QR )
NWENTIA £DIFCAZ

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

CURSO DE FARMACIA

GRASIELA COSTA BEZERRA

ESTUDO COMPARATIVO DE PARAMETROS INFLAMATORIOS NOS
MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO PULMONAR
ALERGICA AGUDA E CRONICA

JOAO PESSOA - PB

Junho 2018



GRASIELA COSTA BEZERRA

ESTUDO COMPARATIVO DE PARAMETROS INFLAMATORIOS NOS
MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO PULMONAR
ALERGICA AGUDA E CRONICA

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Coordenacdo do Curso
de Graduacdo em Farmacia, do Centro
de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do grau de
Bacharel em Farmacia.

Orientadora: Profa. Dra. Marcia Regina Piuvezam

JOAO PESSOA-PB
Junho 2018



B574e  Bezerra, Grasiela Costa.

Estudo comparativo de pardmetros inflamatorios nos modelos experimentais de
inflamagdo pulmonar alérgica aguda & cronica / Grasiela Costa Bezerra. - - Jodo
Pessoa, 2018.

7ef. il -

Orientadora © Marcia Regina Piuvezam.

Monografia (Graduagéo) — UFPB/CCS.

1. Inflamacggio Pulmonar. 2. Asma alérgica. 3. Modelos experimentais.
4. Remodelamento pulmonar. 5. Farmacia.

BS/CCS/UFPB CDU: §16.24-002(043.2)




0 ~§
c_n_';l-lg
SW\E?NT\A.ED@CAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CURSO FARMACIA

GRASIELA COSTA BEZERRA

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado a Coordenacdo do Curso
de Graduacdo em Farmacia, do Centro
de Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do grau de
Bacharel em Farméacia.

ESTUDO COMPARATIVO DE PARAMETROS INFLAMATORIOS NOS MODELOS
EXPERIMENTAIS DE INFLAMACAO PULMONAR ALERGICA AGUDA E
CRONICA

Aprovado em 05 de junho de 2018

BANCA EXAMINADORA

!'_il.ufi_ . L

Profa. Dra. Marcia Regina Piuvezam
Programa de Pos-Graduacdo em Produtos Naturais Sintéticos e Bioativos

Universidade Federal da Paraiba — Orientador/a



\\ -~ | - F
™ -
Gwuléd Jaalivs 1G4 2 BN AA A g A,

Profa. Dra. Daniele Idalino Janebro Ximenes
Universidade Federal da Paraiba — Membro Interno

o L e "'/'[..-" Ll A i Eid '::"f' u ¥ '“L._":F- L

Ms. Laércia Karla biega Paiva Ferreira
Universidade Federal da Paraiba — Membro Externo



Dedico esse travallio a Deus meu prolelor e amigo fiel de lodas as
noras que me manteve [irme nessa caminfiada, e aqueles qiue sdo
minfia base, maiores incentivadores, amigos verdadeiros que me
ensmaram as coisas mais nmporiantes na vida e sempre estiveram
comigo, meus queridos e amados pais Maria José Costa Bezerra e
Valdelino Costa Bezerra, sem vocés nada disso seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Deus, que desde o inicio esteve comigo preparando cada detalhe e
cuidando de cada passo meu, me livrando do mal, e me dando forca e sabedoria
em cada momento. Com Ele aprendi que nada é impossivel, que por tras de toda
luta existe uma vitoria e que nossos planos sdo pequenos comparados aos que
Ele tem para nés, quando acreditamos. Em cada momento vi tua presenca e teu

cuidado, e a ti sou grata.

Aos meus pais, Maria José Costa Bezerra e Valdelino Costa Bezerra
meus tesouros e maiores exemplos, que sempre estiveram comigo me apoiando
constantemente, me ensinando e mostrando os bens mais preciosos da vida,
amor, humildade e respeito. Agradeco por todo amor e carinho, pela educacao
gue me deram e por todo esforco para minha criacdo. Ao meu querido irmao,
Anderson Costa pelo carinho, amizade, e apoio de todas as horas. As minhas
primas, Marcia Aparecida e Mercia Andreza pelas quais tenho carinho de irm4,
elas que sempre estiveram comigo me apoiando, torcendo e me incentivando
desde do ensino médio até minha vinda para UFPB, e me acompanharam durante
todos os momentos dessa etapa. Aos meus avos paternos Helena Fiqueira e
José Bezerra e aos maternos Edite Feitosa e José Pedro Calixto, apenas vovo
Edite esta entre nés, mas acredito que meus queridos avds sempre torceram e
estdo felizes com esse momento tdo importante que vivo agora, la no céu. A
todos meus familiares: tios (as), primos (as), pelos momentos de alegria, pelas

palavras de apoio e por se alegrarem com as minhas vitorias.

