por helmintos e (ii) na indução 

de resposta inflamatória alérgica promovendo a sintomatologia da asma. Também são células 

capazes de sintetizar citocinas e mediadores lipídicos que atuam induzindo pró-homeostase 

tecidual e pró-resolução da inflamação. Por conta dessa plasticidade e atividade multifuncional 

desempenhada pelos eosinófilos, é de grande relevância termos técnicas de obtenção dessas 

células bem estabelecidas e caracterizadas para que possamos estudá-las in vitro. 

Nosso grupo vem estudando a fisiobiologia de eosinófilos desde 1995, em que ao longo 

dos anos publicamos em revistas voltadas para o campo da Imunologia a versatilidade dessas 

células, como Journal of Leukocyte Biology, Journal of Pharmacology, Journal of Immunology 

Frontiers in Imunology, etc. Eosinófilos são células de difícil manipulação e pouquíssimos 

laboratórios ao redor do mundo concentram suas pesquisas nesta célula. Nosso laboratório, 

assim, pode ser considerado pioneiro pois vem desempenhando um importante papel para a 

construção do conhecimento e estudo dessa célula ao longo de mais de duas décadas. 

 O método de diferenciação de eosinófilos segundo Dyer e colaboradores (2008) é bem 

estabelecido no Laboratório de Inflamação, é empregado desde 2008 e nos proporcionou o 

estudo in vitro dessa célula. Seguindo esse protocolo, é possível obter a diferenciação de 

eosinófilos a partir da medula óssea de camundongos. No entanto, é de grande interesse otimizar 

a diferenciação destes eosinófilos in vitro, visando uma maior produtividade na diferenciação 

de eosinófilos maduros. Naturalmente, ajustes na metodologia padrão poderiam incluir: (i) 

novos “pulsos” das citocinas já usadas para proliferação e diferenciação; (ii) aumento das 

concentrações empregadas de IL-5; e/ou (iii) adição de citocinas extras como IL-3 ou IL-33 às 

três já adicionadas à cultura do método padrão. Embora de interesse, estes ajustes acarretariam 

custos adicionais elevados ao já alto custo de relativa produtividade do protocolo. Como 

alternativa, postulamos um ajuste deste protocolo de diferenciação baseado no emprego de 
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medulas ósseas de camundongos que apresentem microambiente medular de caráter pró-

eosinopoiético pré-estabelecido para iniciação da cultura de diferenciação in vitro. 

Medulas ósseas provenientes de camundongos submetidos a modelos experimentais in 

vivo de reação inflamatória alérgica ou infecção helmíntica contém números elevados de 

eosinófilos visto que apresentam microambiente medular caracterizado pela presença 

aumentada de moléculas e células produtoras de fatores eosinopoiéticos – com a variedade e 

concentrações específicas de moléculas para uma eosinopoiese bem-sucedida. Dessa forma 

nossa hipótese prevê que culturas de diferenciação de eosinófilos seguindo o protocolo de Dyer 

e colaboradores (2008), mas iniciado a partir de medulas pró-eosinopoiéticas, devem gerar 

maior produtividade na geração dos eosinófilos bem como eosinófilos mais similares aos 

produzidos in vivo.  
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Aprimorar a metodologia de diferenciação de eosinófilos descrita por Dyer e 

colaboradores (2008), e utilizada de forma rotineira em nosso laboratório, através do emprego 

de medula óssea pró-eosinopoiética de camundongos sensibilizados com ovalbumina (modelo 

de inflamação alérgica) para iniciar o protocolo.  

3.2 Objetivos Específicos 

- Verificar se o protocolo de sensibilização alérgica, de uso rotineiro em nosso 

laboratório, promove um microambiente medular de caráter pró-eosinopoiético in vivo, 

comparando as medulas ósseas de camundongos BALB/c sensibilizados “versus” àquelas de 

animais não-sensibilizados. 

- Investigar se a sensibilização alérgica de camundongos BALB/c in vivo otimiza a 

produção in vitro de eosinófilos, comparando a cinética e produto do protocolo in vitro de 

diferenciação de eosinófilos (de acordo com Dyer e colaboradores, 2008) iniciado a partir de 

células medulares obtidas de camundongos BALB/c sensibilizados “versus” não-sensibilizados 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Para diferenciação de eosinófilos a partir de células de medula óssea (bmEos) utilizamos 

camundongos BALB/c de ambos os sexos com 6 a 8 semanas de idade, pesando entre 20 e 25 

g, mantidos de 22 a 25ºC e com livre acesso a água e comida. Os animais foram obtidos do 

Biotério do Laboratório de Inflamação no IBCCF – UFRJ. Os procedimentos de 

experimentação animal foram aprovados pelo CEUA/UFRJ, sob protocolo de número 065. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Sensibilização alérgica dos animais 

