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RESUMO 

 

 

A asma alérgica é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas, caracterizada 
por uma resposta de hipersensibilidade imediata, obstrução brônquica, inflamação 
pulmonar e níveis elevados de IgE. A doença é mediada principalmente por uma 
resposta imunológica alérgeno-específica tipo Th2. Nas últimas décadas, a 
prevalência da asma alérgica tem aumentado significativamente, sobretudo nos 
países desenvolvidos. A Hipótese da Higiene atribui este aumento a uma menor 
exposição a determinados microrganismos durante a infância, quando o 
amadurecimento adequado do sistema imunológico requer estímulos que induzam 
respostas imunológicas de perfil Th1, fundamentais para o equilíbrio de respostas 
Th2 exacerbadas. Diversos trabalhos epidemiológicos parecem comprovar esta 
hipótese, evidenciando a existência de uma relação inversa entre o contato com 
microrganismos indutores de uma resposta Th1 e o desenvolvimento de asma 
alérgica. Paralelamente, estudos em modelos murinos constataram que o 
tratamento com Mycobacterium bovis BCG (BCG) reduz respostas Th2 alérgeno-
específicas. No entanto, os mecanismos pelos quais a micobactéria inibe o 
desenvolvimento da resposta alérgica são ainda pouco conhecidos. Este estudo 
avaliou o efeito da administração do BCG sobre a resposta imunológica ocorrida na 
alergia pulmonar em camundongos BALB/c previamente sensibilizados e 
desafiados com OVA. Vinte e quatro horas após o último desafio, o sangue e o 
lavado broncoalveolar foram coletados para análises de imunoglobulinas e 
contagem de células, respectivamente. Adicionalmente, os pulmões foram 
submetidos à análise histológica, avaliação da atividade de EPO e dosagens de 
citocinas e quimiocinas, assim como avaliação da expressão de CTLA-4, Foxp3 e 
IL-10 por citometria de fluxo.  Os resultados obtidos indicam que o tratamento com 
BCG melhorou o processo alérgico através da redução dos principais parâmetros 
relacionados à resposta Th2, como o infiltrado eosinofílico pulmonar, a atividade de 
EPO, IL-4, IL-13, CCL11, além de IgE e IgG1 específicas anti-OVA. Por outro lado, 
a administração da micobactéria aumentou os níveis de IFN-γ, IL-10 e TGF-β, além 
das expressões de Foxp3 e CTLA-4 pelos linfócitos T CD4+. Paralelamente, houve 
um aumento na produção de IL-10 pelos linfócitos T CD8+. Esses dados sugerem 
que, além da indução de uma resposta imune Th1, a ação imunomoduladora do 
BCG está relacionada também à indução de mecanismos reguladores.  
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ABSTRACT 

 

 

Atopic asthma is a chronic respiratory disease characterized by airway 
hyperresponsiveness, reversible airway obstruction, lung inflammation, and high 
levels of allergen-specific IgE, driven by allergen-specific Th2 cells. The increasing 
prevalence of allergic diseases, particularly in industrialized countries, has led to the 
hygiene hypothesis, which states that the newborn infant’s immune system is 
skewed toward Th2 responses and needs timely and appropriate environmental 
stimulus to create a balanced immune response. Supporting this hypothesis, 
epidemiological and experimental evidence has shown an inverse correlation 
between Th1-induced microbial infections and atopic asthma. Similarly, some 
animal studies have demonstrated that exposure to Mycobacterium tuberculosis or 
to environmental mycobacteria is able to protect against the development of allergic 
responses. However the exact mechanism underlying this inhibition still remains 
poorly understood. This study aimed to evaluate the ability of BCG to suppress an 
established allergic response in a mouse model of OVA-induced airway 
inflammation. To achieve this, OVA sensitized and challenged BALB/c mice were 
twice treated with BCG via nasal and 21 days after the first treatment, mice were re-
challenged with OVA. Twenty-four hours after the last challenge, blood samples 
were collected to detect anti-OVA immunoglobulin isotypes, and bronchoalveolar 
lavage (BAL) was harvested for cell count. Additionally, lungs were collected for 
histological analysis, detection of EPO activity and measurement of cytokines and 
chemokines. The expression of CTLA-4, Foxp3 and IL-10 was also determined in 
lung tissue by flow cytometry. The data indicated that BCG treatment was able to 
inhibit an established allergic Th2-response by decreasing the allergen-induced 
eosinophilic inflammation, EPO activity, levels of IL-4, IL-13, CCL11 and serum 
levels of IgE and IgG1. Mycobacteria treatment increased lung levels of IFN-γ, IL-10 
and TGF-β, and expressions of Foxp3 and CTLA-4 in CD4+T cells. Additionally, an 
increased production of IL-10 by CD8+ T cells was observed, even though no 
detectable changes in CD4+IL-10+ was noticed. Altogether, these results suggest 
that the mechanism underlying the down-regulatory effects of BCG on OVA-induced 
airway inflammation appear to be associated with the induction of both Th1 and T 
regulatory immune responses. 
 

 

 

 

 

 

 

Key words: asthma; allergic airway inflammation; Mycobacterium bovis BCG; IgE; 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, a asma alérgica é uma doença 

que afeta cerca de 300 milhões de pessoas de todas as idades, em todo o mundo, 

sendo responsável por aproximadamente 250 mil mortes anualmente. A 

prevalência de asma está crescendo nas regiões economicamente avançadas do 

mundo, onde a exposição reduzida a agentes infecciosos está entre os fatores 

ambientais que podem modificar o sistema imunológico dos seres humanos e 

contribuir para o aumento desta prevalência. Atualmente, os principais mecanismos 

celulares e moleculares descritos como responsáveis por este fenômeno incluem 

mudanças no equilíbrio entre respostas imunológicas induzidas por linfócitos Th1, 

Th2 e Treg. 

A utilização de micobactérias na modulação da resposta imune no modelo 

murino de alergia pulmonar tem sido avaliada por alguns autores. O interesse pelo 

uso desses microrganismos nesses estudos justifica-se pelo fato destes induzirem 

um perfil de resposta Th1, com alta produção de IFN-, e essa produção pode ser 

mantida por longos períodos, uma vez que o bacilo pode ser administrado vivo. 

Existem evidências de que o tratamento com Mycobacterium bovis BCG é capaz 

de inibir uma resposta Th2 alérgeno-específica previamente estabelecida, sendo 

que alguns estudos sugerem o envolvimento de células Treg na diminuição da 

inflamação do trato respiratório, via produção das citocinas regulatórias IL-10 e 

TGF-. Entretanto, os mecanismos que levam à supressão dos parâmetros ligados 

à inflamação alérgica pulmonar não estão bem elucidados. Além deste fato, 

existem diferenças metodológicas, como a cepa micobacteriana pesquisada, o 

preparo das bactérias, tempo e as vias de inoculação, que interferem na 

modulação da resposta inflamatória pulmonar alérgica pelas micobactérias. Já foi 

demonstrado que a administração intranasal é efetiva em prevenir e reverter 

reações alérgicas pulmonares. 

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do 

tratamento intranasal com M. bovis BCG sobre o desenvolvimento da resposta 

alérgica, utilizando-se o modelo murino de alergia pulmonar induzido por 

ovalbumina.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Asma 

 

2.1.1 Definição  

 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas caracterizada 

por broncoconstrição intermitente, reversível espontaneamente ou após tratamento 

e que se manifesta clinicamente por episódios recorrentes de sibilância, dispnéia, 

aperto no peito e tosse (BOULET et al., 2012). A obstrução ao fluxo aéreo ocorre 

principalmente devido à hiperresponsividade brônquica a diferentes estímulos, 

resultando em uma inflamação contínua das vias aéreas, com hipersecreção de 

muco, infiltrado eosinofílico e remodelamento do trato respiratório (GINA, 2011). 

 Considerada uma doença complexa, a asma apresenta diferentes fenótipos 

de gravidade variável, decorrentes da combinação de fatores ambientais e 

genéticos (COOKSON, 2004;  SIMPSON et al., 2010). Neste contexto, de acordo 

com o fator desencadeante dos sintomas, a doença pode ser de origem não 

alérgica ou alérgica. A asma de origem não alérgica, denominada não atópica ou 

intrínseca, é definida por um teste cutâneo de hipersensibilidade negativo e pela 

não detecção de imunoglobulina (Ig) E específica no soro, sendo desencadeada 

por diversos fatores não alérgenos, como exercícios físicos e inalação de produtos 

químicos (WENZEL, 2006;2012). Embora este fenótipo esteja associado à 

manifestação de sintomas mais graves, esta é a forma menos comum de asma, 

afetando apenas 10% dos pacientes (BARNES, 2009). Por outro lado, a maioria 

dos indivíduos asmáticos apresenta a doença de origem alérgica, denominada 

asma extrínseca ou atópica, que se caracteriza pelo aumento sérico de IgE 

específica e/ou teste cutâneo de hipersensibilidade positivo (TAKHAR et al., 2007). 

Apesar de os mecanismos desencadeantes dos sintomas serem distintos, as 

manifestações clínicas da asma alérgica e não alérgica são similares, caracterizada 

principalmente por uma hiperresponsividade brônquica, com a presença de 

infiltrado celular nas vias aéreas (KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010).  

Com relação aos fatores genéticos, evidências sugerem que os diversos 

fenótipos da doença são secundários à interferência de vários genes, relacionados 

principalmente à produção de IgE alérgeno-específica e/ou mediadores 
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inflamatórios e ao desenvolvimento de hiperresponsividade brônquica (GINA, 

2011). Nesse sentido, pesquisas indicam várias regiões cromossômicas como 

associadas a uma maior predisposição ao desenvolvimento da asma, destacando-

se o gene ADAM33 (A disintegrin and metalloprotease 33). Embora não se 

conheça totalmente a função deste gene, o fato do mesmo ser expresso 

seletivamente nas células mesenquimais sugere que sua função esteja relacionada 

ao remodelamento brônquico característico da doença (HOLGATE et al., 2007).  

Até o momento, não há cura para a asma e o principal objetivo do 

tratamento é alcançar e obter o controle clínico dos sintomas.  De acordo com o 

nível de controle do paciente, pode ser administrado desde um beta-2 agonista 

inalatório de curta duração, para alívio de sintomas ocasionais, até corticosteroides 

orais. Estes devem ser utilizados apenas em pacientes com asma não controlada, 

administrando-se a menor dose possível, em decorrência dos potenciais efeitos 

adversos desses medicamentos, como o desenvolvimento de catarata e 

osteoporose. Ao lado do tratamento farmacológico, a educação do paciente e/ou 

familiares é também fundamental no manejo da asma, visando identificar e reduzir 

a exposição a alérgenos e irritantes, controlando desta forma os fatores capazes de 

intensificar os sintomas ou precipitar exacerbações da doença. Essas medidas 

podem prevenir a perda da função pulmonar, reduzindo hospitalizações e 

melhorando a qualidade de vida do paciente asmático (BALDI et al., 2012).  

 
2.1.2 Epidemiologia 

 

A asma é uma doença muito comum, acometendo aproximadamente 7 a 

10% da população mundial (Figura 1), o que corresponde aproximadamente a 300 

milhões de pessoas asmáticas. Estima-se que, nos próximos 15 a 20 anos, este 

número poderá alcançar 400 milhões de indivíduos, sendo que os novos casos 

deverão ocorrer, sobretudo, em crianças. Este é um dado preocupante, uma vez 

que a persistencia dos sintomas da doença por longo tempo está diretamente 

relacionada a um declínio progressivo da função pulmonar (DENLINGER et al., 

2007). 
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Figura 1. Prevalência mundial da asma  (MASOLI et al., 2004). 

 

No Brasil, a asma também representa um grave problema de saúde pública. 

Segundo dados do The International Study of Asthma and Allergy in Childhood 

(ISSAC) Steering Committee, a estimativa de prevalência situa-se em torno de 20% 

(PEARCE et al., 2007), sendo que a doença é responsável por cerca de 160.000 

internações hospitalares no Sistema Único de Saúde (SUS) por ano. Com relação 

à prevalência da doença em crianças, o país possui poucos estudos de base 

populacional sobre o assunto. Nas cidades brasileiras envolvidas no estudo ISAAC, 

a prevalência cumulativa de diagnóstico médico de asma em crianças de 6 a 7 

anos de idade variou de 4,5% a 20,4% (DE BRITTO et al., 2000;  SOLE et al., 

2007). Em um estudo realizado na região Sul do Brasil, verificou-se que a 

prevalência de atendimentos de emergência por asma é alta entre pré-escolares 

(31%) e que a gravidade da doença é um dos preditores dessas consultas 

(CHATKIN et al., 2000).  