Ao meu amado noivo, Henrique Junior por todo amor, pelos momentos
felizes e a paz que me faz sentir. Por sempre esta comigo distante ou perto, por
ser um grande amigo, e me apoiar nos meus sonhos. Vocé é presente de Deus
em minha vida e veio para tornar tudo ainda mais bonito. E a familia do meu

noivo, 0s quais sempre me receberam com muito carinho e torceram por mim.

Aos meus amigos que conheci antes da graduacdo, em especial
Bianca Alves e Laisa Nunes pela linda amizade que construimos, pelos
momentos de alegria inesqueciveis, e apesar da distancia, foram e sdo pessoas

marcantes na minha vida.



Aos meus professores do ensino médio da Escola EREM Luiz Alves da
Silva, pelos ensinamentos e por sempre estarem me estimulando a alcancar
meus objetivos, em especial ao professor Ronaldo por ter me apresentado o
curso de Farméacia onde foi 0 momento que iniciou meu interesse. Ao professor
Paulo Rogério por ser o melhor professor de quimica e a professora Valdiana

pelo carinho e atengéo.

Aos professores que tive na graduacdo, pelas contribuicbes académicas
gue foram essenciais para minha formacdo. Em especial, aos professores do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas por todos os ensinamentos, conselhos

e por ter nos mostrado ainda mais a beleza e importancia do curso de Farmécia.

A minha orientadora, a Professora Doutora Marcia Regina Piuvezam por
ter aberto as portas do Laboratorio de Imunofarmacologia e me acolhido tdo bem.
Obrigada pelos conhecimentos transmitidos, por sua orientacéo e pela confianca

em mim depositada.

A todos que fazem parte do Laboratério de Imunofarmacologia,
companheiros da ciéncia e pessoas que me mostraram a beleza da pesquisa. Aos
gue ja passaram, Fernanda e Byanca, aos que hoje estdo no laboratorio Gabriel,
Cosmo, Jodo, Viviane, Tamires, Allysson, Raquel, Hianka, Larissa
Rodrigues, Adriano, Heivila, Louise, Luiz Henrique, José Guilherme, Juliane,
José Marreiro, Dayse, Essia, Jalia, Isabela e Anne. Aos professores Giciane,
Sandra e Claudio pelas contribuicbes. E principalmente, aquelas que me
acompanharam de perto, me ajudaram na superacdo dos obstaculos, foram
indispensaveis para 0 meu crescimento na iniciacao cientifica, que me ensinaram
muito e pelas quais tenho um carinho enorme e sou extremamente grata, Laércia,

Talissa e Larissa, vocés sdo demais.

Aos meus amigos da graduacdo, Cinthia, Larissa, Tuany, Lidiane,
Geovania, Severino Neto, Fernanda e Ana Luiza obrigada a vocés por todos os
conhecimentos compartilhados, as conversas, os conselhos e os momentos de
descontragcdo, com vocés a graduacao se tornou menos pesada. Cada um com
seu jeito particular me ensinou algo especial. Que Deus continue abencoando

cada um de vocés. Com certeza os melhores farmacéuticos.



A Banca Examinadora, Daniele Idalino Janebro Ximenes, Laércia Karla
Diega Paiva Ferreira pela atencdo, disponibilidade e contribuicdo para o
enriquecimento do meu trabalho. Assim como também as examinadoras suplentes
Giciane Carvalho Vieira e Isabele Beserra Santos Gomes.

Aos funcionarios da Universidade Federal da Paraiba, em especial a
Evandro e Nilton do DCF e Petronio da Coordenacao de Farmacia, a Crispim por
suas contribuicdes principalmente no experimento do PCA, e a MOnica sempre
simpatica e muito gentil.

A Universidade Federal da Paraiba e Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico (CNPq), pelos recursos financeiros,

humanos e estrutura fisica, que proporcionaram o desenvolvimento desse trabalho.



BEZERRA, G.C. Estudo comparativo de paréametros inflamatérios nos modelos
experimentais de inflamagdo pulmonar alérgica aguda e cronica. Trabalho de
Concluséo de Curso. Coordenacédo do Curso de Farmacia, CCS/UFPB, 2018.