Camundongos BALB/c foram sensibilizados com injeção dorsal subcutânea (s.c.) de 

200 µL de solução contendo 50 μg de ovalbumina (OVA grade V – Sigma) e 5 mg de Hidróxido 

de Alumínio Al(OH)3 em 0.9 % (w/v) NaCl por animal nos dias 0 e 7. Todas as sensibilizações 

foram realizadas em grupos pareados em que um grupo era de animal sensibilizados e outro 

grupo de animais não sensibilizados, 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Diferenciação de eosinófilos in vitro iniciada a partir de células de medula óssea (bmEos) 

utilizamos camundongos BALB/c 

 

OU 

Figura 6. Sensibilização alérgica com injeção dorsal subcutânea em camundongos BALB/c. 
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4.3 Obtenção das células da medula óssea de camundongos  

As células da medula óssea foram coletadas dos fêmures e tíbias de camundongos 

BALB/c de mesma idade e gênero, sensibilizados ou não no 14º dia após primeira 

sensibilização. As epífises dos ossos foram retiradas e foram feitos lavados das medulas com 

RPMI-1640 (Sigma), utilizando uma seringa com agulha 26G. As células recolhidas foram 

centrifugadas a 800 rpm por 5 min, e ao pellet foi adicionado salina 0,2% seguida de 1,6% para 

lisar as hemácias presentes. As células livres de hemácias foram centrifugadas novamente na 

mesma velocidade, o sobrenadante recolhido e armazenado para posterior quantificação de 

mediadores, as células ressuspendidas em meio RPMI (20% SFB) para cultura de células, e 

alíquotas destas células separadas para contagem de células totais e diferenciais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

4.4 Análise do impacto da sensibilização alérgica no microambiente medular 

Com a coleta do lavado medular de animais sensibilizados e “naive”, algumas análises 

foram realizadas para avaliar se a sensibilização alérgica induz microambiente medular com 

característica pró-eosinopoiese, incluindo:  (i) contagem das células totais, em que as células 

foram coradas com Trypan Blue 0,4% e contadas na Câmara de Neubauer; (ii) análise 

diferencial dos leucócitos medulares, por coloração com Panótipo das células para avaliar o 

percentual de eosinófilos medulares; e (iii) quantificação de moléculas com caráter 

eosinopoiético, especificamente a dosagem de citocinas IL-3 e IL-5 por ELISA e eicosanóides 

LTC4 e PGD2 por EIA (detalhes abaixo). 

 Figura 7. Obtenção das células da medula óssea de camundongos em camundongos BALB/c naive ou 

BALB/c sensibilizados. 
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4.5 Protocolo de diferenciação de eosinófilos in vitro de acordo com Dyer e colaboradores 

(2008)  

As células foram cultivadas em RPMI-1640 (Sigma) com 20% de SFB, bicarbonato de 

sódio (2g – Sigma) e 1% de antibiótico (penicilina e estreptomicina), suplementado com 

piruvato de sódio (10 μl/mL - Gibco), aminoácidos não essenciais (10 μl/mL - Gibco) e β-

mercapto (0.0004 μl/mL). As células foram mantidas a uma concentração de 1 x 106 células/mL.  

Do dia 0 ao dia 4 de cultura, o meio foi suplementado com 100 ng/mL de fator de célula 

tronco murino recombinante (rmSCF - Peprotech) e 100 ng/mL de ligante de FLT3 murino 

recombinante (FLT3-L - Peprotech). A partir do dia 4, o meio contendo SCF e FLT3-L foi 

substituído por meio contendo 10 ng/mL de IL-5 murina recombinante (rmIL-5 - Peprotech). 

Com 8 dias de cultura, as células foram transferidas para garrafas novas e mantidas em meio 

fresco suplementado com rmIL-5 (10 ng/mL). Desse ponto em diante, metade do meio foi 

substituído por meio fresco contendo rmIL-5 a cada dois dias e a concentração das células foi 

reajustada para 1 x 106 células/mL. Ao final de 14 dias de cultura, eosinófilos diferenciados 

com mais de 99% de viabilidade foram obtidos e a pureza das populações foi analisada 

(definição do percentual de eosinófilos).  

 

 Figura 8. Parâmetros analisados: impacto da sensibilização alérgica no microambiente medular 
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4.6 Análise de proliferação e diferenciação celular ao longo da cultura in vitro de 

eosinófilos 

Nos dias de manutenção da cultura, dia 4 (quatro), 8 (oito), 10 (dez), 12 (doze) e 14 

(quatorze) foram retiradas alíquotas de células, e estas coradas com Azul de Trypan para 

contagem total das células em Câmara de Neubauer e avaliação da viabilidade celular.  

Foram coletadas também da cultura nos mesmos dias de análise, alíquotas de células 

que foram citocentrifugadas e coradas com kit Panótico para análise do processo de 

diferenciação dos eosinófilos ao longo da cultura, quantificando a porcentagem de eosinófilos 

já diferenciados em relação à população total de células.  

