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RESUMO 
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Há relatos de que as plaquetas desempenham função importante no desencadeamento da 

resposta inflamatória alérgica, como a asma brônquica. Entretanto, existem poucos estudos 

funcionais avaliando a interação plaqueta-asma. O objetivo deste trabalho foi investigar a função 

plaquetária em modelo de asma alérgica em ratos. Para tanto, ratos Wistar machos (180-200 g) 

foram sensibilizados à ovalbumina (OVA) e desafiados intranasalmente uma única vez, quatorze 

dias após a sensibilização. Para confirmar a eficácia da sensibilização à OVA, realizou-se a 

dosagem de IgE sérica e contagem de leucócitos no lavado broncoalveolar (LBA) após o desafio 

antigênico. O comportamento plaquetário foi avaliado através da contagem de plaquetas no 

sangue periférico entre 30 minutos a 24 horas após o desafio. As plaquetas foram isoladas em 

tempos variados após o desafio com OVA, a saber: 30 minutos, 2, 8 e 24 horas. Em seguida, 

realizou-se ensaios de adesão plaquetária em microplaca de 96 poços recoberta com fibrinogênio 

e ensaios de agregação plaquetária. Nossos resultados mostraram que a sensibilização e o desafio 

antigênico resultaram em aumento significativo dos níveis de IgE e infiltrado eosinofílico no 

LBA, validando o modelo alérgico adotado no estudo. Observou-se redução significativa do 

número de plaquetas circulantes em 30 minutos após o desafio com OVA, atingindo redução 

máxima em 8 horas, retornando aos valores basais 24 horas após o desafio. A adesão plaquetária 

ao fibrinogênio imobilizado e agregação plaquetária foram realizadas nos tempos de 30 min, 2, 8 

e 24 horas após o desafio com OVA. A adesão plaquetária espontânea não foi modificada em 

nenhum dos tempos estudados. A adesão plaquetária induzida com ADP (5-50 µM) ou trombina 

(30-100 mU/mL) mostrou-se significativamente elevada em 30 minutos, e diminuída em 24 

horas após o desafio com OVA. O desafio antigênico não modificou o perfil de agregação 

plaquetária, exceto para as plaquetas ativadas com ADP (50 µM) e/ou trombina (200 mU/mL), 

em 24 horas após o desafio. Com o intuito de se verificar se a via de sinalização de cálcio estaria 
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envolvida nas mudanças observadas na adesão plaquetária, realizamos ensaios de mobilização de 

cálcio em plaquetas nos tempos de 30 min e 24 horas. A mobilização dos estoques internos de 

cálcio induzidos por ADP (20 µM) ou trombina (100 mU/mL) foram significativamente maiores 

em 30 minutos, e menores 24 horas após desafio antigênico à OVA. O influxo de cálcio externo 

foi significativamente maior em plaquetas de ratos estimuladas com ADP (20 µM) em 30 

minutos após desafio com OVA. Após 24 horas, houve tendência de redução do influxo de cálcio 

externo em plaquetas de animais sensibilizados. Em conjunto, nossos dados mostram que o 

desafio intranasal com OVA acarreta, na fase imediata (30 minutos), aumento de adesão 

plaquetária ao fibrinogênio e elevação do transporte interno e externo de cálcio. Na fase tardia 

(24 horas), observamos redução da adesão plaquetária e diminuição dos estoques internos de 

cálcio. 
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Evidences show that platelets play important roles in triggering the allergic inflammatory 

diseases, such as bronchial asthma. However, there are few functional studies attempting to 

evaluate the platelet-asthma interaction. The aim of this work was to investigate platelet function 

in a rat model of allergic asthma. Male Wistar rats (180-200 g) were sensitized with ovalbumin 

(OVA) and challenged intranasally fourteen days after sensitization. In order to assess the 

efficacy of OVA sensitization, serum IgE levels and leukocyte counts in bronchoalveolar lavage 

(BAL) fluid was performed post-antigen challenge. Counts of platelets in peripheral blood were 

performed from 30 minutes to 24 hours post-OVA challenge. Platelets were isolated in different 

time-periods after OVA challenge, namely: 30 minutes, 2, 8, 24 hours; then, ex-vivo platelet 

adhesion to immobilized fibrinogen and aggregation assays were performed. Our results showed 

that antigen-sensitization and challenge resulted in increased serum levels of IgE and eosinophil 

infiltration in BAL fluid, thus validating the allergic model adopted in this work. A significant 

reduction of circulating platelet was observed at 30 minutes post OVA-challenge, reaching the 

maximal reduction at 8 hours, and returning to baseline at 24 hours post-challenge. Platelet 

adhesion to immobilized fibrinogen and aggregation were performed at 30 minutes, 2, 8 and 24 

hours after OVA challenge. Spontaneous platelet adhesion remained unaffected in all studied 

time. ADP (5-50 µM)- and thrombin (50-100 mU/mL)-stimulated platelet adhesion were 

significantly increased at 30 minutes, and decreased 24 hours after OVA challenge. The antigen 

challenge did not modify the platelet aggregation profile, except in platelets activated with 50 

µM ADP and 200 mU/mL thrombin, at 24 hours post challenge. In order to verify whether 

calcium signaling pathway would be involved in the changes observed in platelet adhesion, we 

performed Ca2+ mobilization assays at 30 minutes and 24 hours. Internal calcium stores 

mobilization induced by ADP (20 µM) and thrombin (100 mU/mL) were significantly enhanced 
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at 30 minutes, and decreased 24 hours after OVA-challenge. The extracellular calcium influx 

was significantly increased in ADP (20 µM)-stimulated rat platelets at 30 minutes post OVA-

challenge. After 24 hours, the platelet calcium influx was lesser than that in nonsensitized 

animals. Together, our results show that intranasal OVA challenge causes an increased platelet 

adhesion at an early time post OVA-challenge (30 minutes) concomitant with elevated Ca2+ 

internal and/or external transport. At late phase (24 hours), we observed reduced platelet 

adhesion and decreased Ca2+ internal storage.   
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1.1. Asma alérgica: definição e epidemiologia 

A asma alérgica brônquica é definida como uma reação de hipersensibilidade do tipo I 

sendo caracterizada por inflamação crônica das vias aéreas, com episódios recorrentes de 

hiperreatividade brônquica. O estreitamento das vias aéreas obstrui o fluxo aéreo pulmonar, 

podendo levar o indivíduo à falta de ar, tosse, sibilo, aumento da pressão torácica e dispnéia.  

De acordo com estimativas da Organização Mundial de Saúde (OMS), atualmente 300 

milhões de indivíduos no mundo são acometidos por crises de asma, sendo considerada a doença 

crônica mais comum entre crianças (WHO, 2009). Nos países em desenvolvimento, a 

mortalidade por asma vem aumentando nos últimos 10 anos, correspondendo a 5-10% das 

mortes por causas respiratórias, com elevada proporção de óbitos domiciliares (Chatkin e col., 

1999). 

No Brasil, estima-se que cerca de 18 milhões de indivíduos sejam asmáticos, 

(aproximadamente 10% da população), levando a uma média anual de 350.000 internações, 

ocupando assim a 4ª maior causa de internações no Sistema Único de Saúde (SUS; 2,3% do 

total) e a terceira em crianças e adultos jovens (Ministério da Saúde, 2000). O estudo 

multicêntrico The International Study for Asthma and Allergies in Childhood – (ISAAC), 

realizado em 56 países, mostrou uma variabilidade de asma ativa de 1,6% a 36,8%, estando o 

Brasil em 8º lugar, com uma prevalência média de 20% na população infantil (ISAAC, 1998). 

De acordo com o mesmo estudo (ISAAC – Fase 3) realizado com população infantil de 20 

cidades brasileiras, a média de prevalência da asma ativa é de aproximadamente 24,3% em 

crianças com idade de 6-7 anos, e de 19% na população de adolescentes com 13-14 anos (Solé e 

col., 2006).  
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1.2. Patogênese da asma alérgica 

O processo inflamatório alérgico asmático pode ser dividido em três momentos: 

sensibilização (ou imunização) do indivíduo, desafio antigênico (alérgico), resposta asmática 

imediata e resposta asmática tardia.  