RESUMO

A inflamacdo pulmonar eosinofilica das vias aéreas inferiores, representa a
caracteristica central no mecanismo fisiopatolégico da asma alérgica. A asma
afeta cerca de 300 milhGes de pessoas em todo o mundo, e aproximadamente
250.000 mortes sao atribuidas & doencga anualmente. Os modelos experimentais
in vivo de inflamacdo pulmonar alérgica agudos e crénicos apresentam
semelhancas nos sinais clinicos e fisiopatolégicos a doenca em humanos o que
permite entender os mecanismos da doenca, além de tornar os testes pré-clinicos
mais eficazes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar e comparar os
parametros inflamatérios e alérgicos de diferentes modelos experimentais de
inflamag&o pulmonar alérgica agudo (23 dias de sensibilizacdo e desafio com o
alérgeno) e cronico (35 dias de sensibilizacdo e desafio com o alérgeno).
Camundongos fémeas BALB/c foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina
(OVA) e os parametros inflamatérios observados foram a migragéo de leucocitos
no fluido do lavado broncoalveolar (BALF), os eventos histopatolégicos foram
inflamac&o, muco e remodelamento tecidual e os parametros alérgicos avaliados
foram a producéo de IgE — OVA especifica e as citocinas do perfil Th2 (IL-4 e IL-
13). O desafio prolongado com OVA no protocolo de asma alérgica cronica (35
dias), promoveu recrutamento significativo no nimero de leucdcitos em relacéo ao
grupo OVA do protocolo de asma alérgica aguda (23 dias), no BALF (8,63x10° +
0,81 vs 5,63x10° + 0,457), e na histologia (score = 6,75 + 0,25 vs 4,5 + 0,289) e
promoveu hiperproducdo de muco (3,25 = 0,25 vs 0,5 + 0,289). Em adicéo,
verificou-se que no grupo OVA do protocolo cronico houve remodelamento
tecidual acentuado, o que nao foi observado no grupo OVA do protocolo agudo
(score =2,75 + 0,25 vs 0,25 £ 0,25). Adicionalmente, nos protocolos de 23 e 35
dias houve producdo de IgE-OVA especifica (3822 = 274 e 3947 + 149,
respectivamente) e das citocinas IL-4 (51,7 £ 2,63 e 52,7 + 4,15, respectivamente)
e IL-13 (66,4 £ 1,84 e 78,2 + 1,75, respectivamente) comparando com 0S grupos
basais. Demonstrando, com esses resultados, que o aumento da IL-13 foi mais
acentuado (p<0,01) nos animais expostos de forma mais prolongada ao alérgeno
(23 dias comparados a 35 dias). Os resultados obtidos nesse estudo demonstram
gue o desafio prolongado com alérgeno promove, a exacerbacédo dos parametros
inflamatorios cronicos das vias aéreas inferiores, caracteristicos da asma alérgica.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacdo Pulmonar. Asma alérgica. Modelos
experimentais. Remodelamento pulmonar
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ABSTRACT

Eosinophilic lung inflammation of the lower airways, is the central feature in the
pathophysiological mechanisms of allergic asthma. Asthma affects about 300
million people worldwide, and approximately 250,000 deaths are attributed to the
disease annually. In vivo experimental models of acute and chronic lower airway
allergic inflammation present similarities in clinical and pathophysiological signs of
disease in humans, which makes it possible to understand the mechanisms of the
disease, in addition to making preclinical tests more effective. The goal of the
present study was to evaluate and to compare the inflammatory and allergic
parameters of different experimental models of acute allergic pulmonary
inflammation (23 days of sensitization and challenge with the allergen) and chronic
(35 days of sensitization and challenge with the allergen). Female BALB / ¢ mice
were sensitized and challenged with ovalbumin (OVA) and the inflammatory
parameters observed were leukocyte migration in the bronchoalveolar lavage fluid
(BALF), histopathological events as inflammation, mucus and tissue remodeling
and the allergic parameters evaluated were specific IgE-OVA production and Th2
cytokine profile (IL-4 and IL-13). The prolonged OVA challenged, in the chronic
allergic asthma protocol (35 days), induced a significant leukocyte recruitment into
the BALF (8.63x105 + 0.81 vs 5.63x105 = 0.457), histological alterations (score =
6.75 £ 0.25 vs 4.5 + 0.299) and mucus hyperproduction (3.25 + 0.25 vs 0.5 *
0.289) as compared to the OVA group of the acute allergic asthma protocol (23
days). In addition, it was verified that in OVA group of the chronic presented a
marked tissue remodeling, which was not observed in the OVA group of the acute
protocol (score = 2.75 £ 0.25 vs 0.25 £ 0.25). Additionally, it was observed that on
both protocols (23- and 35-days) production of IgE-OVA specific (3822 + 274 and
3947 + 149, respectively), IL-4 cytokines (51.7 + 2.63 and 52.7 % 4.15,
respectively) and IL-13 (66.4 £ 1.84 and 78.2 + 1.75, respectively) comparing with
the basal groups. By demonstrating, with these results, that the increase in IL-13
was more pronounced (p<0,01) in intense allergic exposed animals (23 days
compared to 35 days). The results obtained in this study demonstrate that the
prolonged allergen challenge promotes the exacerbation of the chronic
inflammatory parameters of the lower airways, characteristic of allergic asthma.