Considerando-se os atendimentos de emergência e as hospitalizações, a 

asma exerce um forte impacto financeiro nos sistemas de saúde em todo o mundo, 

sendo responsável por cerca de 250 mil mortes anualmente (BOULET et al., 2012). 

Por ser uma doença crônica, esta enfermidade tem um importante custo financeiro 

e social, com um efeito negativo nas famílias e na sociedade. Além disso, a asma 
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tem um custo indireto elevado, já que os doentes podem ter limitada sua disposição 

para o trabalho. Desta forma, o indivíduo pode apresentar uma perda de 

produtividade, que irá se refletir em menor ganho financeiro e pior qualidade de 

vida para seus dependentes. Esta doença é também uma importante causa de 

ausência na escola e pode influenciar significativamente no desenvolvimento 

psicossocial e intelectual da criança portadora (DENLINGER et al., 2007).  

Embora não exista cura para a doença até o momento, a maioria das 

pessoas acometidas pela asma responde bem à terapia convencional. Entretanto, 

cerca de 5 a 10 % dos pacientes não respondem aos medicamentos tradicionais e 

podem apresentar a forma grave da doença, caracterizada por uma limitação 

permanente ao fluxo aéreo, cujas crises agudas podem levar à morte (ADCOCK; 

CARAMORI; CHUNG, 2008). No Brasil, os gastos com o tratamento desses 

indivíduos correspondem a mais de 50% dos custos de saúde associados à doença 

(BALDI et al., 2012). 

  

2.1.3 Resposta Imunológica na Asma Alérgica 

 

A reação inflamatória alérgica ocorre em decorrência de uma resposta 

imunológica exacerbada e inadequada a antígenos ambientais inócuos, 

denominados alérgenos. A resposta asmática alérgica inicia-se quando o alérgeno 

inalado é fagocitado e processado pelas células dendríticas presentes nas vias 

aéreas. O alérgeno é então apresentado aos linfócitos T “naïve”, que são ativados 

e direcionados a desenvolver uma resposta imunológica de perfil Th2, 

caracterizado pela secreção preferencial de citocinas do tipo 2, como interleucina-

(IL)-4, que induz a síntese de IgE específica pelos linfócitos B (HOLGATE, 2012). A 

IgE produzida liga-se então aos receptores de alta afinidade para a porção Fc de 

IgE (FcRI), presentes na superfície de mastócitos e basófilos (GALLI; TSAI, 2012). 

Esta fase inicial da resposta alérgica é denominada de sensibilização (Figura 2).  

A fase efetora da reação alérgica ocorre a partir do contato posterior do 

indivíduo com o alérgeno, que se liga ao complexo IgE- FcRI, promovendo a  

ativação e a degranulação de mastócitos e basófilos, que liberam mediadores 

inflamatórios, como histamina e  leucotrienos, além de citocinas. Essas substâncias 

promovem o aumento da permeabilidade vascular, a contração da musculatura 
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brônquica e a produção de muco. Essa reação é denominada hipersensibilidade 

imediata e caracteriza os sintomas asmáticos agudos (GALLI; TSAI, 2012). 

 

 

Figura 2. Resposta imunológica na asma alérgica. O alérgeno é fagocitado pelas células dendríticas 
e apresentado aos linfócitos T “naïve”, que adquirem um perfil T helper 2 e induzem a produção de 
IgE pelos linfócitos B. Estes anticorpos ligam-se aos receptores FcεRI presentes na superfície de 
mastócitos. Em um segundo contato do indivíduo com o alérgeno, este se liga a molécula de IgE, 
promovendo a degranulação dos mastócitos,que liberam mediadores inflamatórios responsáveis 
pelos sintomas asmáticos agudos. (Adaptado: COOKSON, 2004; HOLGATE; POLOSA, 2008) 

 

Seguindo essas alterações, a exposição ao alérgeno resulta em um infiltrado 

de células inflamatórias, incluindo os linfócitos Th2 que, ativados, produzem 

citocinas que acentuam o processo inflamatório alérgico. Essas substâncias atuam 

induzindo, principalmente, a síntese de IgE pelos linfócitos B (IL-4 e IL-13), a 

maturação de mastócitos (IL-3, IL-9 e IL-13), a maturação e sobrevivência de 

eosinófilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF), o recrutamento de basófilos (IL-3 e GM-CSF) e o 

aumento no tempo de sobrevivência dos próprios linfócitos Th2 (IL-4) (HOLGATE; 

POLOSA, 2008). 

Atualmente, sabe-se que a patologia da asma reflete as consequências de 

uma inflamação pulmonar persistente em decorrência da exposição repetida e 
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prolongada ao alérgeno. Além das alterações citadas anteriormente, essa situação 

leva à produção frequente de mediadores inflamatórios pelas células residentes, 

como células epiteliais e mastócitos (LAMBRECHT; HAMMAD, 2012). As células 

epiteliais liberam quimiocinas como a CCL5 (RANTES) e CCL11(eotaxina), que 

recrutam células inflamatórias, principalmente eosinófilos (BARNES, 2008). No 

local, os eosinófilos liberam substancias previamente armazenadas em seus 

grânulos, capazes de induzir lesão tecidual. Dentre essas substancias, destaca-se 

a peroxidase eosinofílica (EPO) e proteína básica principal (MBP) (BANDEIRA-

MELO; WELLER, 2005). Todas essas reações levam a uma alteração na fisiologia 

dos pulmões, com aumento na produção de muco pelas células caliciformes, 

hiperplasia de células epiteliais, fibrose pulmonar devido ao depósito de colágeno e 

metaplasia brônquica, podendo resultar no remodelamento pulmonar, que 

caracteriza o processo inflamatório crônico da asma  (BENAYOUN et al., 2003) 

(Figura 3).  

 

 

Figura 3. Alterações ocorridas na fisiologia pulmonar desencadeadas pelo alérgeno. (Adaptado 
LLOYD; HESSEL, 2010) 

 

Nos últimos anos tem ficado claro que o desequilíbrio do sistema 

imunológico ocorrido nas respostas alérgicas não pode ser atribuído 

exclusivamente ao desenvolvimento de uma resposta Th2 (Figura 4) (LLOYD; 

HESSEL, 2010). Desta forma, algumas pesquisas têm sido desenvolvidas com o 

objetivo de avaliar a participação de outros subtipos de linfócitos no processo 

inflamatório presente na asma, incluindo os linfócitos Th17 (CORRIGAN et al., 

2011;  SCHNYDER-CANDRIAN et al., 2006). Atualmente, são conhecidos seis 
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membros da família das citocinas IL-17 (IL-17A a IL-17F), sendo que IL-17A 

(conhecida como IL-17) e IL-17F exercem papel crucial na defesa do hospedeiro 

contra determinados patógenos, uma vez que induzem a produção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias (FERRETTI et al., 2003;  OUYANG; KOLLS; ZHENG, 

2008). Essas duas citocinas sinalizam através do complexo de receptores IL-17RA 

e IL-17RC (GAFFEN, 2009). Por outro lado, o receptor IL-17RA interage com o IL-

17RB para regular a sinalização da IL-17E, também denominada IL-25 (RICKEL et 

al., 2008).  

Estudos em camundongos indicam que há uma relação inversa entre a IL-25 

e a IL-17 na regulação da resposta alérgica. Em 2006, Schnyder-Candrian e 

colaboradores verificaram que a administração exógena de IL-17 resulta em uma 

supressão da resposta alérgica, através da inibição de células dendríticas e a 

síntese de CCL11. Por outro lado, a neutralização de IL-25 atenua a resposta 

inflamatória induzida pela ovalbumina, reduzindo a IL-13, o infiltrado eosinofílico e a 

hiperresponsividade brônquica. Esses efeitos são acompanhados de um aumento 

na produção de IL-17A (BARLOW et al., 2011). Em um estudo clínico, Corrigan e 

colaboradores (2011) constataram que, após o contato com o alérgeno, as vias 

aéreas de pacientes asmáticos expressam quantidades elevadas de IL-25 e seu 

receptor, sendo as células epiteliais do trato respiratório e os linfócitos Th2 as 

principais células produtoras desta citocina (ANGKASEKWINAI et al., 2007;  FORT 

et al., 2001).  

Ao lado da IL-25, a IL-33 e a TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) são 

também produzidas pelo epitélio do trato respiratório.  Conforme revisto 

recentemente por Lambrecht e Hammad (2012), essas citocinas interagem com 

células efetoras da resposta alérgica, como mastócitos, basófilos, eosinófilos e 

células endoteliais, além de induzir a proliferação de linfócitos Th2. Esses dados 

sugerem que essas substâncias atuem juntas no desenvolvimento da inflamação 

alérgica, promovendo a ligação entre as respostas imunológicas inata e adquirida.  

A complexidade do sistema imunológico evidencia que o desenvolvimento 

da resposta alérgica envolve outros mecanismos além dos citados acima. Neste 

âmbito, considerando-se a importância dos linfócitos T reguladores (Treg) na 

manutenção da homeostase imune, o papel dessas células no controle da resposta 

Th2 tem sido avaliado em diversos estudos (FRANCIS; TILL; DURHAM, 2003;  

LING et al., 2004;  MALOY et al., 2003;  MARK et al., 1998). Os linfócitos Treg 
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podem ser divididos em duas subpopulações, sendo que uma é proveniente do 

timo e ocorre naturalmente (nTreg) e a outra pode ser induzida através de estímulo 

antigênico e é antígeno-específica (TR1 ou iTreg). Os linfócitos Treg são 

caracterizados por coexpressarem os marcadores CD4 e CD25, além do fator de 

transcrição Foxp3, fundamental para o seu desenvolvimento e funcionamento. 

Essas células expressam também marcadores de superfície como o CTLA-4 

(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), que, embora não seja específico, auxilia na 

identificação dos linfócitos Treg (SHALEV et al., 2011). 

Estudos em modelos murinos demonstraram que as Treg são capazes de 

inibir respostas de memória tanto Th1 como Th2 (BELKAID; ROUSE, 2005). A 

ação supressora dessas células pode ser mediada através de diversos 

mecanismos, incluindo a inibição do amadurecimento e funcionamento das células 

dendríticas. Neste caso, o efeito inibidor depende do contato entre a Treg e o 

linfócito T CD4+ efetor e requer a participação de moléculas de superfície, como o 

CTLA-4. Esta molécula libera sinais inibidores após sua ligação aos receptores 

CD80 e CD86, expressos por células apresentadoras de antígeno e linfócitos T 

ativados. Esta ligação leva à supressão da resposta celular por impedir a indução 

dos sinais coestimulatórios desencadeados pela interação de CD28 e CD80/CD86 

(LLOYD; HAWRYLOWICZ, 2009). 

A supressão da resposta imune pelas células Treg pode ainda envolver a 

produção e secreção das citocinas inibidoras IL-10 e/ou TGF- (Transforming 

Growth Factor ) (MALOY et al., 2003). Com relação à supressão da resposta 

alérgica, essas citocinas podem atuar através de diversas vias, como a inibição de 

mastócitos, basófilos, eosinófilos e células dendríticas responsáveis por induzir 

respostas Th2 (LLOYD; HAWRYLOWICZ, 2009). Além disso, a IL-10 induz a troca 

do isotipo IgE para IgG protetora, que impede a ativação e degranulação de 

mastócitos e basófilos, uma vez que compete com a IgE para se ligar ao alérgeno 

(FISHER et al., 1990).  
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Figura 4. Células e citocinas envolvidas na resposta imune da asma alérgica. Os linfócitos Th2 
exercem papel crucial no desenvolvimento da resposta inflamatória alérgica, através principalmente 
da produção de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Estas citocinas atuam induzindo a produção de IgE pelos 
linfócitos B, além de promover a maturação de mastócitos e eosinófilos. Adicionalmente, as células 
epiteliais liberam IL-25, IL-33 e TSLP, que contribuem para a resposta alérgica, uma vez que 
induzem a proliferação de linfócitos Th2. Por outro lado, a resposta Th2 exacerbada pode ser 
regulada via produção de IL-10 e TGF-β pelos linfócitos T reguladores, que podem estar alterados 
em pacientes asmáticos. (Adaptado: HOLGATE; POLOSA, 2008) 
 
 

A participação dos linfócitos Treg no controle da inflamação alérgica tem 

sido confirmada através de algumas pesquisas, como no estudo de Ling e 

colaboradores (2004), cujas análises indicaram que as células Treg de pacientes 

alérgicos apresentam uma alteração funcional, quando comparados a indivíduos 

não atópicos. Além disso, já foi demonstrado que a indução dos mecanismos 

imunológicos reguladores suprime a ativação de linfócitos T desencadeada por 

alérgenos, além de regular a resposta Th2 (JOETHAM et al., 2007;  LI; SHEN, 

2009).  