 

1.2.1. Sensibilização (imunização) 

O processo inflamatório alérgico tem origem a partir do primeiro contato do organismo 

com um antígeno protéico. Este antígeno (alérgeno) é então captado por células dendríticas 

situadas no epitélio das vias aéreas e submucosa (Von Garnier e col., 2005; Hammad e 

Lambrecht, 2006). Após o englobamento, o alérgeno é processado em peptídeos que são 

transportados às moléculas de sinalização do complexo principal de histocompatibilidade do tipo 

II (MHC-II), presente em sua membrana plasmática, tornando a célula dendrítica uma célula 

apresentadora de antígeno (APC) (Riese e Chapman, 2000). Nos linfonodos, as APCs entram em 

contato com células T naive, apresentam-nas os peptídeos antigênicos, iniciando o processo de 

sensibilização e subsequente resposta imune específica ao alérgeno (Smit e Lukacs, 2006). Uma 

vez sensibilizadas, as células T são diferenciadas em linfócitos Th2 e tornam-se secretoras de 

citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 (Kay, 2006). As citocinas IL-4 e IL-13 

induzem linfócitos B a produzirem anticorpos do tipo IgE específico ao antígeno (Snapper e 

Paul, 1987; Punnonen e col., 1993). Estes anticorpos (IgE) se difundem localmente, alcançam os 

vasos linfáticos e posteriormente a circulação sanguínea, onde são distribuídos sistemicamente. 

Após ganhar acesso ao fluido intersticial, os anticorpos IgE antígenos-específicos se ligam a 
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receptores de alta afinidade do tipo FCεRI em mastócitos residentes no tecido das vias aéreas 

(Galli e col., 2008). 

 

1.2.2. Desafio antigênico e resposta asmática imediata 

A condição denominada de provocação ou desafio antigênico (alérgico), é caracterizada 

pela ligação cruzada entre o antígeno circulante e a IgE ancorada no receptor de alta-afinidade 

(FCεRI). Esta ligação induz uma sequência de eventos intracelulares promovendo a ativação e 

desgranulação mastocitária. Sob ativação, os mastócitos liberam mediadores granulares pré-

formados como histamina, triptases, heparina, citocinas, e eicosanóides como a PGD2, 

tromboxano A2 (TXA2) e cisteinil-leucotrienos (LTC4 e LTD4) (Bradding e col., 2006). Estes 

mediadores promovem broncoconstrição, o aumento da permeabilidade microvascular e da 

produção de muco, obstruindo o fluxo aéreo, originando assim a resposta asmática imediata.  

 

1.2.3. Resposta asmática tardia 

A ativação mastocitária imediata contribui na transição para a resposta asmática tardia. 

Ocorre aumento da expressão de moléculas de adesão do endotélio vascular, da liberação de 

mediadores quimiotáxicos (LTB4 e PGD2), e de quimiocinas (RANTES, IL-8, eotaxina, CCL2, 

CCL11), promovendo o influxo de células inflamatórias para o pulmão como: monócitos, 

linfócitos, neutrófilos, e, particularmente, através das citocinas IL-4 e IL-5 a maturação e 

recrutamento de eosinófilos, a célula característica da asma alérgica (Bradding e col., 1995; 

Wilson e col., 2000). 
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A exposição repetitiva ou persistente ao alérgeno leva a uma interação complexa entre as 

células do infiltrado inflamatório, células epiteliais e células estruturais residentes (fibroblastos e 

células da musculatura lisa) originando uma inflamação crônica, levando ao quadro de 

hiperreatividade brônquica e remodelamento tecidual das vias aéreas (Galli e col., 2008). 

 

1.3. Modelos animais de asma alérgica 

Devido à complexidade e heterogeneidade da asma, muitos estudos são necessários para 

se entender precisamente os mecanismos envolvidos em níveis moleculares e celulares; 

entretanto, por razões éticas e limitações experimentais, determinadas abordagens tornam-se 

inviáveis em humanos (Zosky e Sly, 2007). Assim, modelos animais de asma foram introduzidos 

há mais de um século e são atualmente bastante utilizados (Karol, 1994). Estes modelos incluem 

o uso de cobaia (Pretolani e Vargaftig, 1995), camundongo (Zosky e col., 2004), rato 

(Suchankova e col., 2006), cão (Redman e col., 2001), e ovelha (Abraham e col., 1983). No 

presente estudo, adotamos o modelo alérgico em ratos, que é facilmente sensibilizado à 

ovalbumina (OVA) e que desenvolve uma resposta imune mediada por células Th2, caracterizada 

por eosinofilia e produção de anticorpo IgE antígeno-específico após desafio antigênico (Vianna 

e Garcia-Leme, 1995; Liu e col., 2005; Kucharewicz e col., 2008; Huh e col., 2003). Este modelo 

apresenta algumas similaridades com a asma alérgica humana, entre elas, infiltrado celular 

pulmonar, produção de IgE antígeno-específico e resposta imune predominantemente Th2 

(Kucharewicz e col., 2008). 
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1.4. Plaquetas 

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados, originados de megacariócitos 

produzidos na medula óssea. A função primordial das plaquetas é manter a hemostasia, 

formando tampões hemostáticos que ocluem sítios danificados do sistema vascular.  

As plaquetas contêm organelas como mitocôndrias, aparelho de Golgi, ribossomos e 

microtúbulos. Contém ainda três tipos morfologicamente distintos de grânulos, denominados 

grânulos alfa, denso e lisossomos. Os grânulos α contêm moléculas de adesão importantes para a 

interação plaqueta-plaqueta e plaqueta com outras células sanguíneas, como a glicoproteína 

IIb/IIIa (GPIIb/IIIa, integrina αIIbβ3, CD41/61), o fator de von Willebrand (vWF), a P-selectina 

(CD62P), o fator plaquetário-4 (PF-4), a beta-tromboglobulina (β-TG), a trombospondina-1, 

fatores mitogênicos, como o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), e fatores de 

coagulação, como o fibrinogênio, o fator V, fator VII, e o plasminogênio (Rendu e Brohard-

Bohn, 2001). Nos grânulos densos encontram-se pequenas moléculas não-protéicas, como ADP, 

ATP, serotonina, e cálcio (Holmsen e Weiss, 1979). Nos grânulos lisossomais estão presentes 

proteínas catiônicas, glicosidases e proteases, assim como a fosfatase ácida (Bentfeld e Bainton, 

1975). 

Na membrana plasmática das plaquetas estão expressos receptores que medeiam às 

interações adesivas. Estes receptores de adesão são estruturalmente diversos; compreendem a 

família das integrinas (αIIbβ3, ανβ3, α2β1, α5β1), leucina (GPIb/IX), imunoglobulinas (PECAM-1) 

e selectina (P-selectina) (Shattil e col., 1994). 
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As integrinas formam a maior família de receptores heterodiméricos αβ 

transmembrânicos que regulam a adesão plaquetária (Clark e Brugge, 1995). A integrina αIIbβ3  

(GPIIb/IIIa) é a mais detalhadamente estudada, representando cerca de 17% do total de proteínas 

da membrana plaquetária (Calvete, 1995). A GPIIb/IIIa foi identificada como o principal 

receptor plaquetário para fibrinogênio; é um heterodímero dependente de cálcio, e medeia a 

agregação, adesão firme e o espalhamento plaquetário (Calvete, 1999). 

As plaquetas, quando ativadas por agonistas como a trombina, o ADP ou o TXA2, 

secretam o conteúdo dos seus grânulos α e densos (Holmsen, 1994). Esses conteúdos granulares 

possuem mediadores inflamatórios que modulam as funções de outras plaquetas, leucócitos e 

células endoteliais. Ainda sob ativação as plaquetas são capazes sintetizar e liberar citocinas pró-

inflamatórias como a IL-1β, a principal molécula moduladora da expressão de moléculas de 

adesão em células endoteliais (Lindemann e col., 2001). Quimiocinas como RANTES e fator 

plaquetário-4 também são expressos e secretados em plaquetas estimuladas com trombina ou 

PAF, causando migração de eosinófilos humanos (Kameyoshi e col., 1992, 1994; Herd e Page, 

1994; Klinger e col., 1995).   