KEYWORDS: Pulmonary Inflammation. Allergic asthma. Experimental models.
Pulmonary remodeling
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1. INTRODUCAO

A inflamacéo se apresenta como um evento fisiolégico e protetor, sendo este
marcadamente regulado, originado em resposta a estimulos nocivos, tais como
agentes patogénicos, células potencialmente cancerigenas, células mortas ou injuria
tecidual (GUO et al., 2015; KOTAS & MEDZHITOV, 2015). Os fendmenos inflamatérios
podem ser divididos em duas categorias principais, inflamacdo aguda e cronica,
fundamentado nos eventos temporais e patolégicos. A inflamacédo aguda apresenta-se
particularmente como uma resposta imediata e inespecifica com duracgéo relativamente
breve e autolimitada, e é caracterizada por vasodilatacdo, com exsudacédo de liquido
rico em proteinas e migracao de células para o local da lesdo. Ja o processo cronico é
caracterizado como sendo um disturbio de duracdo prolongada, com o surgimento de
alteracoes histoldgicas ligadas ao aumento do grau de celularidade, neoformacéo de
vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY,
2004).

As doencas alérgicas representam uma classe de entidades nosologicas
extremamente frequentes, cuja prevaléncia tem aumentando significativamente nas
ltimas décadas. E estabelecido que a inflamac&o representa um fator primordial para
0 estabelecimento desse grupo de doencas (RAMOUTSAKI et al.,, 2002) As reacdes
inflamatorias sdo, por principio, benéficas para o organismo, caracterizando um
mecanismo de reparacado autolimitado. Desse modo, pode-se assumir uma ruptura do
equilibrio necessario ao controle desse mecanismo, em relacdo ao aparecimento das
doencas alérgicas. As doencas alérgicas sao, portanto, um conjunto de afeccles
caracterizadas por uma inflamacdo conduzida por um alérgeno, originando uma
resposta do sistema imunolégico exacerbada localizada a um 6rgédo, ou generalizada
(RAMOUTSAKI et al., 2002).

Dentro da classe de doencas alérgicas encontram-se as doencas respiratorias
alérgicas, desenvolvidas pelo contato com aeroalérgenos (alérgenos suspensos no ar),
e algumas delas associadas a reacdo atépica. As doencas atdpicas sdo aquelas
provocadas por uma reacdo alérgica, em que a resposta exacerbada encontram-se
relacionado a elevados niveis de imunoglobulina E (IgE) alérgeno especifica. Alguns
exemplos de doencas atopicas sao: rinite, asma, e rinosinusite (HOLGATE e POLOSA,

2008).
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A asma alérgica é considerada um problema mundial de saude publica,
uma vez que afeta cerca de 300 milhdes de individuos dos mais variados grupos
étnicos e faixas etarias (LAMBRECHT et al. 2015). Um dos mecanismos
fisiopatoldégicos mais importantes da asma € inflamacdo pulmonar alérgica, que
leva ao desenvolvimento de hiperresponsividade das vias aéreas inferiores
resultando em estreitamento dessas, causando reducao do fluxo de ar para os
pulmdes (CAMPQOS, 2007). A presenca e atividade eosinofilica e de linfocitos Th2
com producdo das citocinas IL-4, IL-13 e IL-5, associadas a producdo de
imunoglobulina E (IgE) alérgeno-especifica sdo as principais caracteristicas da
doenca (FULKERSON et al., 2005) . S0 observadas também na asma mudancas
estruturais das vias aéreas inferiores, incluindo espessamento da musculatura
lisa, metaplasia epitelial e hiperplasia de células caliciformes (BOUSQUET et al.

2000).

Os modelos animais tém sido utlizados ha décadas para melhor
entendimento da fisiopatologia e descoberta de biomarcadores alvos de novas
terapias para asma. O modelo murino é o mais amplamente utilizado em estudos
de asma devido ao baixo custo, facil manipulacdo e genética detalhadamente
conhecida. Os camundongos BALB/c sdo animais isogénicos geralmente
sensibilizados com ovalbumina (OVA) (ZOSKY; SLY 2007). Os modelos
experimentais in vivo de inflamacéo alérgica das vias aéreas inferiores crénicos e
agudos sao frequentemente utilizados e descritos na literatura, esses modelos
apresentam-se mais semelhantes a doenca em humanos e com caracteristicas
mais abrangentes, o que permite entender melhor os mecanismos da doenca,

além de tornar os testes pré-clinicos mais eficazes (PEREIRA et. al., 2012).