Apesar dos avanços obtidos com relação ao conhecimento dos mecanismos 

desencadeados pelo alérgeno, muitas questões envolvendo o processo 
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inflamatório alérgico ainda são pouco ou nada conhecidas. Neste contexto, os 

estudos de alergia pulmonar em modelos animais experimentais são fundamentais, 

visto que fornecem informações relevantes acerca das diversas moléculas e 

células relacionadas ao desenvolvimento e manutenção da resposta alérgica. 

Desta forma, diferentes protocolos têm sido utilizados para a indução de alergia 

pulmonar em camundongos. Geralmente, o processo inflamatório é induzido a 

partir de uma sensibilização sistêmica com um antígeno solúvel, seguido por um 

período de desafio, que consiste na exposição inalatória repetida ao mesmo 

antígeno. Os modelos podem ser classificados em agudos ou crônicos, 

dependendo do tempo de exposição dos animais ao alérgeno. A escolha do 

modelo animal a ser utilizado depende da hipótese a ser investigada. Os modelos 

agudos são úteis para o estudo dos mecanismos que desencadeiam a inflamação 

ocorrida nos primeiros dias do processo alérgico, enquanto os modelos crônicos 

são os ideais para o estudo do remodelamento pulmonar e das mudanças 

fisiológicas ocorridas tardiamente (KIPS et al., 2003).  

 

2.2 Mycobacterium bovis BCG  

 

A cepa atenuada Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) é a 

única vacina disponível atualmente contra a tuberculose (GRIFFIN et al., 1999), 

doença infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (M. 

tuberculosis). A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que em 2010, em 

todo o mundo, surgiram cerca de 8,8 milhões novos casos de tuberculose, sendo 

que aproximadamente 1,5 milhões de mortes foram atribuídos à doença (GLAZIOU 

et al., 2011). Nos países em desenvolvimento, a tuberculose é a segunda maior 

causa de mortes por doença infecciosa em adultos, perdendo somente para a 

infecção com o vírus da imunodeficiência humana - HIV (ONOZAKI; RAVIGLIONE, 

2010).  

O contágio na tuberculose se dá mediante a inalação de ar contaminado por 

bacilos vivos, sendo o pulmão o órgão mais comum de manifestação da doença. 

Neste caso, geralmente os sinais e sintomas incluem tosse, febre e suores 

noturnos (BATES, 1980). A lesão típica observada na tuberculose é o granuloma e, 

em função da multiplicação lenta do M. tuberculosis, o processo inflamatório é 

brando e a doença tem evolução crônica (MAARTENS; WILKINSON, 2007).  
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O ressurgimento da tuberculose nos países desenvolvidos e o aumento 

mundial no número de casos novos, associado à epidemia da SIDA (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida), reafirmaram a necessidade da adoção de medidas 

visando o combate à doença (CORBETT et al., 2003). Neste contexto, o controle 

da transmissão do bacilo é fundamental e as principais estratégias envolvidas 

compreendem o diagnóstico precoce associado à prevenção do adoecimento por 

tuberculose nos infectados, por meio de quimioprofilaxia, e nos não infectados, por 

meio da vacina (VITORIA et al., 2009).  

Utilizado desde 1921, o BCG é uma vacina empregada em alguns países 

para a prevenção do desenvolvimento da forma grave da tuberculose em recém-

nascidos, visto que a mesma é ineficaz em conferir proteção contra a forma 

pulmonar da doença em adultos. O BCG, desenvolvido por Camille Calmett e 

Albert Guerin, corresponde a uma cepa atenuada do Mycobacterium bovis, que é o 

agente etiológico da tuberculose bovina (DOHERTY; ANDERSEN, 2005).  

A vacinação com BCG induz uma resposta imunológica similar à 

desenvolvida pela infecção natural com o M. tuberculosis, porém menos intensa 

(DOHERTY; ANDERSEN, 2005). O primeiro evento ocorrido após a entrada do 

bacilo no pulmão é a fagocitose pelas células dendríticas e macrófagos alveolares, 

sendo que outras células da resposta imune inata participam da resposta inicial, 

incluindo as células NK (Natural killer). Estas células também podem estar 

envolvidas na produção de IFN-, ao lado dos linfócitos T CD8+  (DHIMAN et al., 

2012). A resposta protetora efetiva contra o M. tuberculosis baseia-se na resposta 

imune celular, mediada predominantemente por linfócitos CD4+ Th1. A produção de 

IL-12 por macrófagos e células dendríticas é induzida após a fagocitose do bacilo e 

direciona o desenvolvimento da resposta Th1 com produção de IFN-, citocina 

importante para o controle da infecção (ERNST, 2012). Apesar do perfil de 

citocinas Th1 ser caracterizado na infecção por micobactérias, sabe-se que a IL-4, 

IL-10 e outros marcadores de ativação de linfócitos Th2 podem ser identificados em 

pacientes com tuberculose (DOHERTY; ANDERSEN, 2005). Portanto, acredita-se 

que a resposta imune observada na infecção pelo M. tuberculosis não possa ser 

interpretada apenas levando-se em conta a regulação dos subtipos de linfócitos 

Th1 e Th2 (Figura 5). 
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Figura 5. Resposta imunológica na tuberculose.  A fagocitose do bacilo por células dendríticas e 
macrófagos direciona o desenvolvimento de uma resposta imune de perfil T helper 1, caracterizado 

sobretudo pela produção de IFN-. Esta citocina é também produzida pelas células NK, que, ao lado 
dos linfócitos T CD4

+
 e T CD8

+
, também participam da resposta protetora contra a micobactéria. 

Adicionalmente, pode haver o envolvimento de linfócitos Th2 e T reguladores, via produção das 
citocinas IL-4, IL-13 e IL-10 e TGF-β, respectivamente. (Adaptado: SILVERMAN; DRAZEN, 2003) 

  

Como já demonstrado na resposta imunológica ao alérgeno e a diversos 

patógenos (BELKAID; ROUSE, 2005), existem evidências de que os linfócitos Treg 

também desempenham um papel importante na regulação da resposta imune do 

hospedeiro contra o M. tuberculosis (KURSAR et al., 2007). Diversos estudos 

anteriores demonstraram que a infecção com o M. tuberculosis e a vacinação com 

BCG induzem um aumento na expressão de RNAm de Foxp3, concomitante ao 

aumento de células Treg CD4+CD25+ no sangue periférico humano (GUYOT-

REVOL et al., 2006;  HANEKOM, 2005;  HOUGARDY et al., 2007;  RIBEIRO-

RODRIGUES et al., 2006).  

A inibição da função dos linfócitos T na tuberculose, evidenciada pela 

diminuição da produção de citocinas Th1 frente a estímulos específicos, pode estar 

relacionada a um aumento na produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 

e TGF-, pelos linfócitos Treg (DE LA BARRERA et al., 2004;  HIRSCH et al., 

1997). A produção destas citocinas pode, então, resultar em um efeito supressor, 

com um controle da proliferação e diferenciação celular e a diminuição das funções 
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efetoras das células imunes antígeno-específicas. Adicionalmente, existem 

evidências de que a função imunossupressora dos linfócitos Treg in vitro seja 

dependente de uma sinalização via CTLA-4, que inibe o sinal co-estimulatório nas 

células T efetoras (SHAFIANI et al., 2010).   

 

2.3 Hipótese da Higiene 

 

Nas últimas décadas, a prevalência da asma tem aumentado 

consideravelmente, sobretudo nos países desenvolvidos, principalmente em 

decorrência de mudanças no estilo de vida da sociedade ocidental (ALFVEN et al., 

2006). Além da predisposição genética, a exposição a poluentes ambientais e a 

alérgenos e outros produtos biológicos tem sido fortemente associada a um maior 

risco de desenvolvimento da asma (GILMOUR et al., 2006). Ultimamente, 

especula-se que outros fatores estejam envolvidos no aumento da prevalência da 

doença, incluindo o aumento da incidência de obesidade (JUEL et al., 2012), a 

alimentação (NAGEL et al., 2010), o aumento das infecções respiratórias virais 

(JACKSON et al., 2008) e a exposição diminuída a produtos microbianos durante a 

infância (“Hipótese da higiene”) (UMETSU et al., 2002;  WILLS-KARP; SANTELIZ; 

KARP, 2001). 

Originalmente proposta por Strachan (1989), a hipótese da higiene sugere 

que os cuidados com a saúde, como vacinação e uso excessivo de antibióticos, 

aliados a hábitos de higiene da vida moderna, têm reduzido a incidência de 

infecções durante a infância, favorecendo consequentemente o desenvolvimento 

de alergias. Desde então, estudos em diversos países investigaram a associação 

entre infecções durante a infância e a predisposição a doenças alérgicas. Algumas 

evidências foram encontradas (EGE et al., 2011;  SCHAUB et al., 2009;  

SHIRAKAWA et al., 1997), sugerindo que a exposição a microrganismos não 

patogênicos durante a infância induz a tolerância a alérgenos, protegendo contra o 

desenvolvimento de alergias (EL-ZEIN et al., 2010).  

Uma provável explicação para esse fato relaciona-se ao desenvolvimento do 

sistema imunológico durante a fase neonatal. Durante este período ocorre um 

predomínio de linfócitos Th2 (BARRIOS et al., 1996;  PRESCOTT et al., 1998), 

que, em indivíduos não alérgicos, diminuem gradualmente durante os primeiros 

dois anos de vida (PRESCOTT; MACAUBAS; HOLT; et al., 1998). Este período 
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coincide com o aumento na capacidade da produção da citocina IL-12, relacionada 

a respostas imunes de perfil Th1 (CHOUGNET et al., 2000). Em contrapartida, 

crianças alérgicas apresentam um aumento crescente nas respostas Th2 

(PRESCOTT; MACAUBAS; SMALLACOMBE; et al., 1998). Esses dados sugerem 

que o amadurecimento adequado do sistema imunológico requer a indução de uma 

resposta Th1 através do contato com determinados microrganismos. Este estímulo 

seria mediado principalmente pelo IFN-, que suprime a atividade dos linfócitos Th2 

(ROMAGNANI, 2007) (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Hipótese da higiene. Diversos fatores, incluindo a convivência ou não em famílias 
numerosas e/ou em creches, bem como uma maior ou menor exposição a determinados 
microrganismos, podem favorer ou proteger contra o desenvolvimento de doenças alérgicas. 
(Adaptado: WILLS-KARP; SANTELIZ; KARP, 2001). 

 

Embora existam trabalhos na literatura que ofereçam suporte à modulação 

da resposta alérgica Th2 por determinados patógenos, alguns dados evidenciam 

que o mecanismo envolvido nesta regulação não se restringe apenas à indução de 

uma resposta Th1, demonstrando que a dicotomia Th1/Th2 é insuficiente para 

explicar a hipótese da higiene. Neste contexto, um dado importante diz respeito aos 

resultados de alguns estudos populacionais, que indicam um aumento 

concomitante na prevalência de alergias e doenças autoimunes mediadas por 
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respostas Th1, como o diabetes tipo I e artrite reumatoide (BACH, 2002;  FSADNI 

et al., 2012;  SHEIKH; SMEETH; HUBBARD, 2003). Esses dados não podem ser 

explicados unicamente através da interpretação clássica da hipótese da higiene 

(STRACHAN, 1989), uma vez que era de se esperar que o aumento na prevalência 

das doenças alérgicas, em decorrência de uma menor indução de Th1, estivesse 

associado a uma redução de patologias mediadas por linfócitos Th1. Além deste 

fato, estudos recentes demonstraram que nem sempre a produção de IFN- por 

linfócitos Th1 auxilia no controle do desenvolvimento da resposta inflamatória 

alérgica. Ao contrário, em determinadas condições, essa citocina de perfil Th1 pode 

causar inflamação respiratória grave (HAYASHI et al., 2007).  