 

1.4.1. Agonistas plaquetários 

Uma série de substâncias são capazes de se ligar às plaquetas e iniciar reações 

bioquímicas que levam à formação de agregados plaquetários e secreção granular (Tollefsen e 

col., 1974). A trombina, principal efetora no sistema de coagulação sanguíneo, é uma protease, e 

está entre os mais potentes ativadores de plaquetas. A formação da trombina ocorre a partir da 
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exposição do fator tecidual para os fatores de coagulação presentes no plasma, após o 

rompimento do endotélio vascular (Offermanns, 2006).  

A ativação plaquetária induzida por trombina é, em parte, mediada pela interação com a 

família de receptores acoplados à proteína G, denominados PARs (protease-activated receptors). 

São conhecidos quatro PARs em ratos e humanos: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4 (Vu e col., 

1991; Nystedt e col., 1994; Rasmussen e col., 1991; Kahn e col., 1998). A ativação do PAR-1 

pela trombina promove ativação da fosfolipase C através da proteína Gq, desencadeando a 

cascata de sinalização que resulta na ativação plaquetária (Kawabata e col., 1999). 

Estudos recentes mostram elevação da atividade enzimática da trombina no lavado 

broncoalveolar (LBA) de pacientes asmáticos submetidos à provocação antigênica, sugerindo 

sua participação direta na inflamação e remodelamento tecidual das vias aéreas (Terada e col., 

2004; Kanazawa e Yoshikawa, 2007).  

A ativação plaquetária mediada por trombina leva a secreção dos grânulos densos 

plaquetários com conseqüente secreção de ADP, que por sua vez, amplifica a resposta à própria 

trombina além de atuar como um agonista parácrino e autócrino (Nylander e col., 2006). A 

ativação plaquetária induzida por ADP é mediada por dois receptores acoplados à proteína G; 

P2Y1 e P2Y12 (Jin e col., 1998; Hollopeter e col., 2001; Zhang e col., 2001). O receptor P2Y1 

está acoplado à proteína Gq, ao passo que o receptor P2Y12 está acoplado a proteína Gi (Savi e 

col., 1998; Hechler e col., 1998; Ohlmann e col., 1995; Jantzem e col., 2001). A ativação de 

ambos os receptores é necessária para se induzir a secreção plaquetária e agregação irreversível 

em resposta ao ADP (Jin e Kunapuli, 1998; Jantzen e col., 1999).  
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1.4.2. Ativação plaquetária: fenômenos de adesão e agregação 

A adesão plaquetária é o primeiro evento resultante da ligação das plaquetas aos 

componentes da matriz extracelular e celular da parede vascular danificada (Ruggeri e 

Mendolicchio, 2007). A adesão plaquetária é definida como a ligação da plaqueta a superfície 

que não à de outra plaqueta, normalmente à membrana de outras células e aos componentes da 

matriz extracelular. A agregação plaquetária é definida pela ligação da plaqueta à superfície 

(membrana) de outra plaqueta. 

A sequência de sinalização desencadeada durante a ativação plaquetária induzida pela 

trombina e outros agonistas é conhecida como sinalização inside-out (Shatill e col., 1998). Esta 

sinalização promove a mudança de estado de baixa afinidade para o estado de alta afinidade do 

receptor GPIIb/IIIa  pelo seu ligante, o fibrinogênio. A ligação do fibrinogênio com o receptor 

glicoprotéico IIb/IIIa plaquetário resulta em uma segunda sinalização plaquetária denominada 

outside-in (Shatill e col., 1994).  

A sinalização inside-out é iniciada a partir da ativação da fosfolipase C (PLC) pela 

subunidade α da proteína G acoplada aos receptores dos agonistas plaquetários. A PLC cliva o 

fosfatidil-inositol-2-fosfato (PIP2) na membrana plasmática gerando dois segundos mensageiros 

intracelulares, o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DG) (Bell e Mayerus, 1980; Shatill 

e col., 1998). O IP3 libera cálcio do sistema tubular denso da plaqueta, permitindo a fosforilação 

da miosina de cadeia leve, e ativação de enzimas dependentes de cálcio, como a proteína quinase 

C (PKC) e a fosfolipase A2 (PLA2) (Brass e Joseph, 1985). O DC ativa a PKC que, por sua vez, 

regula a formação do citoesqueleto da plaqueta e ativa o complexo αIIbβ3 (GPIIb/IIIa), 

provocando mudanças conformacionais (Hashimoto e col., 1987). Assim, a integrina αIIbβ3 expõe 
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seu sítio de ligação, passando de um estado de baixa atividade (plaqueta em repouso), para um de 

alta afinidade (plaqueta ativada) (Lévy-Toledano, 1999). 

A ligação do fibrinogênio à integrina αIIbβ3 dá início a segunda etapa de sinalização 

denominada outside-in (Shatill e col., 1994). Esta via de sinalização é responsável pela segunda 

onda de agregação, reorganização do citoesqueleto, sendo importante para a firme adesão, e 

estabilização dos agregados plaquetários (Peerschke, 1995). 

Seguindo os eventos iniciais que levam à adesão nos sítios danificados do sistema 

vascular, as plaquetas se ligam a proteínas adesivas solúveis, formando uma superfície reativa 

favorecendo dessa forma uma contínua deposição de plaquetas no local. Ou seja, a integrina 

αIIbβ3, no seu estado de alta afinidade, ativada pela sinalização inside-out, se liga ao fibrinogênio 

solúvel e/ou a molécula de von Willebrand, que permite a união entre duas ou mais plaquetas, 

dando origem ao fenômeno de agregação plaquetária, contribuindo para o subsequente 

crescimento do trombo (Niia, e col., 1987; Peterson e col., 1987). 

 

1.4.3. Mecanismos de mobilização citosólica de cálcio em plaquetas 

A elevação da [Ca2+]i em plaqueta contribui para diversos passos que levam a sua 

ativação, como a reorganização do citoesqueleto de actina (necessário para a mudança de forma 

plaquetária; shape-change), degranulação e ou ativação inside-out da integrina αIIbβ3, 

indispensável para adesão firme e agregação (Hathaway e Adelstein, 1979; Shattil e Brass, 

1987). 
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A liberação de cálcio dos estoques intracelulares é um processo bem estabelecido, e 

envolve a produção de IP3 mediada por PLC. As PLCs são exclusivamente reguladas por 

receptores acoplados à proteína G através da subunidade α da proteína Gq. Em plaquetas 

humanas, a isoforma predominante é a PLCβ2/3, e em camundongos, PLCβ1/3 (Lian e col., 2005).   

O IP3 gerado pelas PLCs promove liberação de cálcio dos estoques intracelulares atuando 

diretamente sobre receptores de IP3 presentes no retículo endoplasmático, também conhecido 

como sistema tubular denso, que é considerado o maior reservatório de cálcio plaquetário. Os 

receptores de IP3 são canais de íons permeáveis ao cálcio, e quando estimulados promovem a 

extrusão de cálcio para o citoplasma (Varga-Szabo e col., 2009). 

A liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares mediada por IP3 dispara a entrada de Ca2+ 

do compartimento extracelular, através da ativação de canais de cálcio do tipo SOC (store-

operated channel) (Puney, 1986). Este mecanismo é conhecido como entrada de cálcio mediada 

por estoque (SOCE; store-operated calcium entry) (Puney, 1986; Parekh e Putney, 2005). O 

cálcio liberado via IP3 se liga aos domínios da STIM1 (stromal interaction molecule-1), 

molécula sensível ao cálcio presente no retículo endoplasmático (Zangh e col., 2005; Roos e col., 

2005; Liou e col., 2005), que ativa o principal canal de cálcio do tipo SOC, o Orai 1 (calcium-

release activated calcium modulator 1) (Braun e col., 2008; Authi, 2009), presente na membrana 

plasmática plaquetária, permitindo a entrada de cálcio do meio extracelular. 