Sobrenadantes livres de células foram armazenados congelados (a -80ᵒC) para posterior 

análise dos níveis de IL-3 e IL-33 ao longo da cultura de células nestes mesmos dias (4, 8, 10, 

12 e 14) por kits de ELISA específicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diferenciação in vitro de eosinófilos murinos de animais “naive” e sensibilizados 

Figura 10. Parâmetros analisados: Análise de proliferação, diferenciação celular e liberação de 

citocinas ao longo da cultura in vitro de eosinófilos. 
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4.6.1 Estimulação das células in vitro 

Eosinófilos murinos diferenciados in vitro (recolhidos no 14º dia de cultura) foram 

incubados in vitro na concentração de 3 x 106 células/mL em HBSS+/+ com os estímulos PGD2 

(25 μM) ou BW245c (agonista seletivo DP1; 25 μM) por 1 hora a 37 o C. Após citocentrifugação, 

eosinófilos foram corados com ósmio (detalhes abaixo) para contagem de corpúsculos lipídicos, 

e o sobrenadante celular foi armazenado a -80ᵒC para posterior dosagem de citocinas e 

eicosanóides. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estimulação in vitro dos eosinófilos murinos diferenciados in vitro (recolhidos no 14º dia de cultura). 

4.6.2 Quantificação de corpúsculos lipídicos citoplasmáticos 

Eosinófilos (citocentrifugados) foram fixados com formalina 3,7% por no mínimo de 1 

h. Em uma capela de exaustão, as lâminas contendo células foram lavadas com água e incubadas 

com ácido cacodílico 0,1 M (Sigma). Após esta etapa, as lâminas foram submetidas a uma 

primeira incubação com tetróxido de ósmio (1,5%) por 30 min, logo foram lavadas e foi 

adicionada uma solução de TCH (thiocarboidrazida 1% - Sigma). Após 3 min, as lâminas foram 

cobertas com ácido cacodílico, seguida de uma segunda incubação com tetróxido de ósmio por 

5 minutos e então lavadas com água. Os corpúsculos lipídicos foram contados em 50 células 

com auxílio de um microscópio ótico com aumento de 1000x, e em seguida foi calculado um 

valor médio de corpúsculos lipídicos/eosinófilo utilizado como parâmetro de ativação celular.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Parâmetros analisados: biogênese de corpúsculos lipídicos. 
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4.6.3 Análise da produção de eicosanóides 

A quantificação de eicosanóides – leucotrienos cisteínados (LTC4/D4/E4) e PGD2 – foi 

feita nos sobrenadantes dos lavados medulares e das culturas de diferenciação de eosinófilos 

utilizando kits de EIA de acordo com as instruções do fabricante (Cayman Chemical). A 

metodologia baseia-se em um ensaio de competição, onde a uma placa de 96 poços contendo 

anticorpos de captura (“coat”) foram adicionados amostras ou padrão, “tracer” e anticorpos, e 

a placa foi incubada overnight, 4ºC. Após 5 lavagens, a reação foi revelada adicionando o 

reagente Ellman's. A intensidade da coloração – inversamente proporcional à quantidade de 

eicosanóide contida na amostra – foi quantificada em comprimento de onda de 405 nm. Com 

os valores da curva padrão foi realizada regressão não-linear no programa GraphPad Prism 6 

para determinação da concentração de eicosanóides presentes nas amostras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6.4 Quantificação de citocinas 

A análise dos níveis das citocinas eosinopoiéticas IL-3, IL-5 e IL-33 – foi feita nos 

sobrenadantes dos lavados medulares e das culturas de diferenciação de eosinófilos 

empregando kits de “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” (ELISA; Prepotech) de acordo 

com as instruções do fabricante. 

Para recobrir a placa de 96 poços foi adicionado anticorpo de captura (nas concentrações 

indicadas pelos kits), por 18 h a 4ºC. A placa foi lavada em tampão contendo bicarbonato e 

tartrazine, e bloqueada com PBS contendo 1% albumina de soro bovino por 1 h a 20ºC. Após 

a incubação outra lavagem foi realizada, seguida da aplicação por 1 h a 4ºC das amostras e dos 

padrões com diluições seriadas, conforme recomendação do fabricante.  

Figura 13. Parâmetros analisados: sínstese e secreção de eicosanoides. 
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Na sequência, a placa foi lavada com tampão contendo cloreto de sódio, fosfato de 

sódio, cloreto de potássio, trimerosal e tween 20 para posterior adição do anticorpo de detecção, 

permanecendo incubada por 1 h. Decorrido esse tempo, a placa foi novamente lavada com o 

mesmo tampão e adicionou-se a enzima estreptoavidina, por 1 h. O substrato (K-Blue) foi 

adicionado e a reação foi interrompida com H2SO4 (0,19 M). A leitura da placa foi realizada 

com a utilização de um espectrofotômetro (450 nm). Os resultados obtidos foram expressos 

como pg/mg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.7 Análise Estatística 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os 

dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). Análise estatística foi 

avaliada empregando teste de Análise de Variância One-Way ANOVA, seguido por Newman 

Keuls, em que foram considerados significativos quando p ≤ 0,05. 