Outro argumento que contradiz a hipótese da higiene baseia-se na 

constatação da existência de uma relação inversa entre parasitoses e a incidência 

de atopias, sugerindo um efeito protetor de determinados helmintos sobre o 

desenvolvimento de doenças alérgicas (TRUJILLO-VARGAS et al., 2007). 

Considerando-se que ambas as patologias desencadeiam uma resposta imune de 

perfil Th2, a relação entre estas doenças deve envolver outros mecanismos 

diferentes do preconizado pela hipótese de Strachan (1989). Neste contexto, visto 

que uma das formas de evasão do sistema imunológico utilizada pelos parasitas 

envolve a modulação da resposta imune (MAIZELS et al., 2004), alguns estudos 

foram desenvolvidos para avaliar a participação de células Treg na inibição da 

resposta alérgica por esses patógenos. De fato, os resultados indicam que, apesar 

de desencadearem uma resposta Th2, os helmintos protegem contra o 

desenvolvimento da resposta alérgica através da indução de mecanismos 

reguladores, como a produção de IL-10 e/ou TGF-β (PACIFICO et al., 2009;  PARK 

et al., 2009), e a expressão da molécula moduladora CTLA-4 (OLIVEIRA et al., 

2009). Diante desses dados, constata-se que, embora a hipótese da higiene seja 

discutível, existem fortes evidências demonstrando a modulação da resposta 

imunológica alérgica por patógenos. 

Diante dessas informações, fica claro que, embora existam fortes evidências 

indicando a modulação da resposta imunológica alérgica por determinados 

microrganismos, a explanação inicial da hipótese da higiene é insuficiente para 

explicar a base imunológica desse efeito, enfatizando a necessidade de estudos 

que avaliem a participação de células e moléculas reguladoras nessa associação.  
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2.4 Asma alérgica e Micobactérias 

 

A observação de que a exposição a determinados microrganismos poderia 

conferir proteção contra doenças alérgicas levou ao desenvolvimento de estudos 

com o objetivo de esclarecer os mecanismos imunológicos envolvidos nessa 

associação. Vários autores propuseram experimentos utilizando o modelo murino 

de alergia pulmonar, juntamente com a administração de determinados patógenos, 

visando avaliar o efeito da resposta imune desencadeada pelo microrganismo 

sobre o desenvolvimento da inflamação alérgica (KUOLEE et al., 2008;  

WOHLLEBEN et al., 2003;  ZUANY-AMORIM; SAWICKA; et al., 2002). 

Os resultados demonstraram que determinados patógenos, como S. 

mansoni (PACIFICO et al., 2009) e Helycobacter pylori (ARNOLD et al., 2011), são 

capazes de restaurar o balanço natural de células Th1 e Th2 no modelo de alergia 

pulmonar (BACH, 2002;  KUOLEE et al., 2008;  WOHLLEBEN et al., 2003). De 

acordo com alguns estudos, estes agentes conseguem de alguma forma modificar 

o funcionamento das células apresentadoras de antígenos e, assim, induzir a 

produção de citocinas do tipo Th1, bem como induzir populações de linfócitos Treg. 

Estes, principalmente através de citocinas de ação imunossupressora, como a IL-

10, são capazes de atuar na modulação das respostas imunológicas Th1/Th2 

(FRANCIS et al., 2003;  MCGUIRK; MILLS, 2002). 

Neste contexto, o benefício do BCG e de outras micobactérias ambientais na 

prevenção do desenvolvimento da inflamação alérgica tem sido confirmado em 

diversos estudos experimentais. Inicialmente, os trabalhos de Erb e colaboradores 

(1998) e Herz e colaboradores (1998) demonstraram que o tratamento com BCG 

por via intranasal (i.n.) é capaz de inibir uma resposta Th2 alérgeno-específica 

previamente estabelecida, promovendo uma redução significativa na produção de 

muco e na inflamação eosinofílica. No trabalho de Nahori e colaboradores (2001), 

ficou constatado que a administração i.n. de BCG em camundongos recém-

nascidos, com background Th2, é capaz de suprimir a eosinofilia e a 

hiperreatividade brônquica induzidas por alérgeno nos animais quando adultos. Os 

autores sugerem o efeito profilático do BCG, quando administrado em 

camundongos recém-nascidos.  

Em 2002, Hopfenspirger e Agrawal analisaram o efeito do BCG e do 

Mycobacterium vaccae administrados por via i.n. ou intraperitoneal (i.p.) em 
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animais pré-sensibilizados com OVA. Estes autores concluíram que o efeito 

inibitório promovido pelas micobactérias é IgE independente e enfatizaram o 

potencial terapêutico destes  microrganismos. Além disso, verificaram que 

imunização i.n. é mais efetiva, demonstrando a importância do efeito da 

administração local de antígenos. 

A partir de um estudo experimental, Zuany-Amorin, Sawicka e colaboradores 

(2002) sugeriram que outros fatores estejam envolvidos na supressão dos 

caracteres patológicos da asma alérgica. Os autores utilizaram cepas mortas de 

Mycobacterium vaccae para induzir células Treg secretoras de IL-10 e TGF-β, que 

promoveram a diminuição da inflamação do trato respiratório, independente da 

produção de IFN-. Também com o objetivo de investigar a indução de linfócitos 

Treg pelo BCG, Li e Shen (2009) constataram um aumento significativo na 

expressão de Foxp3 por células Treg, após vacinação subcutânea com BCG.  

É importante ressaltar que a maior parte desses estudos avaliou o efeito 

profilático das micobactérias sobre a resposta inflamatória alérgica, quando o 

microrganismo foi administrado antes da sensibilização com o alérgeno (ERB et al., 

1998;  HERZ et al., 1998;  NAHORI et al., 2001).  Poucos trabalhos avaliaram a 

capacidade desses agentes em atenuar um estado alérgico pré-existente 

(HOPFENSPIRGER; AGRAWAL, 2002;  WANG; ROOK, 1998). Neste sentido, Smit 

e colaboradores (2003) demonstraram que a administração de M. vaccae durante o 

período de desafio com o alérgeno melhora os sintomas asmáticos, como a 

hiperresponsividade brônquica e o infiltrado eosinofílico. No estudo de Adams e 

colaboradores (2004), a melhora na inflamação pulmonar alérgica foi acompanhada 

de um aumento na expressão de RNAm de IL-10 e TGF-β.  

Embora existam evidências de uma relação inversa entre infecção 

micobacteriana e desenvolvimento de asma alérgica, os mecanismos pelos quais a 

micobactéria inibe as respostas inflamatórias não estão ainda completamente 

elucidados. A indução do perfil de linfócitos Th1 na asma é de grande interesse e 

diversos esquemas terapêuticos têm como objetivo o desenvolvimento deste tipo 

de resposta imunológica para reduzir a inflamação alérgica (SILVERMAN; 

DRAZEN, 2003). Neste sentido, apesar de os produtos micobacterianos serem 

utilizados há algum tempo como potentes indutores do perfil Th1, pesquisas 

direcionadas à avaliação terapêutica do BCG na asma alérgica são recentes (CHOI 

et al., 2007). Considerando, portanto, que há uma carência de estudos envolvendo 
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a ação terapêutica do BCG sobre um processo alérgico, este estudo tem como 

proposta avaliar os efeitos do tratamento com Mycobacterium bovis BCG na 

modulação de diferentes parâmetros imunológicos envolvidos na resposta alérgica 

previamente estabelecida em camundongos submetidos a um modelo murino de 

alergia pulmonar.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito do tratamento com Mycobacterium bovis BCG sobre a 

resposta imunológica de camundongos submetidos ao modelo de alergia pulmonar 

experimental.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Administrar Mycobacterium bovis BCG, por via intranasal, a camundongos 

BALB/c submetidos ao modelo de alergia pulmonar experimental; 

 Realizar contagem total e específica de células no lavado broncoalveolar 

(LBA); 

 Determinar a atividade da peroxidase eosinofílica (EPO) no homogenato 

pulmonar através de ensaio enzimático; 

 Avaliar a produção das quimiocinas CCL5 e CCL11, e das citocinas IL-4, IL-

5, IL-13, IFN-, IL-25, IL-10 e TGF- no sobrenadante do homogenato 

pulmonar, através de ELISA; 

 Avaliar o infiltrado celular e a produção de muco no tecido pulmonar nos 

cortes histológicos corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e Ácido 

Periódico de Schiff (PAS), respectivamente;  

 Analisar os níveis séricos de IgE, IgG1 e IgG2a específicas anti-OVA, 

através de ELISA; 

 Analisar a expressão dos marcadores celulares, CTLA- 4 e Foxp3 e da 

citocina intracelular IL-10 pelas células do pulmão, através de citometria de 

fluxo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, fêmeas, com 

aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de 

Biologia da Reprodução (CBR-UFJF) e mantidos no setor de manutenção e 

experimentação do Laboratório de Imunologia do ICB-UFJF. Os camundongos 

foram mantidos em gaiolas-padrão e estante climatizada, tendo como forma de 

alimentação ração própria e água, exclusivamente.  

O protocolo experimental realizado neste trabalho está de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), e foi aprovado pela Comissão de Ética na 

Experimentação Animal (CEEA) da Pró-reitoria de Pesquisa da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, sob o número 027/2008. 

 

4.2 Grupos experimentais 

 

Os animais foram separados de acordo com as soluções utilizadas para 

sensibilização, desafio e tratamento, como especificado a seguir: (i) PBS 

(sensibilização, desafio e tratamento com PBS); (ii) BCG (sensibilização e desafio 

com PBS, seguido de tratamento com BCG); (iii) OVA (sensibilização e desafio 

com OVA); OVA/BCG (sensibilização e desafio com OVA, seguido de tratamento 

com BCG) (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Grupos de animais utilizados no protocolo, de acordo com os procedimentos adotados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos de animais 
(n = 5) 

Sensibilização / Desafio Tratamento 

PBS PBS PBS 

BCG PBS BCG 

OVA OVA PBS 

OVA/BCG OVA BCG 
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4.3 Indução do modelo de alergia pulmonar experimental 

 

Conforme protocolo de indução de alergia pulmonar experimental 

previamente estabelecido no Laboratório de Imunologia do ICB-UFJF, os animais 

foram sensibilizados com OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) 

através de duas injeções intraperitoneais de 3 µg de OVA com 1 mg de hidróxido 

de alumínio (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) nos dias 0 e 14. 

Posteriormente, os camundongos foram desafiados com OVA a 1%, através de 

nebulização durante 20 minutos/dia (Inalatec Plus, NSR Ind. Com. e Repr. Ltda, 

SP, Brasil) nos dias 28 a 30 e 34, 41 e 63 do experimento (Figura 7). 

 

 
 
Figura 7. Representação esquemática do tempo de sensibilização/desafio com OVA e tratamento 
com BCG. 

 

4.4 Tratamento com Mycobacterium bovis BCG 

 

Inicialmente, o Mycobacterium bovis BCG cepa Moreau (Fundação Ataupho 

de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) foi cultivado por 28 dias em meio Lowenstein-

Jensen.  A administração de BCG foi realizada nos 35o e 42o dias do experimento, 

quando os animais foram imunizados por via intranasal, com uma dose de 2 x105 

CFU de BCG diluído em 0.05 mL de tampão fosfato - PBS (Figura 7). 