Como pequenos aumentos na [Ca2+]i levam à ativação plaquetária (Grosse e col. 2007; 

Rolf e col., 2001), a manutenção estável dos níveis [Ca2+]i é essencial para manter as plaquetas 

em estado de repouso na circulação. Assim, dois mecanismos reguladores estão presentes em 

plaquetas: as enzimas Ca2+ ATPases sarcoplasmáticas/endoplasmáticas (SERCAs) que 
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bombeiam Ca2+ para os estoques intracelulares, e as enzimas Ca2+ ATPases de membranas 

(PMCAs), que são responsáveis por bombear o Ca2+ para fora da célula (Enyedi e col., 1986).  

 

1.5. Evidências do envolvimento plaquetário na asma 

As plaquetas têm sido implicadas em quadros inflamatórios alérgicos, como asma (Herd 

e Page, 1994), rinite alérgica (Mori e col., 2000) e eczema (Kasperska-Zaj e col., 2004), e em 

inflamações não-alérgicas incluindo aterosclerose (Gawaz, 2003), metástase tumoral (Nach e 

col., 2002) e artrite reumatóide (Schimitt-Sody e col., 2005).  

Há um número crescente de evidências mostrando que as plaquetas contribuem para a 

intensificação e manutenção das reações inflamatórias, incluindo a asma alérgica (Kasperska-

Zajac e Rogala, 2007). As primeiras evidências da participação das plaquetas na asma alérgica 

surgiram de observações clínicas, nas quais plaquetas de indivíduos asmáticos submetidos ao 

desafio alérgico mostraram-se refratárias a diversos estímulos ex-vivo como a noradrenalina e ao 

ADP (Pareti e col., 1980). Evidências clínicas posteriores mostram a presença de agregados 

plaquetários intravasculares em biópsias brônquicas (Jeffery e col., 1989) e ativação plaquetária 

intravascular (acompanhada de broncoconstrição) induzida por alérgeno em pacientes asmáticos 

sugerindo que as plaquetas desempenham função importante na fisiopatologia da asma (Gresele 

e col., 1982; Gresele e col., 1993; Yamamoto e col., 1993). Durante períodos sintomáticos da 

asma humana, após a provocação brônquica, a ativação plaquetária pode ser avaliada através da 

liberação de produtos granulares plaquetários, considerados marcadores da ativação plaquetária 

in vivo, como o fator plaquetário 4 (PF-4) e a β-tromboglobulina, (Kaplan e Owen, 1981; 

Kasperska-Zajac e Rogala, 2005).  
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Trabalhos recentes em modelos murinos de asma alérgica mostraram que as plaquetas 

desempenham papel importante no recrutamento de leucócitos do sangue para o tecido, onde a P-

selectina plaquetária seria a principal molécula de adesão envolvida na interação plaqueta-

leucócito, modulando o tráfego de eosinófilos e linfócitos para o pulmão (Pitchford e col., 2003; 

2005). 

Embora evidências clínicas mostrem que a ativação plaquetária não é um mero “artefato” 

da resposta à inflamação, mas, provavelmente, um componente integral e necessário à resposta 

inflamatória (Pitchford e Page, 2006), há poucos estudos funcionais de atividade plaquetária em 

indivíduos e animais asmáticos para se poder avançar no entendimento da interação plaqueta-

asma, destacando-se que nenhum estudo procurou avaliar a adesão plaquetária em sujeitos 

expostos a alérgenos.  
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1.6. OBJETIVOS 

Este estudo teve como objetivo principal investigar a atividade plaquetária in vitro em 

modelo ex-vivo de asma alérgica em ratos sensibilizados e desafiados com OVA.  

 

1.6.1. Objetivos Específicos 

i) Investigar a adesão em fibrinogênio imobilizado de plaquetas obtidas de ratos não-

desafiados e desafiados com OVA 30 minutos, 2, 8, e 24 horas após o desafio 

intranasal. 

ii) Investigar a agregação plaquetária induzida por ADP e trombina em plaquetas de 

ratos não-desafiados e desafiados com OVA 30 minutos, 2, 8 e 24 horas após o 

desafio intranasal. 

iii) Verificar a mobilização de cálcio em plaquetas de ratos não-desafiados e desafiados 

com OVA 30 minutos e 24 horas após o desafio. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
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Os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pela Comissão de 

Ética na Experimentação Animal – CEEA/IB - Unicamp, sob o parecer n° 1355-1 (ANEXO), de 

acordo com os princípios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA).  

 

2.1. Animais 

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB/Unicamp). Os animais foram transferidos 

para o biotério do Departamento de Farmacologia (FCM – Unicamp) e mantidos à 24°C e 12 

horas de iluminação diária com água e alimentação ad libitum. 

 

2.2. Sensibilização e desafio antigênico com ovalbumina (OVA) 

Os animais (peso médio de 180-200 g) foram sensibilizados com a OVA através de 

injeção subcutânea de 150 µL de uma suspensão de 200 µg de OVA grau III, veiculada em 8 mg 

de hidróxido de alumínio adsorvido em salina (Vianna e Garcia-Leme, 1995). O grupo controle 

(não-sensibilizado) foi injetado com 150 µL do veículo apenas. No décimo quarto dia após a 

sensibilização, ratos, sensibilizados e não-sensibilizados foram submetidos ao desafio com OVA 

através de instilação intranasal de 200 µL de solução de OVA (5 mg/mL) dissolvidos em solução 

tampão fosfato (PBS). 
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2.3. Dosagem de IgE sérica 

A dosagem de IgE sérica foi determinada utilizando-se kit de imunoensaio enzimático 

(ELISA) de alta sensibilidade para IgE de rato (Shibayagi Co., Ltd., Japão), seguindo as 

instruções do fabricante. 

 

2.4. Obtenção do lavado broncoalveolar 

Os LBAs foram obtidos entre 30 min e 24 h após o desafio com OVA. Para tanto, os 

animais foram anestesiados com isoflurano e exsanguinados pela aorta abdominal. A região do 

pescoço foi aberta e a traquéia canulada com auxílio de um tubo de polietileno (1 mm de 

diâmetro). O LBA foi realizado com 25 ml de tampão PBS contendo 20 UI/mL de heparina, à 

temperatura ambiente. O PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado em quatro alíquotas, sendo 

a primeira de 10 ml e as demais de 5 ml. O material recolhido foi centrifugado à 400 g, por 10 

minutos à 20°C, e o resíduo celular ressuspenso em PBS. A contagem do número total de 

leucócitos foi realizada em câmara de Neubauer e a contagem diferencial de leucócitos realizada 

em lâminas confeccionadas em citocentrífuga e coradas a seguir com corante Diff-Quick. A 

leitura das lâminas foi realizada em microscópio óptico com aumento de 1000 vezes. Em cada 

lâmina, foram contadas 200 células, diferenciando-se os seguintes tipos celulares: neutrófilos, 

eosinófilos e células mononucleares (monócitos, macrófagos e linfócitos). O número de cada tipo 

celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relação ao número total de células. 

Os resultados das contagens total e diferencial dos leucócitos foram expressos como número de 

célula por mL de LBA. 
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2.5. Contagem de plaquetas no sangue periférico 

As contagens de plaquetas no sangue periférico foram realizadas nos tempos de 30 min, 

2, 8, 12 e 24 horas após o desafio antigênico com OVA. Para tanto, os animais foram 

anestesiados com isoflurano; em seguida, foram coletadas alíquotas de 10 µL de sangue da 

extremidade da cauda e incubadas por 10 min em 390 µL de uma solução contendo 380 µL de 

oxalato de amônio 1% e 10 µL de ACD-C. A contagem de plaquetas foi realizada em câmara de 

Neubauer. A concentração de plaquetas no sangue periférico foi expressa em plaquetas/mm3 de 

sangue. 