 

 

 

 

Figura 14.  Parâmetros analisados: sínstese e secreção de citocinas. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Impacto da sensibilização alérgica de camundongos BALB/c no microambiente 

medular: ênfase na análise de características eosinopoiéticas 

5.1.1 A sensibilização alérgica induz eosinofilia medular 

Como ilustrado na Figura 5, o protocolo de sensibilização alérgica de camundongos 

BALB/c rotineiramente empregado em nosso laboratório (2 injeções subcutâneas de 

ovalbumina e AlOH; como descrito em Métodos) promoveu clara indução eosinofilia medular; 

com aumento do percentual (Figura 5A) e número total (Figura 5B) de eosinófilos encontrado 

no espaço medular quando comparado com animais “naives” não-sensibilizados 
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Figura 15. Sensibilização alérgica induz eosinofilia medular. O percentual (A) e número total (B) de eosinófilos 

na medula óssea dos animais BALB/c sensibilizados ou não-sensibilizados foram obtidos como descritos em 

Métodos. Valores mostram média ± EPM calculados a partir de 4 animais não-sensibilizado e 4 sensibilizados 

em (A) e média ± EPM calculados a partir de 5 animais não-sensibilizado e 5 sensibilizados em (B). *p < 0.05. 
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5.1.2 Sensibilização alérgica parece induzir aumento de citocinas e eicosanóides 

de caráter eosinopoiético no lavado medular 

Como pode ser observado abaixo na (Figura 6A), os gráficos mostram importante 

tendência de aumento dos níveis das citocinas eosinopoiéticas IL-3 e IL-5 (análise estatística 

não realizada ainda pois necessitamos aumentar o número de amostras analisadas; até o 

momento temos n = 3 para BALB/c não-sensibilizados e apenas n = 1 para animais 

sensibilizados) no espaço medular de animais submetidos à sensibilização alérgica em 

comparação a animais “naive”. Mais ainda, este perfil de tendência de aumento também foi 

observado para os eicosanóides PGD2 e LTC4 (Figura 6B) – mediadores lipídicos com 

reconhecido papel no controle da população eosinofílica.  

 

Figura 16. Sensibilização alérgica de animais BALB/c parece modificar padrão de citocinas eosinopoiéticas e 

eicosanóides de caráter eosinofílico presentes no microambiente medular in vivo. (A) Os níveis de citocinas IL-3 

e IL-5 foram dosados por ELISA e (B) níveis de cysLTs e PGD2 dosados por EIA no sobrenadante livre de células 

do flushing da medula óssea dos animais BALB/c sensibilizados ou não. Valores mostram médias ± EPM de 3 

animais não-sensibilizados e 1 animal sensibilizado. 
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5.2 Impacto da sensibilização alérgica de camundongos BALB/c na cultura in vitro de 

eosinófilos 

5.2.1 Sensibilização parece induzir aumento de IL-3 (função na proliferação de 

precursores eosinofílicos) ao longo da cultura de diferenciação. 

De forma similar ao observado para alterações ocasionadas pela sensibilização alérgica 

no espaço medular in vivo, foram também observadas alterações nos níveis da citocina 

eosinopoiética IL-3 quantificada nos sobrenadantes livres de células recolhidos ao longo dos 

dias do protocolo de diferenciação in vitro de eosinófilos (Figura 7). Em particular no 8º dia 

de cultura iniciada com células medulares de camundongo BALB/c sensibilizado, intenso 

aumento na concentração de IL-3 foi detectado no sobrenadante da cultura em comparação aos 

níveis de IL-3 encontrados nas culturas iniciadas com células medulares de camundongos 

BALB/c “naives” (Figura 7A). Destacamos ainda que os níveis de IL-33 acompanhado ao 

longo da cultura de diferenciação não se mostrou alterado em nenhum dia analisado (Figura 

7B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Sensibilização alérgica de animais BALB/c modifica padrão da citocina eosinopoiética IL-3 ao 

longo dos dias de cultura de diferenciação de eosinófilos in vitro. (A) Os níveis de citocinas IL-3 e (B) IL-

33 foram dosados por ELISA no sobrenadante livre de células provenientes dos dias 4, 8, 10 e 12 da cultura 

iniciadas com células medulares provenientes de animais sensibilizados ou não-sensibilizados (animais 

“naives”). Valores mostram médias ± EPM de 3 animais não-sensibilizados e 1 aimal sensibilizado. 
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5.2.2 Perfil de diferenciação de eosinófilos in vitro ao longo da cultura é semelhante entre 

as culturas iniciadas com medulas de animais sensibilizados e não-sensibilizados. 