 

4.5 Obtenção do material biológico 

 

Todas as amostras biológicas foram obtidas 24 h após o último desafio com 

OVA. Os animais foram sacrificados no 64o dia do protocolo, através de dose letal 

de solução de ketamina (90 mg/Kg, Syntec, Brasil) e xilasina (10 mg/kg, Agener 

União, Brasil) por via intraperitoneal. Os materiais foram armazenados 

individualmente, mantidos sob refrigeração até serem realizadas as análises. 
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4.5.1 Coleta do soro 

 

O sangue foi coletado a partir de punção venosa no plexo braquial. As 

amostras foram centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos à TA (Centrífuga 5410, 

Eppendorf, Alemanha) para obtenção do soro, que foi armazenado a -20oC até 

análise de imunoglobulinas pelo método de ELISA. 

 

4.5.2 Coleta e processamento do lavado broncoalveolar (LBA) para 

contagem total e específica de células  

 

O LBA foi coletado imediatamente após o sacrifício dos animais, através da 

inserção de sonda (CPL Medical’s, São Paulo, SP, Brasil) na traquéia exposta. Os 

pulmões foram então lavados com 1.0 mL de PBS (NEUHAUS-STEINMETZ et al, 

2000). O LBA coletado foi utilizado para a contagem total de células e, logo após, 

foi centrifugado a 440 x g, por 15 minutos a 4oC (CR 312, Thermo Electron 

Corporation, EUA). O sedimento foi utilizado para análise da expressão de 

marcadores celulares através de citometria de fluxo e para contagem diferencial de 

células através de cytospin. 

 

4.5.3 Coleta do pulmão para dosagem de citocinas, quimiocinas, EPO, 

análise histológica e expressão de marcadores celulares 

 

Após a coleta do LBA, a caixa torácica do animal foi recortada 

longitudinalmente e o tecido pulmonar foi lavado através de uma perfusão com 10 

mL de PBS gelado. Para a obtenção do homogenato, 100 mg do lobo esquerdo do 

pulmão foi macerado em 1 mL de PBS contendo inibidores de proteases (0,1 mM 

fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10 mM EDTA e 2 L de 

aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras foram então centrifugadas a 440 x g, 

por 15 minutos a 4oC (CR 312, Thermo Electron Corporation, EUA). Os 

sobrenadantes foram armazenados a -20oC, até serem utilizados para dosagem de 

citocinas e quimiocinas através de ELISA.  

O sedimento do homogenato pulmonar foi processado para determinação da 

atividade da EPO. Após lise das hemácias, as amostras foram novamente 

centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4oC (CR 312, Thermo Electron 



 
 Material & Métodos 

44 

 

Corporation, EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido 

em 1,9 mL de hexadeciltrimetil brometo de amônio (HTAB) 0,5% em PBS e 

homogeneizado. A seguir, as amostras foram congeladas três vezes em nitrogênio 

líquido e centrifugadas conforme condições descritas acima. O sobrenadante foi 

utilizado no ensaio enzimático. 

Para análise da expressão de marcadores celulares, as células do pulmão 

foram isoladas conforme descrito a seguir: o pulmão foi cortado em pequenos 

pedaços e digerido em 0,5 mL de solução salina balanceada de Hank’s (HBSS) 

contendo Colagenase Tipo I (Sigma-Aldrich) na concentração de 0,085 g/mL, e 

incubados por 50 minutos a 37oC. Em seguida, a amostra digerida foi filtrada (Cell 

Strainer 70UM – BD Biosciences) e centrifugada por 250 x g por 10 minutos. O 

sedimento foi então lavado com uma solução de lise contendo cloreto de amônio 

0,16 M e Trisbase 0,17 M. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 1 mL 

de meio RPMI completo e 10 µL da suspensão celular foi misturada a 10 µL de 

corante Trypan Blue (Sigma-Aldrich). Logo após, as células foram contadas em 

microscópio ótico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) e a viabilidade celular foi 

determinada. 

 

4.6 Contagem total e específica de células no LBA 

 

A contagem total de células no LBA foi realizada utilizando-se o corante 

Trypan Blue (Sigma-Aldrich). As células foram contadas em câmara de Neubauer e 

os resultados foram expressos como número específico de células x 103 / mL de 

LBA. O sedimento do LBA foi utilizado para a contagem diferencial de leucócitos, 

através de cytospin. Resumidamente, 200 μL do sedimento do LBA, contendo 

aproximadamente 1x105 células, foram citocentrifugados a 20 x g por 5 minutos à 

TA (FANEM 248, São Paulo, Brasil). Posteriormente, as lâminas foram coradas 

com hematoxilina/eosina com o corante Instant Prov (Newprov, PR, Brasil), sendo 

contadas de 100 a 200 células por lâmina, com o auxílio de microscópio ótico Zeiss 

(Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 400X.  
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4.7 Determinação da atividade de peroxidase eosinofílica (EPO) nas células 

do homogenato pulmonar 

 

Para análise da produção de EPO, 75 L do sobrenadante do homogenato 

pulmonar foram colocados em uma placa de 96 poços, juntamente com 75 L de 

substrato contendo 1,5 mM de ortofenileno-diamina (OPD) em tampão tris-HCl- 

0,075 mM (pH = 8,0), acrescido de H2O2 6,6 mM. As amostras foram incubadas por 

30 minutos à TA, no escuro. A reação foi interrompida com 50 L de H2SO4 1 M e a 

leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax 190, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

 

4.8 Dosagem de citocinas e quimiocinas no homogenato pulmonar através 

de ELISA 

 

O sobrenadante do homogenato pulmonar foi utilizado para as dosagens de 

IL-4, IL-5, IL-10, IFN-, TGF-β, (BD OptEIA - BD Biosciences, EUA); e IL-13,  IL-25, 

CCL5 e CCL11 (R&D Diagnostics - EUA), seguindo-se as instruções dos 

fabricantes. Resumidamente, placas de 96 poços foram sensibilizadas com o 

anticorpo de captura diluído em tampão e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas 

foram lavadas em PBS Tween 20 0,05 % (PBST), seguindo-se um bloqueio dos 

sítios inespecíficos da placa por 1 hora.  Posteriormente, após lavagem das placas, 

foram adicionados as citocinas recombinantes nas concentrações indicadas, para 

obtenção das curvas-padrão, assim como as amostras do sobrenadante de tecido 

pulmonar de cada animal. Após incubação por 2 horas à TA, as placas foram 

lavadas e o segundo anticorpo foi adicionado, seguindo-se uma incubação por 1 

hora a TA, quando as placas foram lavadas e foi adicionado o substrato. A reação 

foi interrompida com H2SO4 1 M e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de 

microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA).  
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4.9 Dosagem sérica de anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a anti-OVA 

 

A avaliação da produção dos isotipos IgE, IgG1 e IgG2a específicos anti-

OVA foi analisada através de ELISA.  Resumidamente, após a sensibilização com 

10 L de OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) em 1 mL de 

tampão carbonato (100 L/poço), as placas foram incubadas a 4oC por 18 horas e 

lavadas a seguir com PBST. Após bloqueio com 5% de caseína em PBST (200 

L/poço), as placas foram lavadas e as amostras de soro foram adicionadas, nas 

concentrações de 1:20 (IgE) e 1:100 (IgG1 e IgG2a), seguindo-se uma incubação 

por 1 hora. A seguir, as placas foram novamente lavadas e os anticorpos anti-IgE, 

anti-IgG1 e anti-IgG2a biotinilados (PharmingenTM, Becton Dickinson, San Diego, 

CA, USA) foram adicionados. A estreptavidina marcada com peroxidase 

(PharmingenTM, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi adicionada após 

incubação (1 hora a TA) e lavagem das placas. A seguir, a reação foi revelada pela 

adição de substrato contendo ácido cítrico 0,1 M, citrato de sódio 0,1 M, água 

destilada, cromógeno OPD e H2O2 30%. A reação foi bloqueada com H2SO4 4 N e 

a leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm (SpectraMax 190, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A detecção do anticorpo específico foi 

quantificada como densidade ótica (DO) em leitor de microplacas (SpectraMax 190, 

Molecular Devices, EUA). 

 

4.10 Análise da expressão de marcadores pelas células do pulmão através 

de citometria de fluxo 

 

Para a análise da expressão de marcadores celulares, o sedimento do 

pulmão processado foi ressuspendido em 50 L de PBS.  Seguindo-se instruções 

do fabricante (BD Biosciences), as células foram marcadas em sua superfície com 

os anticorpos anti-CD4 PerCP, anti-CD8 PerCP,  anti-CD152 PE.  Para marcação 

intracelular, após incubação por 30 minutos a 4°C, as células foram fixadas 

(Cytofix) e permeabilizadas (Cytoperm), conforme indicado no kit (BD Biosciences). 

A seguir, as células foram centrifugadas a 250 x g por 10 minutos, a 4oC. O 

sobrenadante foi descartado e as células presentes no sedimento foram marcadas 

e incubadas por 30 minutos, a TA, com anticorpo anti-Foxp3 Alexa 488 e anti-IL-10 
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PE  (BD Biosciences). Em seguida, as células foram lavadas com o tampão de 

diluição, contendo 2% de soro fetal bovino (SFB), 0,1% de azida sódica e PBS. 

Após centrifugação a 250 x g por 10 minutos a 4oC, o sobrenadante foi descartado 

e as células foram ressuspendidas em 200 L de solução de paraformaldeído a 1% 

em PBS. Os tubos foram armazenados no escuro a 4°C até a análise de citometria 

de fluxo de três cores, utilizando-se 20.000 eventos para cada amostra, no 

aparelho FACScalibur® (Becton Dickinson, EUA). Os gates de linfócitos foram 

selecionados através de tamanho e granulosidade específicos. O cálculo do 

número total de células de cada população foi obtido através da contagem das 

porcentagens versus o número total de linfócitos isolados. As análises percentuais 

das populações estudadas foram obtidas através do software CellQuest® (Becton 

Dickinson, EUA). 

 

4.11 Avaliação histológica 

 

Para avaliação histológica, o lobo pulmonar direito de cada animal foi fixado 

em solução de formol tamponado 10% por 24 horas. Após os procedimentos 

rotineiros de inclusão em parafina, foram realizados cortes de 4 µm de espessura, 

semi-seriados e as lâminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE), para 

análise do infiltrado celular, e pelo Ácido Periódico de Schiff (PAS), para análise da 

produção de muco pelas células caliciformes. Após coloração, os cortes foram 

dispostos sobre lâminas e montados em lamínulas com Entellan (1.07961, Merck, 

Alemanha). As amostras foram observadas em toda sua extensão em microscópio 

óptico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha), por dois avaliadores independentes, 

calibrados e cegados em relação aos grupos. Após observação, para captura 

fotográfica digital, foram selecionados de 3 a 5 campos do lobo pulmonar direito por 

lâmina, para análise do infiltrado inflamatório (aumento de 100X e 400X). As áreas 

peribronquiolares e perivasculares foram avaliadas de acordo com o grau de 

infiltrado celular inflamatório, ao qual foram atribuídos escores de 0 a 5 para cada 

campo (LEE et al., 2009) (LEE et al, 2009). 

- 0, ausência de processo inflamatório;  

- 1, células inflamatórias esparsas;  

- 2, uma camada de células inflamatórias ao redor da estrutura avaliada; 

- 3, anel de células inflamatórias contendo 2 a 4 camadas;  
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- 4, aglomerado focal de células inflamatórias ao redor da estrutura;  

- 5, infiltrado inflamatório intenso. 

A avaliação da produção de muco pelas células caliciformes foi realizada 

nos cortes pulmonares corados com PAS e foi expressa através da contagem do 

número de células PAS positivas por 100 µm2 de tecido pulmonar, em aumento de 

400X.   