 

2.6. Obtenção de plaquetas 

Os animais foram anestesiados com isoflurano e o abdômen foi aberto. O sangue foi 

coletado pela punção da aorta abdominal utilizando escalpe 19 G, deixando-o escoar em tubo 

com anticoagulante ACD-C (ácido cítrico 3%, citrato trissódico 4 %, glicose 2 %; 1:9 v/v). O 

sangue colhido foi centrifugado à 600 g por 12 min em temperatura ambiente, obtendo-se assim 

o plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, adicionou-se ao PRP uma solução tampão de 

lavagem (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, citrato de sódio 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12 mM; 

pH=6), 5:7 v/v. O PRP foi submetido a duas centrifugações consecutivas de 800 g por 13 

minutos. O sobrenadante foi desprezado. O resíduo plaquetário foi cuidadosamente ressuspenso 

em solução Krebs-Ringer desprovida de cálcio (NaCl 118 mM, NaHCO3 35 mM, KCl 4,7 mM, 

KH2PO4 1,2 mM, MgSO4.7H2O 1,17 mM, Glicose 5,6 mM). A concentração da suspensão 

plaquetária foi ajustada através de contagem manual de plaquetas, utilizando-se câmara de 

Neubauer.  
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2.7. Ensaio de adesão plaquetária 

Os ensaios de adesão foram realizados como descritos previamente por Bellavite e 

colaboradores (1994), com algumas modificações, que se baseia na quantificação da atividade da 

fosfatase ácida plaquetária. Foram utilizadas microplacas de 96 poços sendo as mesmas 

previamente revestidas com 50 µL de fibrinogênio (50 µg/mL em Krebs-Ringer), deixadas 

overnight à 4°C. Após 12 horas, os poços foram lavados duas vezes com 200 µL de Krebs-

Ringer, e os sítios inespecíficos foram bloqueados pela adição de 100 µL/poço de BSA 0,1% 

(p/v). Após 1 hora de incubação à 37°C, as placas foram lavadas duas vezes com 200 µL de 

Krebs-Ringer e deixadas à 37°C. Em seguida, foram adicionados aos poços testes 50 µL de 

suspensão plaquetária (1,2 x 108 plaquetas/mL) na presença de CaCl2 1 mM. As placas foram 

incubadas na ausência e na presença dos agonistas trombina (10 - 200 mU/mL) ou ADP (0,5 - 50 

µM) por 30 minutos à 37°C. Posteriormente, a microplaca foi lavada duas vezes com 200 

µL/poço de Krebs-Ringer para remover as plaquetas não aderentes. Foram adicionados aos poços 

ensaiados 50 µL de Krebs-Ringer, e os poços reservados ao controle receberam 50 µL da curva 

padrão plaquetária (concentrações variadas da suspensão original de plaquetas lavadas), em 

triplicata. Em seguida foram adicionados a todos os poços 150 µL de um substrato para a 

fosfatase ácida (tampão citrato 0,1 M, pH=5,4 contendo fosfato de p-nitrofenil 5 mM e triton X-

100 0,1%).  As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 1 hora, e após esse período, 

100 µL de NaOH 2 N foram adicionados a cada poço para interromper a reação. A absorbância 

foi determinada à 405 nm em leitor de ELISA (Spectra Max 340, Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, EUA). A adesão plaquetária foi calculada pela medida da atividade da fosfatase ácida das 

plaquetas aderidas ao fibrinogênio, comparando-as com a curva padrão de concentrações 

conhecidas de plaquetas (0-6x106 plaquetas/poço). 
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2.8. Ensaio de agregação plaquetária 

O estudo da agregação plaquetária foi realizado utilizando ensaio turbidimétrico (Born, 

1962) em agregômetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, 

PA, EUA). Após a obtenção de plaquetas, a suspensão plaquetária foi ajustada para a 

concentração 1,2 x 108 plaq/mL, adicionando-se de 1 mM de CaCl2. Alíquotas de 400 µL foram 

então transferidas para cuvetas de agregação, provida de dispositivo agitador, mantendo-se a 

suspensão em constante agitação (600 r.p.m), à 37°C, permitindo estabilização por 2 min. Em 

seguida, a suspensão plaquetária foi submetida à estimulação com trombina (10-200 mU/mL) ou 

ADP (0,5-50 µM), e a agregação foi monitorada até que a curva atingisse um plateau. A resposta 

ao estímulo agonista foi expressa como % de agregação, calculada pela diferença da transmissão 

de luz do Krebs (100 % de transmitância) pela transmissão de luz da suspensão plaquetária. 

 

2.9. Ensaio de mobilização citosólica de cálcio em plaquetas 

2.9.1. Marcação de cálcio plaquetário com fura 2-AM 

As plaquetas foram isoladas, como descrito anteriormente, na concentração de 3 x 108 

plaq/mL e incubadas com 2 µM do marcador fluorescente de cálcio fura 2-AM, por 45 min na 

ausência de luz, em solução de Krebs-Ringer desprovida de cálcio contendo pluronico F-68 (0,5 

mg/mL; Heemskerk e col., 1991). Em seguida, a suspensão foi centrifugada à 700 g por 10 min, 

na presença do mimético de prostaciclina, iloprost (0,5 µM). As plaquetas foram novamente 

ressuspensas em solução de Krebs-Ringer sem cálcio e ajustada para a concentração de 2 x 108 

plaq/mL. 
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2.9.2. Medida de cálcio citosólico 

Para avaliar a mobilização de cálcio, alíquotas (1 mL) de plaquetas marcadas foram 

transferidas para cuvetas de quartzo e mantidas à 37°C, sob constante agitação. Para cada 

experimento uma alíquota (1 mL) inicial foi destinada para a calibração da concentração de 

cálcio, adicionando-se triton-X (0,1 %) e cálcio (CaCl2 1 mM) para se obter o valor de Fmáx. Em 

seguida, na mesma alíquota, foram adicionados EGTA (10 mM) e tris (20 mM), obtendo-se 

assim o valor de Fmin. A fluorescência foi quantificada em espectrofluorímetro (Hitachi F-2000, 

Japão) utilizando comprimento de onda de 340 nm de excitação e 500 nm de emissão. A 

concentração de cálcio ([Ca2+]i) em nM foi calculada utilizando a equação de Grynkiewicz e 

colaboradores (1985): [Ca2+]i = kd . (F-Fmin)/(Fmáx-F), onde o kd (224) é a constante de 

dissociação do marcador fluorescente fura.  

Para estimar a concentração dos estoques de cálcio plaquetário, alíquotas (1 mL) da 

suspensão plaquetária foram então transferidas para a cuveta, e, após 30 segundos, adicionou-se 

o quelante de cálcio EGTA (2 mM), permitindo-se estabilização por 1 minuto. Em seguida, as 

plaquetas foram estimuladas com trombina ou ADP, obtendo-se valores de fluorescência pós-

estímulos de mobilização interna de cálcio. 