Diante disso o objetivo desse estudo foi comparar os parametros inflamatoérios
e alérgicos de dois protocolos de inflamac&o pulmonar alérgica, caracteristico da asma,

sendo um de carater agudo e outro crénico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamagéo Pulmonar Alérgica e Asma Th2

A inflamac&@o pulmonar representa a caracteristica central para o0 mecanismo
fisiopatolégico da asma alérgica, e envolve interagcbes complexas entre células
inflamatérias, mediadores e células estruturais dos pulmdes. Esta presente ndo apenas
em asmaticos graves ou com doenca de longa duracdo, como também naqueles
pacientes que apresentam asma de inicio recente, e em pacientes que possuem as

formas mais leves da doenca e mesmo nos assintomaticos.

7

A denominacdo asma € utilizada ha séculos, remetendo-se ao grego, cujo
significado esta associado a ofegante, arquejante (CAMPOS et al., 2004). Na
atualidade a asma por sua vez, é definida como uma doenca heterogénea, geralmente
caracterizada por uma condicdo inflamatoria cronica das vias aéreas inferiores,
associada a um grupo clinico de sintomas respiratorios, como sibilos, falta de ar, aperto
no peito e tosse, que variam com o tempo e intensidade, juntamente com a limitacao

variavel do fluxo expiratorio (GINA, 2016).

Com o surgimento do conceito da divisdo da imunidade nos perfis celulares
Thl e Th2, a asma tem sido considerada tipo Th2, associada a atopia e alergia, as
reacdes de hipersensibilidade do tipo imediata (tipo I) e a presenca prevalente de
eosindfilos. Apesar de estudos atuais demonstrarem a existéncia de diversos fenotipos
de asma, ainda ocorre a prevaléncia da asma associada ao tipo Th2 (cerca de 70%)
(HALDAR et al., 2008; MOORE et al., 2010). E visto que a asma do tipo Th2 ocorre em

cerca de 80% das criancas e na maioria dos adultos (HOLGATE et al., 2015).

As principais caracteristicas observadas na asma alérgica sao resultado da
presenca e atividade eosinofilica e de linfécitos Th2 com producado das citocinas IL-4,
IL-13 e IL-5, associadas a producdo de imunoglobulina E (IgE) alérgeno-especifica
(CAMPOS, 2007; WYNN, 2015). O aumento sérico de IgE caracteriza uma atopia
(predisposicdo genética para desenvolver alergias) e € considerada a marca da
resposta imune adaptativa Th2 (CHENG et al., 2014). Na asma alérgica, a resposta

mediada por IgE causa alteracbes imediatas, minutos apds a exposicdo ao(s)
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alérgeno(s), e alteracdes tardias, que representardo a resposta inflamatéria cronica
caracteristica da doenca (SILVA & DIAS 2013;).

O desenvolvimento da inflamacdo pulmonar alérgica presente na asma esta
associado a varios fatores externos (ambientais e ocupacionais) e individuais
(genéticos e psicossociais), e depende da interacdo entre estes fatores externos e a
predisposicao genética ao desenvolvimento de hiperresponsividade brénquica e atopia,
ou seja, predisposicdo genética para a producdo demasiada de IgE especifica para
antigenos frequentes do meio ambiente (SILVA & DIAS 2013).

A asma afeta todas as faixas etarias, porém com maior magnitude em criancas
e adolescentes, podendo os sintomas variar quanto a gravidade e frequéncia.
(BOUSQUET et al., 2005). Durante um ataque de asma, a mucosa dos bréonquios
intumesce, resultando em estreitamento das vias aéreas e reducéo do fluxo de ar para
dentro e para fora dos pulmdes e consequente falta de ar. A falta de ar retrata uma das
principais condigbes dos asmaticos (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2018). De acordo
com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o Manejo
da Asma (2012), o diagndstico clinico da asma é sugerido por um ou mais sintomas,
como dispnéia, tosse crénica, sibilancia, opressédo ou desconforto toracico, sobretudo a

noite ou nas primeiras horas da manha.

2.2 Aspectos Epidemiolégicos da Asma Alérgica e seu Impacto Social e

Econbmico

A asma afeta cerca de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo, e
aproximadamente 250.000 mortes s&o atribuidas a doenca anualmente (GINA 2018). E
estimada uma adicdo de mais 100 milhdes de pessoas diagnosticadas com asma no
ano de 2025 (WHO, 2016).