 

4.12 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad 

Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA). Os resultados apresentados são 

representativos de pelo menos dois experimentos independentes. As variáveis 

numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade de 

Kolmogorov-Smirnov para distribuição gaussiana dos dados. Posteriormente, foram 

utilizados o Teste t não pareado para os dados paramétricos e o teste de Mann 

Whitney para os dados não paramétricos. O nível de significância admitido para os 

testes foi de P ≤ 0,05 (5%). Os dados estão expressos como média  erro padrão 

da média. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito da administração intranasal de BCG sobre a inflamação alérgica 

pulmonar induzida por OVA 

 

5.1.1 Contagem total e específica de células no LBA 

 

Inicialmente, foi avaliado o efeito da administração i.n. do M. bovis BCG 

sobre a inflamação pulmonar alérgica induzida pela OVA. Os animais dos grupos 

BCG e OVA/BCG foram tratados com 2 x 105 UFC de M. bovis BCG nos 35o e 42o 

dias do protocolo. Para comparação, um grupo de animais foi 

sensibilizado/desafiado com OVA e tratado com PBS i.n (grupo OVA). Estes 

animais desenvolveram inflamação alérgica pulmonar, demonstrada pelo aumento 

no número total de células (Figura 8a), eosinófilos (Figura 8b), neutrófilos (Figura 

8c), linfócitos (Figura 8d) e macrófagos (Figura 8e) no LBA, quando comparados 

aos animais sensibilizados e desafiados com PBS (grupo PBS). O tratamento com 

BCG reduziu consideravelmente o infiltrado celular induzido pela OVA, diminuindo 

significativamente o número total de células, eosinófilos e linfócitos presentes no 

LBA dos animais do grupo OVA/BCG. Por outro lado, o LBA dos animais do grupo 

BCG apresentou contagem de células similar à apresentada pelos animais do 

grupo PBS, excetuando a contagem de macrófagos, cujos números aumentaram 

no LBA dos animais tratados com BCG. 
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Figura 8. Contagem total e específica de células no LBA, através de cytospin. Número total de 
células (a); eosinófilos (b); neutrófilos (c); linfócitos (d) e macrófagos (e). Os resultados são 

representativos de três experimentos independentes e os dados correspondem à média  EPM. 
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5.1.2 Atividade de EPO e níveis de quimiocinas (CCL11 e CCL5) no 

homogenato pulmonar 

 

Visto que a EPO está presente em grande quantidade no interior dos 

grânulos dos eosinófilos e que esta enzima pode contribuir para a inflamação 

alérgica pulmonar, a avaliação de sua atividade foi utilizada como medida indireta 

da infiltração eosinofílica nos pulmões. Os resultados demonstraram que a 

administração i.n. de BCG reduziu significativamente a atividade de EPO nos 

pulmões dos animais alérgicos, quando comparados aos animais alérgicos tratados 

com PBS (Figura 9a). 

Com relação às quimiocinas, considerando que CCL11 (eotaxina) e CCL5 

são mediadoras no recrutamento, respectivamente, de eosinófilos e linfócitos T 

principalmente (BARNES, 2008), a expressão dessas substâncias foi avaliada no 

tecido pulmonar dos animais estudados. Em comparação aos animais não 

alérgicos (grupos PBS e BCG), houve um aumento significativo na expressão de 

CCL11(Figura 9b) e CCL5 (Figura 9c) pelas células pulmonares dos animais 

alérgicos (grupos OVA e OVA/BCG). Verificou-se que, em conformidade com a 

diminuição do infiltrado eosinofílico observada no LBA dos animais alérgicos 

tratados, a administração com a micobactéria reduziu significativamente os níveis 

de CCL11 no pulmão desses animais (grupo OVA/BCG) (Figura 9b). Por outro 

lado, embora tenha ocorrido uma redução nos níveis de CCL5 nos pulmões dos 

animais do grupo OVA/BCG, quando comparados ao grupo OVA, essa diferença 

não foi estatisticamente significativa (Figura 9c).  
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Figura 9. Atividade de EPO (a) e níveis das quimiocinas CCL11 (b) e CCL5 (c) no homogenato 
pulmonar. Os resultados são representativos de três experimentos independentes e as barras 
representam a média +/- EPM. EPO: peroxidase eosinofílica; DO: densidade óptica; n.s.: não 
significativo. 
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5.1.3  Análise histológica 

 

A análise dos cortes histológicos dos pulmões dos animais alérgicos não 

tratados (grupo OVA) demonstrou a presença de intenso infiltrado inflamatório 

perivascular e peribronquiolar, em comparação ao grupo PBS.  Por outro lado, a 

administração de BCG aos animais alérgicos (grupo OVA/BCG) reduziu 

significativamente o infiltrado inflamatório pulmonar, quando comparados aos 

animais do grupo OVA (Figura 10a). Através da avaliação semiquantitativa do 

infiltrado celular, foi atribuído um escore médio 4 para os pulmões dos animais do 

grupo OVA. Este valor reduziu significativamente, após tratamento com o BCG, 

sendo que os pulmões dos animais do grupo OVA/BCG apresentaram um escore 

médio abaixo de 3 (Figura 10c).  Com relação aos grupos PBS e BCG, os pulmões 

destes animais apresentaram características histológicas compatíveis com a 

normalidade (Figuras 10a e 10c).  

Outra análise histológica contemplada neste estudo envolveu a avaliação da 

produção de muco pelas células caliciformes, presentes no pulmão. Essas células 

estão envolvidas no processo inflamatório crônico desencadeado por alérgenos. 

Em conformidade com a análise histológica, a análise morfométrica demonstrou 

que os pulmões dos animais alérgicos (grupo OVA) apresentaram intensa 

produção de muco pelas células caliciformes (Figuras 10b e 10d).  Referente aos 

animais do grupo OVA/BCG, ambas as análises evidenciaram que o tratamento 

com BCG reduziu significativamente a presença de muco nos pulmões desses 

animais. Já os pulmões dos animais dos grupos PBS e BCG apresentaram pouca 

ou nenhuma produção de muco.    
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Figura 10. Análise histológica das amostras do parênquima pulmonar dos animais estudados.  
Coloração com HE (10a); coloração com PAS (10b); escore de inflamação peribronquiolar (10c) e 
número de células caliciformes / 100µm

2 
(10d), nos grupos PBS; BCG; OVA e OVA/BCG. Os 

resultados são representativos de dois experimentos independentes e as barras representam a 
média +/- EPM.  
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5.2 Efeito da administração intranasal de BCG sobre os níveis séricos de 

anticorpos específicos anti-OVA 

 

Com o objetivo de avaliar se a administração intranasal de BCG poderia 

exercer um efeito modulador sistêmico sobre a resposta inflamatória alérgica, os 

níveis séricos dos isotipos IgE, IgG1 e IgG2a específicos anti-OVA foram 

analisados através de ELISA. Os animais do grupo OVA apresentaram níveis 

séricos elevados de IgE e IgG1a anti-OVA, quando comparados aos animais do 

grupo PBS (Figuras 11a e 11b). Já os animais alérgicos tratados com BCG 

apresentaram redução significativa nos níveis séricos desses isotipos, enquanto 

houve um aumento na produção de IgG2a específica anti-OVA, isotipo que está 

relacionado ao perfil  Th1 de resposta imune (Figura 11c).  



 
 Resultados 

57 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Análise dos níveis séricos de anticorpos específicos anti-OVA. Os dados correspondem 
à média da produção dos isotipos IgE (a), IgG1 (b) e IgG2a (c) – específicos anti-OVA no soro, 
detectados por ELISA. Os resultados são representativos de dois experimentos independentes e as 
barras representam a média +/- EPM.  
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5.3 Efeito da administração intranasal de BCG sobre os níveis de citocinas 

no homogenato pulmonar 

 

Diversos fatores, como a ação de citocinas e quimiocinas, influenciam o 

desenvolvimento de resposta imune de perfil Th2. Para avaliar se a redução da 

inflamação alérgica pulmonar induzida pela OVA estava associada a um desvio de 

resposta imune de perfil Th2 para Th1, e também para estudar o efeito do 

tratamento com BCG sobre os níveis de IL-25, as citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IFN- e 

IL-25 foram dosadas no sobrenadante do homogenato pulmonar através de ELISA. 

Inicialmente, a análise dos resultados confirmou a indução de uma resposta 

imunológica de perfil Th2 no modelo experimental proposto, visto que houve um 

aumento significativo nos níveis de IL-4, IL-5 e IL-13 nos pulmões dos animais 

sensibilizados e desafiados com a OVA (Figuras 12a, 12b e 12c). Por outro lado, os 

pulmões dos animais alérgicos tratados com BCG (grupo OVA/BCG) apresentaram 

redução significativa nos níveis de IL-4 e IL-13 (Figuras 12a e 12c). Houve também 

redução de IL-5, embora não tenha ocorrido uma diferença estatística entre os 

grupos (Figura 12b).  

Com relação à análise de IFN-, verificou-se que o tratamento com o BCG 

aumentou os níveis desta citocina nos pulmões dos animais tratados, alérgicos ou 

não, quando comparados aos animais do grupo PBS. Da mesma forma, os 

pulmões dos animais alérgicos (grupo OVA) também apresentaram níveis elevados 

de IFN- (Figura 12d).  

Com relação à análise de IL-25, verificou-se que, quando comparados aos 

animais do grupo PBS, houve um aumento significativo nos níveis desta citocina 

nos pulmões dos animais dos demais grupos avaliados (BCG, OVA e OVA/BCG). 

No entanto, entre estes grupos (BCG, OVA e OVA/BCG) não houve diferença nos 

níveis de IL-25, embora haja uma tendência a um aumento nesta citocina nos 

animais alérgicos tratados com BCG (Figura 12e). 

Visto que as citocinas TGF-β e IL-10 estão relacionadas à atividade 

reguladora da resposta imune, investigou-se se a secreção destas citocinas estaria 

aumentada nos pulmões dos animais alérgicos tratados com BCG. Comparando-se 

estes animais (grupo OVA/BCG) com os animais alérgicos não tratados (grupo 

OVA), constatou-se que a administração de BCG induziu um aumento significativo 
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nos níveis tanto de IL-10 (Figura 12f), quanto de TGF-β (Figura 12g), sugerindo que 

a produção dessas citocinas esteja envolvida no mecanismo imunomodulador 

exercido pela micobactéria. As análises demonstraram ainda que, quando 

comparados aos animais dos grupos não alérgicos, não tratados (grupo PBS), os 

animais dos demais grupos apresentaram níveis elevados de TGF-β.  
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Figura 12. Níveis de citocinas IL-4 (a), IL-5 (b), IL-13 (c), IFN- (d), IL-25 (e), IL-10 (f) e TGF-β (g) no 
homogenato pulmonar dos animais estudados, detectados pelo método de ELISA. Os resultados 
são representativos de tres experimentos independentes e os dados correspondem à média +/- 
EPM. n.s., não significativo.  
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5.4 Análise da expressão de marcadores pelas células do pulmão  

 

Para investigar se o efeito imunomodulador do BCG sobre o 

desenvolvimento da alergia pulmonar envolveu a presença de linfócitos T 

reguladores, a expressão dos marcadores Foxp3 e CTLA-4 pelas células 

provenientes do pulmão dos animais estudados foi avaliada através de citometria 

de fluxo. As análises revelaram que a administração de BCG aos animais alérgicos 

induziu um aumento significativo no número de linfócitos T CD4+Foxp3+ e T 

CD4+CTLA-4+, quando comparados aos animais do grupo OVA (Figuras 13a e 

13b). No entanto, não houve diferença percentual na expressão dessas moléculas 

por esses grupos.  

Esses dados sugerem que a indução de linfócitos Treg pode ser um dos 

mecanismos pelo qual o BCG exerça sua ação imunomodulatória. Neste contexto, 

visto que um dos principais mecanismos imunorreguladores dos linfócitos Treg 

envolve a IL-10, a produção intracelular desta citocina foi avaliada. Para isto, as 

células pulmonares dos animais estudados foram marcadas com os anticorpos 

anti-CD4, anti-CD8 e anti-IL-10. As análises demonstraram que, comparados aos 

animais do grupo PBS, todos os demais grupos (BCG, OVA, OVA/BCG) 

apresentaram maior número linfócitos T CD4+ expressando IL-10 (Figura 13c). Por 

outro lado, não houve diferença entre a porcentagem e o número de linfócitos T 

CD4+IL-10+ entre os animais alérgicos e alérgicos não tratados (grupos OVA e 

OVA/BCG).  