O influxo total de cálcio foi estimado em nM utilizando-se 1 mL da suspensão 

plaquetária. Após 1 minuto de incubação com cálcio (CaCl2 1 mM), as plaquetas foram 

estimuladas com trombina ou ADP, obtendo-se valores de fluorescência pós-estímulo de 

mobilização total (influxo externo + mobilização dos estoques internos) de cálcio. 
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2.10. Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M) para n 

experimentos. Os dados foram analisados utilizando-se os testes t de Student para amostras 

pareadas e/ou não-pareadas, quando apropriado; para amostras múltiplas, utilizou-se a análise de 

variância (ANOVA) seguido do pós-teste de Bonferroni. Foram consideradas diferenças 

significativas valores de p < 0,05.  
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3. RESULTADOS 
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3.1.  Dosagem de IgE sérica em animais sensibilizados com OVA 

Para validar o modelo de sensibilização à OVA adotada no presente estudo, realizamos 

dosagens de IgE em soro dos animais sensibilizados e não-sensibilizados. Como mostrado na 

Figura 1, a sensibilização à OVA causou aumento significante dos níveis séricos de IgE. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Dosagem sérica de IgE. A dosagem de IgE foi realizada no soro dos animais 

não-sensibilizados e sensibilizados com OVA. Os resultados estão expressos como média ± 

E.P.M. para n= 4 a 10. *** p < 0,001 comparado com o grupo não-sensibilizado. 
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3.2.  Lavado broncoalveolar (LBA) após desafio com OVA 

3.2.1.  30 min após desafio com OVA 

Realizamos o LBA nos animais sensibilizados e não-sensibilizados 30 minutos após 

desafio antigênico à OVA (Figura 2). Não observamos diferenças significativas no número de 

leucócitos totais (painel A) e mononucleares (painel B); entretanto, observamos aumento 

discreto, porém significativo, de neutrófilos no grupo sensibilizado, indicando uma inflamação 

pulmonar inicial desencadeada pelo desafio antigênico. Neste tempo, não observamos infiltrado 

eosinofílico. 
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Figura 2. Perfil leucocitário do lavado broncoalveolar (LBA) em 30 min após desafio 

com ovalbumina (OVA). Os dados foram expressos como média do número de células x 105/ 

mL de lavado broncoalveolar (LBA) ± E.P.M. (n=6). *p<0,05 considerado significativo quando 

comparado com o grupo não-sensibilizado. 
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3.2.2.  24 horas após desafio com OVA 

Realizamos o LBA de animais sensibilizados e não-sensibilizados em 24 horas após 

desafio antigênico à OVA. A Figura 3 mostra que o desafio antigênico promoveu um aumento 

discreto do influxo total de leucócitos (painel A), ao passo que o número de leucócitos 

mononucleares (painel B) foi significativamente reduzido. O desafio elevou significativamente o 

número de neutrófilos (painel C) e de eosinófilos (painel D) no LBA do grupo sensibilizado. A 

presença marcante de eosinófilos no LBA no grupo sensibilizado, caracteriza o quadro 

inflamatório como alérgico e tardio, validando o modelo de eosinofilia pulmonar adotado no 

estudo. 
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Figura 3. Perfil leucocitário do lavado broncoalveolar (LBA) em 24 horas após 

desafio com ovalbumina (OVA). Os dados foram expressos como média do número de células 

x 105/ mL de lavado broncoalveolar (LBA) ± E.P.M. (n=6). **p<0,01; ***p<0,001 quando 

comparado com o grupo não-sensibilizado. 
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3.3.  Contagem de plaquetas no sangue periférico 

Com o objetivo de se investigar se o desafio antigênico à OVA afetaria o perfil 

plaquetário sanguíneo, foram realizadas contagens de plaquetas no sangue periférico em animais 

sensibilizados e não-sensibilizados, em tempos variados, antes (tempo zero) e após (0,5-24 

horas) o desafio antigênico (Figura 4). O desafio antigênico causou uma redução significativa no 

número de plaquetas no sangue periférico, atingindo a redução máxima 8 horas após o desafio, 

retornando aos valores basais após 24 horas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Número de plaquetas no sangue periférico. A contagem de plaquetas foi 

realizada antes (0 hora) e após (0,5, 1, 2, 8, e 24 horas) o desafio antigênico à ovalbumina 

(OVA). Os dados foram expressos como média do número de plaquetas x 106/ mm3 de sangue ± 

E.P.M. (n=7). * p<0,05 quando comparado com o respectivo grupo no tempo zero. 
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3.4.  Adesão plaquetária 

3.4.1.  Adesão plaquetária espontânea ao fibrinogênio imobilizado 

Investigamos se a adesão plaquetária espontânea ao fibrinogênio imobilizado seria 

afetada em tempos variados (30 min, 2, 8 e 24 horas) após o desafio antigênico à OVA (Figura 

5). A adesão plaquetária espontânea ao fibrinogênio imobilizado não foi afetada após o desafio 

antigênico. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Adesão plaquetária espontânea ao fibrinogênio imobilizado após desafio 

com ovalbumina (OVA). As plaquetas foram isoladas após 30 min, 2 h, 8 h, e 24 h após o 

desafio com OVA, após o qual foram submetidas ao ensaio de adesão in vitro. Os resultados 

estão expressos como média da % de adesão espontânea ± E.P.M. (n= 6-8). 
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3.4.2.  Adesão plaquetária estimulada com ADP 

A adesão de plaquetas ao fibrinogênio imobilizado, quando estimuladas com ADP (5-50 

μM), mostrou-se marcantemente elevada 30 min após o desafio com OVA, ao passo que 24 

horas após o desafio, as plaquetas aderiram-se menos, comparadas com o grupo não-

sensibilizado (Figura 6). Os resultados mostram que a resposta inflamatória alérgica 

desencadeada pelo desafio antigênico promoveu um aumento da adesão plaquetária ao 

fibrinogênio na resposta asmática imediata (30 min) (painel A), e uma queda da adesão 

plaquetária na resposta asmática tardia (24 horas) (painel D) em plaquetas estimuladas com ADP 

(5-50 µM). Em 2 e 8 h não observamos alterações significativas da adesão plaquetária (painéis B 

e C). 
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Figura 6. Adesão plaquetária estimulada com ADP após desafio com ovalbumina 

(OVA). A adesão plaquetária ao fibrinogênio imobilizado foi observada nos tempos de 30 min 

(painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C) e 24 h (painel D) após desafio com OVA. Os resultados 

estão expressos como média de % de aumento de adesão ± E.P.M. (n= 6-8). *p<0,05; **p<0,01 

comparado com o respectivo grupo não-sensibilizado. 
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3.4.3.  Adesão plaquetária estimulada com trombina 

A adesão de plaquetas ao fibrinogênio imobilizado, quando estimuladas com trombina 

(50-100 mU/mL), mostrou-se marcantemente elevada durante a resposta asmática imediata, 30 

min (painel A) após o desafio com OVA, ao passo que 24 horas após (painel D), durante a 

resposta asmática tardia, as plaquetas aderiram-se menos, comparadas com o grupo não-

sensibilizado (Figura 7). Não foram observadas diferenças significativas na adesão plaquetária 

induzida por trombina nos tempos de 2 horas (painel B) e 8 horas (painel C) após o desafio. 
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Figura 7. Adesão plaquetária estimulada com trombina após desafio com 

ovalbumina (OVA). A adesão plaquetária ao fibrinogênio imobilizado foi observada nos tempos 

de 30 min (painel A), 2 (painel B), 8 (painel C) e 24 horas (painel D) após desafio à OVA. Os 

resultados estão expressos como média de % de aumento de adesão ± E.P.M. (n=5-7). *p<0,05; 

**p<0,01 comparado com o respectivo grupo não-sensibilizado. 
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3.5.  Agregação plaquetária 

3.5.1.  Agregação plaquetária induzida com ADP 

A agregação de plaquetas lavadas induzida por ADP (0,5-50 µM) foi medida em 30 min 

(painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C) e 24 h (painel D) após desafio antigênico à OVA 

(Figura 8). O desafio antigênico à OVA não afetou a resposta plaquetária ao estímulo plaquetário 

agregante, exceto na concentração máxima de ADP (50 µM) após 24 horas (painel D) no qual 

observamos redução da agregação no grupo sensibilizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

Figura 8. Agregação plaquetária induzida com ADP após desafio com ovalbumina 

(OVA). A agregação plaquetária induzida por ADP foi observada após 30 min (painel A), 2 h 

(painel B) e 8 h (painel C), e 24 horas (painel D) após o desafio antigênico à OVA. Os resultados 

estão expressos como média da % de agregação ± E.P.M. (n=8). *p<0,05 quando comparado 

com o respectivo grupo não-sensibilizado. 
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3.5.2.  Agregação plaquetária induzida com trombina 

A agregação de plaquetas lavadas induzida por trombina (30-200 mU/mL) foi medida em 

30 min (painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C) e 24 horas (painel D) após desafio antigênico à 

OVA (Figura 9). O desafio antigênico à OVA não afetou a resposta plaquetária ao estímulo 

plaquetário agregante, exceto na concentração máxima de trombina (200 mU/mL) após 24 horas 