E considerada a doenca crénica ndo transmissivel mais comum da infancia e
adolescéncia. Representa um sério problema de saude mundial, no entanto, apresenta-
se com crescente predominancia em grande parte dos paises em desenvolvimento,

promovendo um aumento significativo dos custos para os sistemas de saude
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associados com tratamento e hospitalizacdo, e consequéncias negativas tanto para os
pacientes como para os familiares (GINA, 2018). Tais consequéncias, como dias e

custos decorrentes de hospitalizagbes, ocasionam impacto econdmico e social.

Dentre os fatores que tém contribuido para o0 aumento do nimero de asmaticos
ao redor do mundo, pode-se destacar o aumento do grau de industrializacdo e
modernizagdo. Com as crescentes taxas de urbanizacdo da populacdo mundial, e as
mudancas ambientais que seguem esses processos (exposicao a alérgenos, irritantes
e poluentes quimicos), é esperado que o numero de asmaticos acompanhe este
crescimento nas préximas décadas (FALCON-RODRIGUEZ et al., 2017).

Os grupos com maior predominio de asma (> 20% em criangas) estdo em
paises de lingua inglesa e na América Latina (SOLE et al., 2015; CHONG, et. al. 2012).
A prevaléncia da asma infantil na América Latina apresenta um alto grau de variacao
(de 4% a 30%), mas geralmente esta acima de 10% em praticamente todos os paises
(SOLE et al., 2015). O impacto da asma nesses paises é normalmente complicado pela
escassez e limitacdo dos servicos de saude e medicamentos essenciais ofertados
(CHONG et al., 2012). Nos EUA, um dos paises mais desenvolvidos do mundo,
segundo o National Center for Health Statistics foram registradas em 2015, 3.615
mortes por asma e 1,7 milhdes de visitas a servicos de emergéncia com asma como

diagndstico principal.

No Brasil a asma atinge 6,4 milhdes de brasileiros acima de 18 anos, sendo as
mulheres mais acometidas pela doenca, cerca de 3,9 milhdes delas afirmaram ter
diagnostico da enfermidade contra 2,4 milhdes de homens, ou seja, prevaléncia de
39% a mais entre o sexo feminino (BRASIL, 2015). Considerando a populacdo adulta,
criancas e adolescentes, a asma atinge aproximadamente 20 milhdes de pessoas no
pais. Desse total, aproximadamente 20% enfrentam a forma grave da doenca. Em
2014, foram registradas 105,5 mil internacfes pela doenca originando um custo de R$
57,2 milhdes para a rede publica de saude no pais (BRASIL, 2015). A asma representa
a quarta causa de hospitalizacdo pelo Sistema Unico de Saude (2,3% do total) e a

terceira causa entre criancas e adultos jovens (BRASIL, 2015).

Em um estudo realizado por Cardoso e colaboradores (2017) nos anos de 2008

a 2013, avaliou-se a prevaléncia da asma nas diferentes regides do Brasil, e constatou-
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se que as regibes Norte / Nordeste e Sudeste apresentaram as maiores taxas de
internacdes relacionadas & asma e 0bitos de pacientes internados respectivamente. A
meédia do numero de hospitaliza¢es relacionadas com a asma por regido em 2010 foi
de 110 hospitalizacbes / 100000, e a proporcdao de mortes entre pacientes
hospitalizados foi de 0,46%. No sul do Brasil, 20% das criangas em idade escolar
possuem asma, muitas delas com doenca ndo controlada e altas taxas de inatividade

fisica, absenteismo escolar e hospitalizacdes (CARDOSO et al., 2017).

Embora tenha sido observado uma pequena reducédo (10%) no total de Obitos
nos anos de 2008 a 2013, a mortalidade relacionada a asma no Brasil ainda é alta, e
aproximadamente trés pacientes morrem diariamente de asma no Brasil, e as
internacdes e atendimentos em emergéncia por asma seguem liderando as estatisticas
do SUS (DATASUS, 2017 ; CARDOSO et al., 2017). A mortalidade relacionada a asma
na infancia no Brasil também diminuiu de 1980 a 2000, (PRIETSCH et al.,
2012) sugerindo uma tendéncia nacional em diregdo a uma melhora lenta e gradativa

das mortes relacionadas a asma no pais.

Em relacdo ao impacto econémico da asma, Costa e colaboradores (2018)
constataram em seu estudo, que 0s pacientes que obtinham a medicacéo de controle
da asma de forma gratuita pelo SUS, alcancaram uma reducdo dos gastos gerando um
impacto positivo no orcamento da maioria das familias. Além disso, foi visto que quanto
mais grave ou pior o controle da asma, maior € o0 seu custo, de modo que asmaticos
graves tiveram custo duas a quatro vezes maiores se comparados a pacientes com

asma moderada, leve ou intermitente (COSTA et al., 2018).