Em contrapartida, um resultado interessante foi obtido a partir da avaliação 

da expressão de IL-10 pelos linfócitos T CD8+. Comparados aos animais dos 

grupos PBS e OVA, os animais tratados com BCG apresentaram um aumento 

significativo na expressão de IL-10 pelos linfócitos T CD8+, independente ou não da 

indução do processo alérgico (Figura 13d). Embora os gráficos evidenciem que os 

números dos linfócitos T CD4+IL-10+ (Figura 13c) e T CD8+IL-10+ (Figura 13d) não 

sejam comparáveis, é importante ressaltar que o tratamento com BCG 

praticamente dobrou a expressão de Foxp3 pelos linfócitos TCD8+ dos animais 

alérgicos.  
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Figura 13. Expressão de Foxp3, CTLA-4 (CD152) e IL-10 pelos linfócitos pulmonares dos animais 
dos grupos estudados. A presença dos marcadores foi avaliada através de citometria de fluxo, a 
partir de células provenientes de uma janela selecionada de acordo com tamanho e granulosidade 
específicos dos linfócitos. Porcentagem (dot plots) e frequência de linfócitos T CD4

+
 expressando 

Foxp3
+
 (a); CD152

+
 (b) e IL-10

+
 (c). Dot plot e frequência de linfócitos T CD8

+
 IL-10

+
 (d). Os dados 

são representativos de dois experimentos independentes e correspondem à média +/- EPM.  
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6 DISCUSSÃO 

 

Os produtos micobacterianos são utilizados há muito tempo como 

adjuvantes da resposta imunológica (CHAMBERS et al., 1997) e nos últimos anos, 

o emprego dessas substâncias tem se mostrado promissor como estratégia 

terapêutica no controle das doenças alérgicas (HOPFENSPIRGER; AGRAWAL, 

2002;  HOPFENSPIRGER et al., 2001;  MAJOR et al., 2002). O interesse pelo uso 

desses microrganismos na modulação da inflamação alérgica justifica-se pelo fato 

de as micobactérias induzirem elevada produção de IFN-, sendo que essa 

concentraçao pode ser mantida elevada por longo tempo, visto que o bacilo pode 

ser administrado vivo (CHAMBERS et al., 1997). Apesar disso, a avaliação do 

potencial terapêutico desses patógenos no tratamento da asma alérgica é ainda 

incipiente. Diante desse fato, este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar 

os efeitos da administração do Mycobacterium bovis BCG em um modelo murino 

de alergia pulmonar previamente estabelecida, utilizando a OVA como alérgeno.  

É importante ressaltar que os modelos murinos apresentam suas limitações, 

como a impossibilidade de reconstituir integralmente o fenótipo da asma alérgica 

humana. Entretanto, os estudos em modelos animais oferecem informações 

valiosas sobre inúmeros aspectos da patogênese dessa doença (WILLS-KARP, 

2000). Outro fator importante relaciona-se aos protocolos utilizados para avaliar o 

efeito de micobactérias sobre a resposta alérgica. Geralmente, por não serem 

padronizados, estes podem apresentar diversas variações, incluindo a espécie 

micobacteriana utilizada, a forma como ela é administrada e o tempo de 

inoculação. Desta forma, essas variáveis devem ser consideradas, sobretudo na 

comparação dos resultados entre os estudos.  Neste trabalho, os animais foram 

tratados com BCG por via intranasal, após o estabelecimento da alergia pulmonar, 

induzida a partir de sensibilização intraperitoneal e posteriores desafios com a 

OVA, ocorridos através de nebulizações nas 4ª, 5ª, 6ª e 7ª semanas do protocolo. 

Visto que a resposta imune secundária mediada pelas células de memória é mais 

efetiva do que a resposta primária (GRUBER et al., 2001), optou-se por administrar 

a micobactéria em dois momentos, 24 horas após os desafios ocorridos nas 5ª e 6ª 

semanas. Embora o protocolo utilizado tenha sido de 63 dias, o período de 

exposição dos animais ao alérgeno foi curto, caracterizando o modelo como agudo. 
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A avaliação inicial dos dados obtidos neste estudo mostra que os animais 

sensibilizados e desafiados com OVA apresentaram um grande influxo celular para 

os pulmões, evidenciado pelos cortes histológicos, que apresentaram intenso 

infiltrado celular perivascular e peribronquiolar. Esses dados foram também 

confirmados através da infiltração celular ocorrida no LBA, composta 

predominantemente por eosinófilos e neutrófilos. Embora a análise histológica não 

tenha contemplado uma coloração específica para detecção dos eosinófilos, pode-

se sugerir que tenha ocorrido também um infiltrado eosinofílico no tecido pulmonar, 

visto que os animais alérgicos apresentaram atividade de EPO elevada, além do 

aumento nos níveis das quimiocinas CCL11 e CCL5 no pulmão. Juntos, esses 

dados validam o modelo experimental aplicado, uma vez que, durante o 

desenvolvimento da resposta alérgica Th2, principalmente sob ação da CCL11, os 

eosinófilos migram para o local da inflamação (MOULD et al., 2000), onde liberam 

uma grande variedade de mediadores inflamatórios previamente produzidos e 

estocados no interior de seus grânulos. Dentre esses mediadores, destaca-se a 

EPO, que é uma oxidoredutase responsável por lesão tecidual oxidativa, 

contribuindo para a inflamação, perda de elasticidade e outros efeitos cumulativos 

do processo de remodelamento tecidual característico das doenças alérgicas 

pulmonares (VAN DALEN; KETTLE, 2001). 

Os resultados obtidos a partir dos animais alérgicos tratados com BCG 

confirmam a capacidade deste patógeno em atenuar o desenvolvimento da 

resposta alérgica induzida pela OVA, visto que a administração da micobactéria 

reduziu o recrutamento de células inflamatórias, principalmente eosinófilos, para as 

vias aéreas. Essa ação anti-inflamatória da micobactéria foi demonstrada por 

diversos autores (ERB et al., 1998;  HERZ et al., 1998;  HOPFENSPIRGER; 

AGRAWAL, 2002;  YANG et al., 2002;  YANG et al., 1999;  ZUANY-AMORIM; 

SAWICKA; et al., 2002). Provavelmente, no presente estudo, o efeito do BCG está 

relacionado à redução nos níveis de CCL11 no tecido pulmonar dos animais 

alérgicos tratados. Esta quimiocina apresenta potente ação quimioatraente para 

eosinófilos, via ligação ao receptor CCR3 presente na superfície dessas células 

(HEATH et al., 1997).  

Outra alteração patológica importante ocorrida no processo inflamatório 

pulmonar alérgico é o aumento na produção de muco em decorrência da 

metaplasia de células caliciformes, como revisto por Lambrecht e Hammad (2012). 
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Embora o muco seja importante para a manutenção da homeostase do trato 

respiratório, quando produzido e secretado excessivamente este pode representar 

uma causa relevante de obstrução respiratória (FAHY; DICKEY, 2010). A 

metaplasia de células caliciformes é induzida, sobretudo, por IL-4, IL-13 e IL-9, 

provenientes principalmente de eosinófilos, basófilos, mastócitos e linfócitos Th2 

(LAMBRECHT; HAMMAD, 2012;  STEENWINCKEL et al., 2007). Desta forma, em 

conformidade com os dados discutidos anteriormente, os resultados obtidos a partir 

da avaliação morfométrica das células caliciformes confirmam indiretamente o 

efeito inibitório do BCG sobre o infiltrado inflamatório pulmonar.  

Além de analisar a ação local do BCG, o efeito desta micobactéria sobre a 

resposta imune sistêmica foi avaliado através da análise dos níveis séricos de IgE, 

uma vez que, em sua maioria, os processos alérgicos resultam de reações 

mediadas por esta imunoglobulina (BURROWS et al., 1989;  SMURTHWAITE et 

al., 2001). Da mesma forma, assim como a IgE, o isotipo IgG1 relaciona-se 

também aos sintomas alérgicos, visto que sua ligação aos receptores de baixa 

afinidade (FcRIII), presentes principalmente na superfície de células dendríticas, 

promove a diferenciação de linfócitos Th2 (BANDUKWALA et al., 2007). Além 

disso, recentemente foi demonstrado que a geração de IgE de alta afinidade ocorre 

através de uma sequencia de troca de classes das cadeias das imunoglobulinas   

(µ     γ     ε), na qual a IgG1 é uma fase intermediária  (XIONG et al., 2012). Neste 

trabalho, a análise dessas imunoglobulinas evidenciou a modulação da resposta 

imune alérgica pelo BCG, que reduziu os níveis séricos de IgE e IgG1 específicas 

anti-OVA. Em contrapartida, ocorreu um aumento na produção de IgG2a 

específica, sugerindo uma modulação sistêmica da resposta imune pelo BCG. 

O efeito que as micobactérias exercem sobre a produção de anticorpos IgE, 

IgG1 e IgG2a foi avaliado em diversos modelos murinos de alergia pulmonar 

(ADAMS et al., 2004;  CHRIST et al., 2010;  DENG et al., 2011;  ERB et al., 1998;  

HOPFENSPIRGER; AGRAWAL, 2002;  SAYERS et al., 2004;  SMIT et al., 2003;  

TSAI et al., 2002;  ZUANY-AMORIM; SAWICKA; et al., 2002). Nos trabalhos de 

Herz e colaboradores (1998) e Yang e colaboradores (1999), a melhora do 

processo inflamatório pulmonar foi acompanhada por uma redução de IgE sérica. 

De forma oposta, em 2002, Hopfenspirger; Agrawal e colaboradores e Zuany-

Amorim; Sawicka e colaboradores constataram que a redução da resposta alérgica 

ocorreu por uma via independente da inibição de produção de IgE. Conforme 
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relatado anteriormente, esses resultados podem ser decorrentes de diferenças 

metodológicas entre os estudos, associadas principalmente ao processamento da 

bactéria, a via, a dose, o período e o tempo de inoculação da mesma. 

Já com relação às análises de IgG1 e IgG2a específicas, constatou-se que 

apenas os estudos onde o BCG foi administrado antes da sensibilização com o 

alérgeno houve redução de IgG1 e aumento de IgG2a (HERZ et al., 1998;  YANG 

et al., 1999). É importante ressaltar que, neste estudo, a administração da 

micobactéria ocorreu após o estabelecimento da resposta alérgica. Desta forma, o 

aumento de IgG2a específica sugere um provável papel terapêutico do BCG, visto 

que este isotipo está relacionado à indução de resposta imune do tipo Th1 (SEHRA 

et al., 2003), podendo exercer um efeito protetor contra o desenvolvimento da 

resposta alérgica.  

Ao lado da IgE e dos eosinófilos, as citocinas produzidas e liberadas pelos 

linfócitos Th2 têm também papel crucial no início e na sustentação da resposta 

alérgica (GALLI; TSAI; PILIPONSKY, 2008). Nesse sentido, em conformidade com 

outros autores (ADAMS et al., 2004;  HERZ et al., 1998), a avaliação de citocinas 

indicou que, neste modelo murino, o tratamento dos animais alérgicos com o BCG 

reduziu os níveis de IL-4 e IL-13 no tecido pulmonar, sem alterar significativamente 

a produção de IL-5 e IL-25 neste órgão. A análise de trabalhos anteriores indica 

que a ação da micobactéria sobre alguns parâmetros envolvidos na resposta Th2 é 

variável. No protocolo experimental utilizado por Hopfenspirger e Agrawal (2002), a 

ação moduladora do BCG ocorreu através de mecanismos que envolvem a 

redução de IL-5 no lavado broncoalveolar, independentes da alteração de IL-4 e 

IgE. Contrariamente, ao avaliar o efeito da vacinação neonatal de BCG, Deng e 

colaboradores (2011) verificaram que a melhora dos sintomas asmáticos não 

envolveu a supressão de citocinas de perfil Th2. Os autores concluíram que a 

micobactéria exerce seu efeito protetor através da reversão da relação IL-17/ IFN-. 

Diante desses resultados, na tentativa de esclarecer as vias envolvidas na 

modulação da inflamação alérgica pelos antígenos micobacterianos, alguns 

mecanismos têm sido propostos. Evidencias indicam que o efeito modulador da 

micobactéria seja em decorrência da indução de uma resposta Th1, visto que 

geralmente a redução da inflamação alérgica é acompanhada por níveis elevados 

de IFN- (DENG et al., 2011;  ERB et al., 1998;  HERZ et al., 1998;  WANG; ROOK, 
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1998). Isso se justifica pelo fato de que já foi demonstrado que o IFN- pode inibir o 

desenvolvimento da inflamação alérgica através de diversos mecanismos, incluindo 

a inibição da síntese de IgE pelos linfócitos B, a indução da apoptose em linfócitos 

Th2 e eosinófilos, e a supressão de citocinas de perfil Th2 (TEIXEIRA et al., 2005). 