Em concordância com o resultado preliminar (Figura 7B) que parece indicar que a 

sensibilização in vivo não altera, ao longo do processo in vitro de diferenciação eosinofílica, os 

níveis de IL-33 – molécula com reconhecida função na diferenciação de eosinófilos – 

produzidos pela cultura in vitro, o perfil de diferenciação in vitro de eosinófilos (analisado pela 

determinação do percentual de eosinófilos durante os 14 dias diferenciação in vitro) também 

mostrou que a sensibilização alérgica in vivo não altera a cinética de diferenciação de 

eosinófilos ao longo do protocolo in vitro estabelecido por Dyer e colaboradores (2008) que 

emprega originalmente camundongos “naive” (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Sensibilização alérgica in vivo induz aumento na produtividade in vitro do 

protocolo de diferenciação de eosinófilos. 

Em função de aparente potencial amplificação da capacidade eosinopoiética (elevação 

do fator de proliferação IL-3) (Figura 7A) do protocolo in vitro de diferenciação de eosinófilos 

induzida pela sensibilização alérgica in vivo dos animais doadores das medulas usadas para 

iniciar a cultura, postulamos que a produção de eosinófilos ao final dos 14 dias do protocolo de 

diferenciação encontraria-se aumentada. E de fato, como ilustrado na Figura 9, o número total 

de eosinófilos recuperados ao final de culturas convencionais geradas a partir de camundongos 

Figura 18. Semelhança no perfil de direnciação eosinofílica entre culturas iniciadas com células 

provenientes de animais sensibilizados e “naives”. O percentual de eosinófilos nas culturas in vitro de 

eosinófilos iniciadas a partir de células medulares oriundas provenientes dos animais BALB/c sensibilizados 

ou não foi obtido através da contagem de lâminas coradas com Panótipo. Valores mostram 3 animais não-

sensibilizado e 3 sensibilizados. 
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“naive” é inferior àquele produzido pelas culturas iniciadas a partir de animais previamente 

sensibilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.4 Eosinófilos gerados in vitro a partir de células medulares de animais submetidos à 

sensibilização alérgica in vivo são biologicamente responsivos à estimulação in vitro.   

A obtenção de eosinófilos murinos a partir do protocolo convencional de Dyer e 

colaboradores (2008) tem como objetivo primário permitir estudos funcionais in vitro com estas 

células isoladas. Para tanto, foi essencial que nos certificássemos que a alteração adicionada ao 

protocolo (sensibilização alérgica) neste estudo não diminuía a responsividade in vitro dos 

eosinófilos produzidos. Como mostrado na Figura 10, os eosinófilos obtidos no 14º dia do 

protocolo de diferenciação in vitro iniciado a partir de células medulares de animais 

sensibilizados mostram-se biologicamente responsivos à estimulação in vitro. Mais 

detalhadamente, observamos que: 

(i) ao sair da cultura de diferenciação (14º dia), os eosinófilos gerados in vitro a partir de 

camundongos sensibilizados parecem conter números discretamente aumentados de 

corpúsculos lipídicos citoplasmáticos quando comparados aos eosinófilos gerados a partir de 

animais “naive” (a comparação estatística ficou impossibilitada em função de termos ainda 

apenas n = 2 para eosinófilos gerados a partir de animais não-sensibilizados); 

Figura 19. Sensibilização alérgica in vivo induz aumento na produção total de eosinófilos na cultura montada 

a partir de animais sensibilizados. O número total de eosinófilos nas culturas in vitro de eosinófilos iniciadas 

a partir de células provenientes dos animais BALB/c sensibilizados ou não foi obtido através da contagem 

total de células coradas com Trypan Blue (0.4%) e diferencial em células corados por Panótico. Valores 

mostram médias ± EPM de 3 animais não-sensibilizados e 3 sensibilizados. *p < 0.05.  
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(ii) muito embora seja amplamente estabelecido que eosinófilos produzidos in vitro pelo 

protocolo convencional (a partir de animais “naive”) respondam à estimulação com PGD2 ou 

BW245c com biogênese de novos corpúsculos lipídicos (Mesquita-Santos et al., 2011), em 

nossos 2 ensaios mostrados aqui não observamos tal efeito (postulamos que o atípico elevado 

número de organelas nas células controles dificultou a estimulação; o n experimental precisa 

ser aumentado); e 

(iii) a estimulação in vitro dos eosinófilos gerados a partir de animais sensibilizados com PGD2 

(25 μM) ou BW245c (25 μM) promoveu rápida (1 h) formação de novos corpúsculos lipídicos, 

indicando que estes eosinófilos são biologicamente ativos e aparentemente mais preparados 

(“priming”) à estimulação para ativação celular. 
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Figura 20. Sensibilização alérgica in vivo potencializa em eosinófilos produzidos in vitro a indução da 

biogênese de corpúsculos lipídicos induzida in vitro pela estimulação por PGD2 e BW245c. A contagem dos 

corpúsculos lipídicos em eosinófilos gerados in vitro de acordo com Dyer e colaboradore (2008) a partir de 

células medulares de animais BALB/c sensibilizados ou não, foi realizada em células coradas com 

Tetróxidodos prost de Ósmio. Eosinófilos recuperados no 14º dia do protocolo de diferenciação foram 

estimulados por 1 h a 37oC com 25 µM dos prostanóides indicados no gráfico. Valores mostram média ± 

EPM de 2 animais não-sensibilizados e 3 sensibilizados. *p < 0.05. 
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6 DISCUSSÃO  

Em busca de modificações de baixo custo que resultem em uma maior produtividade do 

protocolo in vitro para obtenção de eosinófilos murinos, de uso rotineiro em nosso laboratório, 

em nosso estudo, verificamos que a simples sensibilização alérgica de camundongos BALB/c 

foi de fato uma estratégia experimental eficaz de otimização do protocolo in vitro de 

diferenciação eosinofílica. 