Apesar da grande prevaléncia e gravidade das doencas alérgicas no Brasil,
como em todo o mundo, o0 acesso a atendimento especializado, exames
complementares e terapias que possibilitam o controle adequado delas, especialmente
as com potencial fatal, é restrito a poucos centros do pais, e muitas dessas condi¢cdes e
terapias ndo estdo contempladas nos Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas do
Ministério da Saude (SERPA et al., 2017).

A asma acarreta um impacto negativo na vida dos pacientes, gerando
interferéncias ndo s6 em termos de custos financeiros associados ao tratamento e

diagnoéstico, mas também aqueles associados ao desenvolvimento de restricBes
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fisicas, emocionais e sociais. Tais interferéncias sado proporcionalmente maiores a
medida que os sintomas ndo sdo adequadamente controlados apesar dos avangos
significativos na compreensdo e terapia da patogénese, a prevaléncia da doenca
persiste elevada na populacdo mundial. Além disso, o controle total da asma ndo vem
sendo alcancgado, apesar do avanco terapéutico (NASCIMENTO, 2012)

2.3 Fisiopatologia da Asma Alérgica

O processo fisiopatoloégico da asma tem sido extensivamente estudado nas
Ultimas décadas, com o objetivo de compreender seu mecanismo inflamatorio e assim
desenvolver pesquisas de novas alternativas para seu tratamento e desse modo,
reduzir a morbi-mortalidade dessa doenca, que acarreta prejuizos sociais e

econdmicos em todo mundo.

A patogénese da asma alérgica combina mecanismos complexos moleculares
e celulares, e envolve alteracdes fisiopatoldgicas como a inflamacéo das vias aéreas,

com obstrucédo variavel do débito aéreo e a hiperreatividade bronquica.

A asma alérgica € desencadeada pela ativacdo do perfil de resposta celular
Th2 e de células efetoras, tais como, eosindfilos, basofilos e mastoécitos, associado a
um importante aumento da expressao de citocinas, especialmente IL-4, IL-5 e IL-13, e
producédo de IgE especifica ao alérgeno (CAMARGOS et al., 2002; SILVA et al., 2013) .
Além disso, destaca-se o processo de eosinofilia no sangue periférico e nos tecidos,

importante na asma alérgica.

Estudos recentes evidenciam que apos a inalacdo de alérgenos em individuos
susceptiveis ocorre a ativacao e liberacéo de citocinas derivadas do epitélio respiratério
IL-33 e TSLP (linfopoetina do estroma timico), essas por sua vez recrutam e ativam as
células apresentadoras de antigenos (APCs), em particular as células dendriticas
presentes na mucosa brénquica. As APCs capturam e processam o0s alérgenos, e por
meio do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) classe Il realizam a
apresentacdo desses peptideos processados para as células T CD4+ naive

(HOLGATE, et. al. 2015). A interacdo entre essas duas células induz uma resposta
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imune priméaria, levando a diferenciagcdo das células T CD4+ naive em células Th2
efetoras (TODO-BOM et al., 2006). Os linfécitos Th2 induzem a sintese de IgE
especifica ao alérgeno pelos plasmdécitos através da acdo da IL-4 e IL-13, e a
diferenciacao e ativacao dos eosinodfilos pela acédo da IL-5 (TODO-BOM et al., 2006;
SILVA et al., 2013). A IgE produzida é liberada na circulagéo. Essa imunoglobulina se
ligara em seus receptores de alta afinidade do tipo FceRI presentes na superficie de
células efetoras como mastocitos e basdfilos, promovendo a sensibilizacdo destas
células (HOLGATE, et. al., 2015)

Na fase de reexposicao (subsequente a etapa de sensibilizagdo) do organismo
ao alérgeno, ocorre a ligacdo do alérgeno com as IgEs presentes na superficie das
células sensibilizadas (mastécitos e basofilos), e através da reacdo alérgeno-anticorpo
ocorre a degranulacdo dessas ceélulas que liberam mediadores pré-formados
(histamina) e derivados dos fosfolipidicos de membrana (serotonina, leucotrienos,
prostaglandinas, fator de ativacao plaquetéaria (PAF) (PALOMARES et al., 2017 ;TODO-
BOM et al., 2006). Neste ponto, uma reacdo de hipersensibilidade inicial de tipo |
mediada por IgE pode ocorrer em poucos minutos da exposicdo ao alérgeno. Estes
eventos fisiopatoldgicos desencadeiam os sintomas associados a alergia, sendo esses,
congestdo nasal, sibilos, espirros, tosse, conjuntivite, corrimento nasal, dispneia e

aperto no peito, caracteristicos de uma reacao aguda ( PALOMARES et al., 2017).