(painel D) onde observamos redução da agregação no grupo sensibilizado. 
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Figura 9. Agregação plaquetária induzida por trombina após desafio com 

ovalbumina (OVA). A agregação plaquetária induzida por trombina foi observada após 30 min 

(painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C), e 24 h (painel D) após desafio antigênico à OVA. Os 

resultados estão expressos como média da % de agregação ± E.P.M. (n=8). *p<0,05 comparado 

com o respectivo grupo não-sensibilizado. 
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3.6. Mobilização citosólica de cálcio plaquetário 

Considerando-se que a adesão plaquetária mostrou-se maior durante a resposta asmática 

imediata (30 min), e menor na resposta asmática tardia (24 horas), decidimos investigar se a 

mobilização dos estoques internos e o influxo externo de cálcio estariam afetados nestes mesmos 

períodos. Para tanto, realizamos ensaios de mobilização de cálcio interno (Figura 10) e 

mobilização total de cálcio (Figura 11), em 30 minutos e 24 horas após desafio antigênico à 

OVA.  
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3.6.1.  Mobilização dos estoques plaquetários de cálcio em 30 min e 24 horas 

Observamos um aumento significativo da mobilização dos estoques de cálcio em 

plaquetas ativadas com trombina (100 mU/mL) ou ADP (20 µM) em 30 minutos após o desafio, 

ao passo que, em 24 horas, a mobilização mostrou-se significativamente menor (Figura 10). A 

concentração citosólica basal de cálcio (na ausência de estímulo e presença de 2 mM de EGTA) 

não foi afetada em 30 minutos após desafio antigênico à OVA (Figura 10). 

  

 

Figura 10. Mobilização dos estoques plaquetários de cálcio em 30 min e 24 horas 

após desafio com ovalbumina (OVA). A mobilização dos estoques de cálcio plaquetário foi 

induzida por trombina (100 mU/mL) ou ADP (20 µM) na presença de 2 mM de EGTA. Os dados 

estão expressos como média da concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) em nM ± E.P.M. 

(n=8). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01 comparado com o respectivo grupo não-sensibilizado. 
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3.6.2.  Mobilização total de cálcio plaquetário em 30 min e 24 horas 

Em 30 minutos após desafio antigênico à OVA, observou-se um aumento da mobilização 

total de cálcio em plaquetas ativadas com ADP (20 µM) em animais sensibilizados quando 

comparados com o grupo não-sensibilizado ao passo que a mobilização de cálcio total induzida 

por trombina não foi afetada pelo desafio (Figura 11). Em 24 horas após desafio antigênico à 

observou-se uma menor mobilização de cálcio, porém não-significativa. Os níveis basais de 

cálcio citosólico (ausência de estímulo e presença de 1 mM de CaCl2) não foram afetados pelo 

desafio (figura 11). 

 

 

Figura 11. Mobilização total de cálcio plaquetário em 30 minutos e 24 horas após 

desafio com ovalbumina (OVA). A mobilização total de cálcio foi induzida por trombina (100 

mU/mL) ou ADP (20 μM) na presença de 1 mM de CaCl2. Os resultados estão expressos como 

média da concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) em nM ± E.P.M. (n=5-8). ***p<0,001 

comparado com os respectivo grupo não-sensibilizado. 
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4. DISCUSSÃO 
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Um número crescente de evidências vem mostrando o envolvimento das plaquetas na 

asma alérgica. Alguns estudos enfatizam que as plaquetas participam do processo inflamatório 

asmático atuando de forma diferente do seu papel hemostático. 

Alguns poucos estudos funcionais in vitro abordam a atividade plaquetária agregante na 

asma alérgica, e até o momento, de acordo com o levantamento de informações na literatura, não 

há trabalhos avaliando a atividade funcional adesiva da plaqueta na asma. Assim, dado a 

ausência de estudos funcionais nesse contexto, o objetivo principal do presente estudo foi 

abordar a função adesiva in vitro de plaquetas em modelo animal de asma alérgica, 

acompanhado de estudos complementares como agregação plaquetária e mobilização de cálcio 

citosólico. 

A sensibilização do animal ao antígeno, no caso a OVA, foi efetiva e mediada por 

resposta imune Th2 dependente, pois se observou um aumento significativo da concentração de 

IgE sérica nos animais sensibilizados quando comparados com o grupo controle. 

A resposta alérgica, induzida pela provocação antigênica à OVA, foi observada nos 

tempos de 30 min e 24 horas após a provocação. O perfil leucocitário do LBA, nos animais 

sensibilizados e desafiados a OVA, mostra de forma marcante a migração de eosinófilos para o 

pulmão. Este infiltrado eosinofílico pulmonar é característico da asma alérgica e caracteriza esse 

momento (24 horas) como sendo uma resposta asmática tardia. Aos 30 min após a provocação, 

foi observada uma inflamação inicial no grupo sensibilizado, como verificado pela discreta, 

porém significativa, presença de neutrófilos. Assim, o modelo experimental utilizado no estudo 

mostrou duas características fundamentais na asma alérgica, a resposta Th2 dependente e a 



65 

 

eosinofilia pulmonar, como já observado em estudos anteriores. Portanto, os nossos resultados de 

dosagem sérica de IgE e de LBA validam o modelo animal de alergia utilizado no estudo. 

O potencial envolvimento das plaquetas na asma foi inicialmente sugerido por estudos 

prévios que relataram mudanças no comportamento plaquetário. Partindo dessa premissa, 

decidimos, inicialmente, investigar se o desafio antigênico afetaria o número de plaquetas 

circulantes. Nossos resultados mostraram que o desafio antigênico causou uma queda de 

plaquetas no sangue periférico, iniciando 30 min após o desafio e voltando aos valores basais 24 

horas depois, nos animais desafiados com OVA. Consistente com nossos resultados, estudos 

prévios mostram uma redução de plaquetas circulantes durante a resposta asmática imediata 

(Maestrelli e col., 1990), que se estende para a resposta asmática tardia, em indivíduos asmáticos 

expostos a alérgenos (Sullivan e col., 2000). Trabalho prévio mostrou que a sobrevida 

plaquetária em indivíduos asmáticos está diminuída (Taytard e col., 1986). Essa redução de 

plaquetas na circulação pode ser devido a um sequestramento das plaquetas para o pulmão, 

desencadeado pela resposta inflamatória à OVA. De fato, recentemente, demonstrou-se, em 

modelo murino de asma alérgica, que as plaquetas migram para o pulmão em resposta ao desafio 

antigênico à OVA (Pitchford e col., 2008). Estudo prévio mostrou também que o acúmulo de 

plaquetas é acompanhado de desgranulação no pulmão imediatamente após desafio intravenoso 

com OVA em camundongos sensibilizados (Yoshida e col., 2002).  

Estudos apresentam dados conflitantes quando abordam o tempo em que a ativação 

plaquetária ocorre na asma. Em humanos, níveis de β-TG e PF-4, marcadores plaquetários da 

ativação in vivo, mostraram-se aumentados no início (10 min) da resposta asmática imediata 

(Knauer e col., 1981). Outro estudo relata níveis aumentados desses mesmos mediadores (β-TG e 

PF-4) aumentados em LBA em tempo tardio, 19 horas, após desafio antigênico em indivíduos 
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asmáticos (Averill e col., 1992). Um terceiro estudo mostra a ativação plaquetária em dois 

momentos distintos, durante a resposta asmática imediata, observada pelos níveis plasmáticos de 

β-TG aumentados em 30 min, e também durante a resposta asmática tardia, como visto pelos 

níveis plasmáticos aumentados de PF-4 e P-selectina solúvel oriundos da secreção plaquetária 

(Kowal e col., 2006).  

Considerando-se o período de redução de plaquetas circulantes, entre 30 min e 24 horas 

após desafio, decidimos então investigar a atividade adesiva e agregante das plaquetas utilizando 

estudos funcionais in vitro, em tempos variados após o desafio alérgico à OVA. 