A sensibilização alérgica com a injeção subcutânea contendo ovalbumina e hidróxido de 

alumínio em camundongos BALB/c, assim como o protocolo in vitro de diferenciação 

eosinofílica, correspondem a técnicas utilizadas rotineiramente em nosso laboratório, com 

vários artigos publicados ao longo dos anos se valendo dessas metodologias (Amorim et al., 

2020; Luna-Gomes et al., 2011).  Apesar disso, não tínhamos, até então, caracterizado o 

impacto que a sensibilização causa na medula de animais submetidos a esse protocolo 

experimental.  

A sensibilização alérgica, de forma bem geral, culmina na ligação de imunoglobulinas IgE 

ao receptor FcɛRI de alta afinidade presente principalmente em mastócitos. Esse processo 

ocorre em função de exposição inicial a alérgenos que, após processamento por células 

dendríticas, são apresentados por estas para linfócitos T “naives” e conduzem a diferenciação 

destes em linfócitos T auxiliares foliculares para um fenótipo do tipo Th2. Esses linfócitos Th2 

secretam, principalmente, IL-4, IL-5 e IL-13. A IL-4 induz a troca de classe de IgE em linfócitos 

B, de forma que plasmócitos passem a produzir IgE. IgEs específicas contra o antígeno inicial, 

por sua vez, “sensibilizam” os mastócitos ligando-se ao FcɛRI, e uma exposição posterior ao 

alérgeno ativa os mastócitos a secretarem os mediadores responsáveis pelas reações patológicas 

de hipersensibilidade imediata (Abbas, Lichtman e Pillai, 2019) 

Nossa motivação de utilizar a sensibilização alérgica como ajuste do protocolo de 

diferenciação eosinofílica segundo Dyer e colaboradores (2008) foi por conta de ser um método 

eficiente em promover o shift para resposta imunológica do tipo 2, que, como mencionado 

anteriormente, é mediado pelas citocinas que inclui a IL-5, secretada por células Th2 e também 

ILC2s (Abbas, Lichtman e Pillai, 2019). Principalmente via ação da IL-5, as células Th2 

montam uma inflamação de caráter eosinofílico principalmente (Coffman, 1989). Como já 

descrito ao longo dessa Monografia, a IL-5 é uma citocina importante para a diferenciação 
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seletiva de eosinófilos (Sanderson, 1992). De forma resumida, a sensibilização alérgica através 

da injeção subcutânea de ovabulmina e hidróxido de alumínio em camundongos BALB/C, 

sabidamente monta uma resposta Th2 efetiva, aumenta o perfil de citocinas que são importantes 

para promover a eosinofilia medular, o que foi comprovado através de nossos experimentos. 

Durante a sensibilização utilizamos como adjuvante o hidróxido de alumínio e diversos 

fatores nos motivaram para isso. Primeiramente é o químico mais utilizado como adjuvante 

(He, Zou e Hu, 2015). Além disso, os adjuvantes promovem interações entre antígenos e células 

imunes por longos períodos e prolongam as respostas imunes; os antígenos se agregam na 

superfície e no interior das partículas adjuvantes à base de hidróxido de alumínio, o que auxilia 

na manutenção das características físicas e químicas dos antígenos (He; Zou; Hu, 2015). O 

hidróxido de alumínio em combinação com antígenos forma partículas, que contribuem para a 

absorção pelas APCs. (Mannhalter et al., 1985). Além do mais, o hidróxido de alumínio é 

sabidamente um forte indutor de resposta imunológica do tipo 2 (Grun e Maurer, 1989). 

Também, como já mencionado, esse protocolo é utilizado de forma rotineira em nosso 

laboratório, sem interferir na diferenciação in vitro de eosinófilos e o custo adicional para 

desempenhar a sensibilização é irrisório, sendo praticamente o mesmo que custo de um 

protocolo de diferenciação sem a sensibilização alérgica. 

De fato, nossos dados confirmam que a sensibilização parece promover um ambiente 

diferenciado multifatorial, que induz a atuação de moléculas com efeito direto sobre a 

eosinofilia e promove um aumento do percentual de eosinófilos já na medula óssea dos 

camundongos BALB/C sensibilizados em comparação com os “naives”. Isso é comprovado 

pelo aumento do percentual de eosinófilos medulares, de citocinas sabidamente reguladoras da 

proliferação e diferenciação de eosinófilos (IL-3 e IL-5) e eicosanóides (PGD2 e LTB4) com 

caráter eosinopoiético. Muito embora não seja clássico se pensar em LTC4 e PGD2 como 

moléculas eosinopoiéticas como é o caso de IL-3 e IL-5, nós estudamos o papel desses 

eicosanóides por conta de serem moléculas reguladoras dos eosinófilos. 