Também neste estudo, a indução de resposta Th1 pelo BCG foi evidenciada pela 

produção elevada de IFN-, indicando que esta citocina pode ter contribuído para 

reduzir o processo inflamatório alérgico. Vale ressaltar que, de certa forma, o 

aumento na produção de IFN- era esperado, já que a produção elevada de IgG2a 

mencionada anteriormente é uma evidência direta da síntese aumentada de IFN-, 

uma vez que esta citocina regula a troca de classe para IgG2a in vivo (BOSSIE; 

VITETTA, 1991).  

Paralelamente, além de serem potentes indutores de uma resposta Th1, as 

micobactérias são também capazes de aumentar a produção de IL-10 e TGF-β, 

como demonstrado nos trabalhos de Hirsch e colaboradores (1997) e De La 

Barrera e colaboradores (2004). Considerando-se a ação anti-inflamatória destas 

citocinas, é provável que as mesmas estejam envolvidas na redução da resposta 

inflamatória alérgica em camundongos tratados com o microrganismo. Neste 

sentido, alguns autores demonstraram que o tratamento com cepas mortas de 

Mycobacterium vaccae reduz a inflamação alérgica pulmonar através da indução 

de células Treg CD4+CD45RBlow, secretoras de  IL-10 and TGF-β (ZUANY-

AMORIM; MANLIUS; et al., 2002), sem alterar a produção de IFN- (LI; SHEN, 

2009). O estudo de Zuany-Amorim; Manlius e colaboradores (2002) mostrou que a 

transferência desses linfócitos a camundongos alérgicos confere proteção contra o 

desenvolvimento da inflamação pulmonar após o desafio com o alérgeno. Em 

conformidade com esses dados, as análises do presente estudo, indicam que, além 

do direcionamento para uma resposta Th1, a administração de BCG levou a uma 

maior produção de IL-10 e TGF-β pelas células pulmonares, sugerindo a indução 

de uma resposta imune reguladora pela micobactéria.  

Assim, na expectativa de se obter informações acerca da participação dos 

linfócitos Treg neste modelo, avaliou-se a expressão de CTLA-4 e Foxp3 pelos 

linfócitos T CD4+. O envolvimento de CTLA-4 na regulação das respostas alérgicas 

tem sido pesquisado em alguns estudos. Neste contexto, já foi constatado que a 

administração de CTLA-4-Ig (proteína de fusão que apresenta as mesmas 
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características de CTLA-4) diminui a inflamação alérgica induzida por OVA e reduz 

IgE, IL-4 e IL-5 (KEANE-MYERS et al., 1997;  KRINZMAN et al., 1996), podendo 

também induzir a produção de IFN- (MARK et al., 1998). Em conformidade com 

esses dados, as análises do presente estudo indicaram um aumento na expressão 

de Foxp3 e CTLA-4 pelos linfócitos TCD4+ dos animais alérgicos tratados, 

ratificando a participação dos linfócitos Treg na inibição da inflamação alérgica. 

Embora a pesquisa conduzida por Li; Shen (2009) tenha também 

demonstrado a indução de resposta reguladora por micobactérias, os protocolos 

utilizados por estes autores visavam avaliar o efeito preventivo da vacinação 

neonatal de BCG sobre o desenvolvimento da inflamação eosinofílica alérgica em 

camundongos de linhagem C57BL/6. No presente estudo, foram utilizados 

camundongos de linhagem BALB/c, que são geneticamente predispostos a 

desenvolver uma resposta imune de perfil Th2. Além disso, o BCG foi administrado 

após o estabelecimento de uma resposta alérgica.  Considerando-se essas 

informações, os resultados aqui apresentados são promissores, visto que a 

modulação da resposta alérgica previamente estabelecida é mais difícil, quando 

comparada à modulação da resposta imune inicial, como revisto no trabalho de 

Holgate e Polosa em 2008.  

Um resultado interessante encontrado neste estudo relaciona-se ao fato de 

que o tratamento com o BCG não alterou a produção de IL-10 pelos linfócitos 

TCD4+. Entretanto, foi detectado um aumento na produção desta citocina pelas 

células do tecido pulmonar, podendo-se sugerir que outras células produtoras de 

IL-10 estejam envolvidas na regulação induzida pelo BCG. Sabe-se que o 

desenvolvimento da resposta imunológica é influenciado fundamentalmente pela 

interação entre células da imunidade inata e adaptativa. Neste sentido, as células 

dendríticas exercem um papel crucial no direcionamento e na manutenção da 

resposta imune a diversos antígenos (HAMMAD; LAMBRECHT, 2008). Análises 

realizadas no baço de camundongos indicaram que essas células podem ser 

funcionalmente diferentes, dependendo do fenótipo apresentado, podendo ser 

divididas em dois principais subtipos (PULENDRAN; TANG; MANICASSAMY, 

2010). No baço, o subtipo CD11c+CD8α+ se concentra em áreas ricas em linfócitos 

T e sua ativação resulta na produção de IL-12p70. Já na zona marginal do órgão, 

estão localizadas células dendríticas com fenótipo CD11c+CD8α- que, quando 

ativadas, produzem preferencialmente IL-10. Confirmando esses dados, 
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recentemente, ao avaliar o efeito do BCG sobre esses subtipos celulares, Gao e 

colaboradores (2012) demonstraram que células dendríticas esplênicas CD8α+ and 

CD8α- provenientes de animais infectados com BCG produzem IL-12 e IL-10, 

respectivamente. Além disso, através de ensaios in vitro e in vivo, os autores 

constataram que essas células inibem a resposta alérgica por mecanismos 

distintos, dependentes do fenótipo apresentado, podendo haver um desvio de 

resposta Th2 para Th1 ou a indução de vias reguladoras (GAO et al., 2012). Diante 

desses dados, pode-se supor que a IL-10 detectada neste estudo seja proveniente 

de células dendríticas. No entanto, a confirmação dessa suposição requer futuras 

investigações. Considerando-se o papel relevante das células dendríticas tanto no 

processo de sensibilização ao alérgeno, quanto durante a fase efetora da resposta 

Th2 (WIKSTROM; STUMBLES, 2007), estudos direcionados a avaliar as interações 

entre BCG e estas células podem contribuir significativamente no esclarecimento 

dos mecanismos reguladores desencadeados pela micobactéria.  

Juntamente com os linfócitos TCD4+, o controle imunológico da infecção 

micobacteriana envolve a participação dos linfócitos TCD8+. Essas células atuam 

controlando o crescimento micobacteriano, sobretudo através da produção de IFN- 

(SINGHAL et al., 2011).  Por outro lado, esse subtipo de linfócitos pode também 

participar no controle de respostas inflamatórias não infecciosas, atuando 

diretamente via indução de morte de células imunes efetoras, ou indiretamente, 

através da secreção de IL-10 e TGF-β (NIEDERKORN, 2008;  SMITH; KUMAR, 

2008;  YAMADA et al., 2009). Diante da possibilidade dos linfócitos TCD8+ serem 

uma importante fonte da IL-10 detectada no presente estudo, a expressão desta 

citocina por estas células foi avaliada. As análises realizadas constataram um 

aumento na secreção de IL-10 pelos linfócitos TCD8+ dos animais tratados com o 

BCG, sugerindo a participação dessas células na modulação da resposta 

inflamatória alérgica pela micobactéria. Em conformidade com esse resultado, o 

envolvimento de linfócitos TCD8+ na supressão de alguns parâmetros alérgicos foi 

relatado em estudos anteriores (RENZ et al., 1994;  THOMAS et al., 2001). Em 

2001, Thomas e colaboradores verificaram que a transferência de linfócitos TCD8+ 

ativados provenientes de camundongos sensibilizados reduz a produção de IgE 

específica. O papel regulador dessas células foi também avaliado em um modelo 

experimental de diarreia induzida por OVA, quando Yamada e colaboradores 

(2009) constataram que a imunização sistêmica com o alérgeno induz uma 
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população de linfócitos TCD8+ capaz de inibir o desenvolvimento de diarréia 

alérgica, por um mecanismo que envolve a expressão de IL-10. Ainda com relação 

a esta citocina, recentemente foi demonstrado que linfócitos T CD8+ produtores de 

IL-10 reduzem a encefalite aguda induzida por vírus (TRANDEM et al., 2011). 

Por outro lado, apesar dessas evidências, alguns resultados contradizem o 

envolvimento dos linfócitos T CD8+ na regulação do processo inflamatório alérgico 

(HAMELMANN et al., 1996;  STOCK et al., 2004). No estudo de Hamelmann e 

colaboradores (1996), a depleção dessas células durante a fase de sensibilização 

ao alérgeno reduziu o infiltrado pulmonar eosinofílico e a hiperresponsividade 

brônquica. Além disso, Stock e colaboradores (2004) verificaram que após a 

sensibilização sistêmica, a inflamação alérgica pode ser agravada devido à 

produção de citocinas Th2 pelos linfócitos TCD8+, independente de haver ou não 

produção de IL-10 por essas células. Esses dados ratificam a necessidade do 

desenvolvimento de estudos direcionados a elucidar o papel dos linfócitos TCD8+ 

na imunopatogenese da inflamação pulmonar alérgica, sobretudo com relação à 

indução dessas células pelo BCG.  

Resumidamente, os resultados obtidos neste estudo demonstram que o 

tratamento com BCG melhora o infiltrado inflamatório pulmonar em animais 

previamente sensibilizados/desafiados com OVA. Esse efeito foi acompanhado 

pela redução dos principais parâmetros relacionados à resposta imunológica Th2, 

tais como IL-4, IL-13, CCL11, EPO e os níveis séricos de IgE e IgG1 específicos 

anti-OVA. As análises indicam que a micobactéria exerça esse efeito modulador 

através de mecanimos que envolvam um desvio da resposta imunológica alérgica 

Th2 para uma resposta Th1 protetora. Este efeito pode também estar relacionado à 

indução de uma resposta reguladora, evidenciada pelo aumento no número de 

linfócitos T CD4+Foxp3+.  Provavelmente, essas células exercem sua função 

através da produção das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β, juntamente 

com a indução da expressão de CTLA-4. Os resultados sugerem ainda a 

participação de linfócitos T CD8+ produtores de IL-10 na regulação do processo 

inflamatório alérgico. Diante do exposto, acredita-se que as informações obtidas a 

partir deste estudo possam contribuir para esclarecer os mecanismos de ação do 

M. bovis BCG na regulação da resposta imunológica desencadeada durante o 

processo alérgico e, assim, favorecer o desenvolvimento de novas estratégias 

farmacológicas para o tratamento das doenças alérgicas. 
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7 CONCLUSÕES 

 

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 

 A administração intranasal de BCG melhora a inflamação pulmonar em 

animais previamente sensibilizados e desafiados com OVA;  

 

 O efeito modulatório do BCG envolve a redução de CCL11, EPO, IL-4 e IL-

13 induzidos no modelo de alergia pulmonar a OVA; 

 

 A redução da inflamação pulmonar alérgica é acompanhada pela modulação 

da resposta alérgica sistêmica, com redução de IgE e IgG1 específicas anti-

OVA; 

 

 O BCG induz uma resposta imunológica de perfil Th1; 

 

 O efeito inibidor da micobactéria sobre o desenvolvimento da alergia 

pulmonar é acompanhado pela indução de uma resposta imunológica 

reguladora que envolve a produção das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e 

TGF-β, bem como um aumento na expressão de CTLA-4; 

 

 O tratamento com BCG aumenta a produção de IL-10 pelos linfócitos T 

CD8+. 
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- ANEXO I: Certificado de aprovação pela Comissão de Ética na 
Experimentação Animal (CEEA) da Pró-reitoria de Pesquisa da Universidade 
Federal de Juiz de Fora.  

 
- ANEXO II: Th2 responses in OVA-sensitized BALB/c mice are down-

modulated by Mycobacterium bovis BCG treatment. Ana Cláudia 
Carvalho Gouveia; Alessa Sin Singer Brugiolo; Caio César Souza Alves; 
Flávia Márcia Castro Silva; Felipe Pereira Mesquita, Jacy Gameiro; Ana 
Paula Ferreira. Journal of Clinical Immunology. No prelo. 
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