Nossos resultados mostraram que o desafio alérgico à OVA alterou a capacidade adesiva 

somente em plaquetas estimuladas por agonistas, cuja mudança foi observada em dois tempos 

distintos, em 30 min e 24 horas após desafio alérgico a OVA.  

A adesão espontânea (na ausência de estímulo) das plaquetas ao fibrinogênio imobilizado 

não foi alterada pela resposta inflamatória induzida pelo desafio alérgico em nenhum dos 

períodos estudados (30 min, 2, 8 e 24 horas). Embora a integrina αIIbβ3 plaquetária seja capaz de 

se ligar ao fibrinogênio imobilizado na ausência de estímulo (Lüscher e Weber, 1993), estudos 

prévios mostram que as plaquetas participam da inflamação alérgica asmática somente quando 

ativadas, mas não em estado de repouso (Moritani e col., 1998; Pitchford e col., 2005). Estas 

observações sugerem que as plaquetas necessitam ser estimuladas para exercer seu papel como 

“célula” mediadora da inflamação. 

Coerente com essa especulação, os nossos resultados mostram que o desafio alérgico 

potencializou a adesão plaquetária ao fibrinogênio imobilizado quando as plaquetas foram 

estimuladas in vitro com trombina (50-100 mU/mL) ou ADP (5-50 µM) durante a resposta 
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asmática imediata (30 min após desafio). Não foram observadas mudanças significativas, entre 

os grupos estudados, quando se comparou a adesão plaquetária estimulada e não-estimulada ao 

fibrinogênio imobilizado durante os picos de queda de plaquetas circulantes, como verificado 

nos tempos de 2 e 8 horas após o desafio. Porém, em tempo tardio, 24 horas após o desafio 

antigênico à OVA, as plaquetas ativadas com trombina (30-100 mU/mL) ou ADP (0,5-50 µM) 

dos animais desafiados aderiram-se marcantemente menos ao fibrinogênio imobilizado, quando 

comparado com o grupo controle. Sugerimos que o desafio antigênico a OVA leve a uma 

“exaustão” da atividade plaquetária, observada em tempo tardio (24 horas), provavelmente 

induzido por desencadeamento de uma hiper-atividade prévia, como observado em 30 min, 

sugerindo uma atividade plaquetária tempo-dependente na asma alérgica. 

O aumento da adesão plaquetária observado em 30 minutos após o desafio foi 

concomitantemente acompanhado por aumento discreto, porém significativo, dos níveis de cálcio 

citosólico oriundos dos estoques internos e do influxo de cálcio externo em plaquetas de ratos 

desafiados. As [Ca2+]i mobilizadas em plaquetas estimuladas com ADP (20 µM) ou trombina 

(100 mU/mL), na ausência de cálcio externo, foram significativamente maiores. Embora o ADP 

e a trombina atuem em receptores diferentes e estimulem diferentes vias de sinalização, ambos 

levam ao aumento de [Ca2+]i citosólico (Rink e Sage, 1990). Esse resultado nos permite inferir 

que as plaquetas de animais desafiados mobilizam uma quantidade maior de cálcio proveniente 

dos estoques celulares, provavelmente do sistema tubular denso (retículo endoplasmático) 

plaquetário. Estudo prévio mostrou que plaquetas de pacientes asmáticos não-tratados 

apresentaram maior mobilização dos estoques internos de cálcio quando estimuladas por 

trombina (Moritani e col., 1998), perfil semelhante obtidos em nossos experimentos. Além disso, 

Block e colaboradores (1990) observaram níveis elevados de IP3 em plaquetas de indivíduos 
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asmáticos. Quando as plaquetas foram estimuladas na presença de cálcio extracelular, os 

aumentos de [Ca2+]i foram maiores nas plaquetas de ratos asmáticos; porém, significativamente 

maiores naquelas estimuladas com ADP, sugerindo uma atividade aumentada dos mecanismos 

reguladores de entrada de cálcio na membrana plasmática, provavelmente mediada pelos canais 

de cálcio do tipo SOC (store-operated channel), operados por estoques. Considerando-se que os 

mecanismos de mobilização de cálcio interno e externo estão aumentados, sugerimos que a via 

de sinalização mediada por IP3 é potencializada quase imediatamente (30 min) após o desafio 

alérgico a OVA, favorecendo o aumento de adesão plaquetária ao fibrinogênio nesse período. 

A via de sinalização mediada por cálcio também foi afetada em plaquetas de animais 

asmáticos em tempo tardio (24 horas) após o desafio a OVA; porém, diferentemente do perfil 

observado na resposta asmática imediata (30 min). Nota-se que, a mobilização de Ca2+ dos 

estoques internos em plaquetas estimuladas com trombina (100 mU/mL) ou ADP (20 µM) está 

significativamente reduzida em plaquetas de ratos desafiados. De modo semelhante, a 

mobilização de cálcio extracelular também se mostrou significativamente reduzida em plaquetas 

estimuladas com as concentrações máximas dos agonistas, ADP (50 µM) e trombina (200 

mU/mL). Observamos também níveis basais significativamente reduzidos de cálcio citosólico 

em plaquetas de animais desafiados. Sugerimos que a ativação plaquetária, observada pelo 

aumento da adesão e aumento de [Ca2+]i no início da reação asmática, por um consumo dos 

estoques intracelulares de cálcio, tenha levado a uma exaustão plaquetária posterior, em 24 

horas.  

A agregação plaquetária induzida por 50 µM de ADP e 200 um/ml de trombina foi 

reduzida (embora discretamente) somente em tempo tardio, 24 horas após o desafio. É possível 

que esta discreta redução não tenha relevância biológica. Estudos prévios in vitro, realizados 
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com plaquetas de pacientes asmáticos com sintomas crônicos, mostram agregação plaquetária 

reduzida e refratária em resposta ao ADP (Szczeklik e col., 1986), colágeno (Szczeklik e col., 

1986; Gresele e col., 1993), PAF (Gresele e col., 1993; Beer e col., 1995) e ácido aracdônico 

(Szczeklik e col., 1987). Especula-se que as plaquetas possam ser exauridas de mediadores pré-

formados devido à intensa ativação plaquetária in vivo. Nossos resultados apresentaram uma 

tendência a uma resposta menor de agregação. Inferimos, porém que o modelo utilizado no 

estudo é considerado agudo, e que uma única resposta asmática aguda possa não ser suficiente 

para induzir uma exaustão plaquetária mais evidente e visível. 

Estudo recente mostrou diminuição dos níveis plasmáticos de fibrinogênio durante a 

resposta asmática imediata em sujeitos asmáticos (Rhim e col., 2009). É possível que o 

fibrinogênio esteja sendo “sequestrado” para o tecido pulmonar, à semelhança do que ocorre em 

reações de hipersensibilidade imediata mediada por IgE (Mekori e Galli, 1990). 

Em conjunto, propomos que a ativação plaquetária na resposta asmática imediata, 

favorecida por um aumento da disponibilidade de cálcio, leve a um aumento da adesão 

plaquetária ao fibrinogênio imobilizado, retendo as plaquetas no pulmão, contribuindo assim 

para a trombocitopenia. Esta ativação plaquetária inicial no pulmão poderia levar à secreção de 

grânulos plaquetários, liberando mediadores inflamatórios e quimiotáxicos, favorecendo o 

recrutamento de leucócitos para o pulmão, contribuindo para a resposta inflamatória alérgica 

asmática tardia. 
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5. CONCLUSÃO 
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Os resultados apresentados nesse estudo nos permitem concluir que: 

1. O desafio alérgico a OVA promove uma mudança de comportamento plaquetário, 

levando a uma queda de plaquetas circulantes, iniciando-se em 30 minutos após o 

desafio, e retornando aos valores basais após 24 horas; 

2. O desafio alérgico promove um aumento da atividade plaquetária adesiva ao 

fibrinogênio, supostamente pela potencialização da via IP3, em 30 minutos após o 

desafio, levando a uma exaustão dessa atividade adesiva em 24 horas, 

provavelmente pelo consumo prévio dos estoques de cálcio. 
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