Vimos que sensibilização alérgica de animais BALB/c promoveu in vitro aumento do 

número total de eosinófilos e modificou o padrão da citocina IL-3 ao longo dos dias de 

protocolo de Dyer e colaboradores (2008) de diferenciação de eosinófilos in vitro. Como não 

adicionamos IL-3 no processo de diferenciação in vitro de eosinófilos murinos, esses resultados, 

juntos, mostram a existência de um perfil diferenciado da medula proveniente de animais 

sensibilizados, como já mencionado. Foi quantificado a IL-3 também na cultura in vitro de 

células provenientes de animais não sensibilizados, porém, quando observamos a curva 
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relacionada à cultura de células provenientes de animais sensibilizados, esse perfil é aumentado, 

com destaque para o pico de IL-3, que se dá no dia 8 da cultura in vitro, correspondente ao fim 

da fase inicial de proliferação dos progenitores eosinofílicos. Postulamos que a presença desses 

níveis aumentados de IL-3 pode ter contribuído para que o número aumentado de eosinófilos 

produzidos na cultura in vitro proveniente de animais sensibilizados, quando comparado com a 

cultura montada a partir de animais “naives”. Fica claro que o protocolo in vitro convencional 

de Dyer e colaboradores (2008) não recapitula todas as moléculas que agem no espaço medular 

para garantir a eosinopoiese que se tem in vivo. Mais ainda, nos parece que enquanto a 

sensibilização alérgica parece reconstituir ao menos a presença de um destes componentes 

moleculares (IL-3) fundamentais para a proliferação dos precursores eosinofílicos ao protocolo 

in vitro, não parece recuperar todos (IL-33).  A citocina IL-33 a nível medular regula a expansão 

do precursor de eosinófilos, regula positivamente a expressão de IL-5Rα em precursores de 

eosinófilos e induz outra célula (ainda não identificada) na medula óssea a produzir IL-5, que 

promove a maturação final dos eosinófilos (Johnston e Bryce, 2017). O protocolo de Dyer e 

colaboradores (2008) não inclui adição desta citocina fundamental e mesmo a sensibilização 

alérgica falhou em criar um microambiente que in vitro promovesse a presença de IL-33. Dessa 

forma fica claro que, apesar da sensibilização alérgica ter “adicionado” IL-3 ao sistema in vitro 

impactando a magnitude da produção final de eosinófilos no 14º dia, mesmo com o emprego 

da sensibilização a protocolo in vitro de obtenção de eosinófilos murinos ainda se encontra 

comprometido quanto à recapitulação da característica multifatorial da eosinopoiese in vivo que 

deve impactar a fidelidade do perfil estrutural/funcional dos eosinófilos produzidos. 

 A sensibilização alérgica dos animais doadores das células medulares empregada para 

iniciar a cultura não modificou a viabilidade dos eosinófilos gerados no 14º dia de diferenciação 

in vitro quando comparado ao nível de viabilidade do protocolo convencional (~90%; dados 

não mostrados). Mais ainda, observamos também padrões similares na cinética temporal de 

diferenciação eosinofílica ao longo dos 14 dias de cultura entre animais sensibilizados e 

“naives” com ambas as condições alcançando pureza de ~90%. A única alteração embutida pela 

sensibilização prévia dos animais doadores de células medulares foi o significativo aumento na 

magnitude da produção de eosinófilos ao final da cultura, indicando que enquanto a IL-5 

exógena adicionada à cultura in vitro parece ser suficiente para induzir a diferenciação celular 

e inibição da apoptose (manutenção de sobrevida celular), fatores que induzem a proliferação 

de precursores eosinofílicos são adicionados à cinética pela pré-sensibilização (como a IL-13).  
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Outro aspecto que ainda necessita de nossa atenção na continuação desse estúdio refere-

se à “qualidade” das células geradas pelo protocolo convencional bem como por este que inclui 

a pré-sensibilização dos animais. Especificamente, uma melhor caracterização dos eosinófilos 

gerados in vitro e identificação de diferenças morfofuncionais entre os eosinófilos produzidos 

in vivo na medula do animais e estes obtidos in vitro precisam ser estudadas. Aqui verificamos 

que os eosinófilos obtidos na cultura in vitro iniciadas a partir de animais sensibilizados são 

responsivos e biologicamente ativos, de forma similar aos produzidos no protocolo 

convencional (Amorim et al., 2018; da Silva Marques et al., 2021). Aqui faz-se importante 

destacar que para este “set” de experimentos, os níveis basais de corpúsculos lipídicos 

citoplasmáticos encontravam-se atipicamente elevados para células não estimuladas o que 

dificultou nossas análises. Entretanto, mesmo a partir desse conteúdo citoplasmático elevado, 

a estimulação in vitro dos eosinófilos produzidos a partir animais pré-sensibilizados com 

estímulos sabidamente indutores de biogênese de corpúsculos lipídicos promoveu formação de 

novas organelas. Essa observação revela que estas células estão viáveis, mantém sua capacidade 

de ativação funcional, respondem à estimulação específica e expressam (como deveriam) 

receptores eosinofílicos, incluindo o DP1 para a PGD2. 

Nossa conclusão de que um aumento da “produtividade” do protocolo convencional foi 

alcançado por nossa estratégia de otimização se baseia na análise de custos que revela que 

apenas a implementação in vivo da sensibilização alérgica (seringa/ovalbumina/hidróxido de 

alumínio) do animal doador das células de medula óssea que soma valor irrisório ao protocolo 

in vitro de custo elevado (~ 3 mil reais/medula inicial), quase o triplo de eosinófilos in vitro.  

Juntos, esses dados mostram que a sensibilização alérgica in vivo impactou gerando tanto 

um microambiente medular de caráter pró-eosinopoiético quanto impactando positivamente a 

cultura de diferenciação in vitro de eosinófilos conferindo aumento da produtividade para um 

custo similar. 

Naturalmente, ensaios para aumentar o “n” experimental de nosso projeto, incluindo a 

quantificação das citocinas IL-3, IL-5 e IL-33 no lavado medular ainda se fazem necessários. 

Quanto às análises adicionais que serão realizadas para conclusão de nosso projeto, in vivo 

ainda caracterizaremos para fins de comparação os eosinófilos provenientes das medulas de 

animais sensibilizados, também os eosinófilos produzidos no protocolo convencional versus 

eosinófilos gerados no protocolo otimizado aqui, quanto: 

(i) ao conteúdo citoplasmático de corpúsculos lipídicos; 
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(ii) nível de expressão de algumas moléculas de membrana incluindo IL-5Rα, Siglec-F, CCR3  

(Rosenberg, Dyer e Foster, 2013) e CD69 (molécula marcadora de ativação eosinofílica); 

(iii) composição intragranular de citocinas pré-formadas e armazenadas, incluindo IL-4, IL-10 

e a quimiocina RANTES que em eosinófilos maduros são sabidamente estocadas (Rosenberg, 

Dyer e Foster, 2013) e 

(iv) capacidade de síntese de leucotrienos, avaliando a produção de LTC4 que é esperada versus 

a de LTB4, que não é característica de eosinófilos, mas encontrada nos eosinófilos produzidos 

pelo protocolo convencional (Samico, 2010). 
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7 CONCLUSÕES 

O método de diferenciação de eosinófilos segundo Dyer e colaboradores (2008) é bem 

estabelecido no Laboratório de Inflamação, sendo usado em várias dissertações de Mestrado, 

teses de Doutorado e publicações de nosso grupo de pesquisa para o estudo da fisiobiologia 

deste granulócitos em estudos in vitro desde 2009 (Luna-Gomes et al., 2011; Amorim et al., 

2018; Magalhães et al., 2019; Marques et al., 2021). Com a experiência acumulada ao longo 

dos anos, ficou clara a necessidade do desenvolvimento de melhorias na técnica que visem 

maior produtividade e qualidade das células geradas ao final dos 14 dias de cultura de 

diferenciação in vitro. Na tentativa de implementação de tais melhorias e como estratégia 

experimental para aumento de produtividade de eosinófilos produzidos in vitro, neste estudo 

empregamos para o estabelecimento inicial da cultura de diferenciação de eosinófilos segundo 

Dyer (2008) uma população de células medulares provenientes de camundongos BALB/c que 

foram previamente submetidos ao protocolo de sensibilização alérgica pela mistura de 

ovalbumina e hidróxido de alumínio – protocolo sabidamente indutor de robusta resposta 

imunológica do tipo 2 caracterizada por geração de microambiente medular pró-eosinopoiético. 

Vale lembrar que este protocolo de sensibilização também é empregado rotineiramente nos 

estudos de nosso grupo (Luna-Gomes et al., 2011; Amorim et al., 2020). 

A análise conjunta de nossos dados, revela que sim nossa estratégia de otimização da 

produção in vitro de eosinófilos murinos foi bem-sucedida: a sensibilização alérgica induziu 

microambiente medular com caráter eosinopoiético, que foi capaz de impactar positivamente o 

protocolo de diferenciação eosinofílica in vitro com maior produtividade e geração de 

eosinófilos viáveis, responsivos e funcionais. 

Figura 21. Sensibilização alérgica induziu microambiente medular com caráter eosinopoiético, sendo capaz 

de impactar positivamente o protocolo de diferenciação in vitro com aumento da produtividade, gerando 

eosinófilos viáveis, responsivos e funcionais. 
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