Normalmente precedido por uma reacao de fase inicial clinicamente evidente, a
resposta em fase tardia produz efeitos retardados e persistentes, e € desenvolvida
como consequéncia da regulacéo positiva de citocinas, quimocinas e de moléculas de
adesdo que contribuem com o recrutamento de eosinéfilos e ativacdo de células
efetoras (linfocitos Th2, basofilos, macréfagos). Os eosindfilos liberam uma série de
mediadores e proteinas toxicas (proteina catibnica eosinofilica, proteina basica
principal, leucotrienos, etc.). Estes sdo responsaveis pelos achados fisiopatolégicos
tipicos das fases tardias da asma alérgica: aumento da permeabilidade vascular,
edema bronquico e broncoespasmo (PALOMARES, et al.,, 2017; SHAKOORY et al.,
2004).

A resposta tardia pode evoluir para uma resposta inflamatéria crbnica, que
pode ser desenvolvida por uma exposicdo repetitiva ao alérgeno, estimulando as

células Th2, o que, por sua vez, promovera mais eosinofilia e producdo adicional de
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IgE. A fase crénica normalmente ndo inclui apenas a presenca de um vasto numero de
células efetoras no sitio afetado, mas também como a presenca de alteracdes das
células estruturais nos tecidos afetados. Diante disso, além de sua acéo indireta na
perpetuacdo da inflamacao, a IgE também pode desempenhar um papel significativo no
processo de remodelacdo das vias aéreas, como evidenciado em estudos recentes que
sugeriram um efeito direto desta imunoglobulina nas mudancas estruturais das vias
aéreas (ROTH et al.,, 2013; , REDHU et al., 2013). A inflamac&o persistente na
resposta cronica pode gerar o remodelamento das vias aéreas, promovendo uma perda
progressiva da funcéo pulmonar e obstrucédo fixa das vias aéreas (PALOMARES et al.,
2017).
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Figura 1. Fisiopatologia da Asma Alérgica
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O alérgeno entra em contato com as vias aéreas (1), ocorrendo a produgdo de IL-33 e TSLP (2)
gue irdo recrutar e ativar as APCs. As APCs por sua vez apresentam os peptideos do alérgeno
através do Complexo Principal de Histocompatibilidade tipo Il (MHC Il) as células THO (3),
levando a diferenciagdo dessas em linfdcitos Th2 que produzem as citocinas IL-4, -5 e -13 (4). As

citocinas IL-4 e IL-13 atuam sobre os Linfocitos B (LB) que iram produzir IgE alérgeno-especifica.
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A IgE produzida se liga na superficie de mastdcitos e baséfilos promovedo a sensibilizacdo dessas
células (5). Em adicdo a IL-5 atua na ativacdo e recrutamento de eosinéfilos produzindo assim a
esoindfilia (6). Na etapa de reexposicdo ao alérgeno (segundo contato), ocorre a degranulacdo
de mastdcitos e basdfilos, produzindo os sintomas da fase aguda da asma (7). A fase aguda pode
evoluir para uma fase cronica, devido a persisténcia do contato com o alérgeno, desenvolvida
por uma regulacdo positiva de citocinas e células inflamatérias, promovendo alteracOes
estruturais (8), que caracterizam o remodelamento pulmonar associado na fase cronica. APC —

célula apresentadora de antigeno; TSLP — linfoproteina do estroma timico; IL — interleucina; TGF-

B - Fator de crescimento transformador beta. Fonte : BEZERRA, 2018 adaptado de PAIVA
FERREIRA 2016.

2.4 Remodelamento Pulmonar

Na asma, o aumento dos niveis de gravidade do processo inflamatoério das vias
aéreas é um dos principais fatores associados ao desenvolvimento do processo de
remodelamento pulmonar (HOLGATE et al.,, 2015). Esse processo é dinamico,
ocorrendo a associacdo dos eventos de lesdo inflamatoria e reparo tecidual. As
principais alteracdes estruturais ocorridas nas vias aéreas de asmaticos envolvem
hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa das vias aéreas, espessamento da lamina
subepitelial bréquica (camada reticular), alteracdo no deposito/degradacdo dos
componentes da matriz extracelular, hiperplasia das células caliciformes, aumento de
glandulas e neoformacéao vascular e nervosa (HOLGATE et al., 2015; CAMPOS, 2007).
Ao conjunto dessas alteragcbes da-se o nome de remodelamneto pulmonar, que
representa as mudancas na composicdo, na quantidade e organizacdo dos
componentes celulares e moleculares das vias aéreas de asmaticos (BAI & KNIGHT,
2000). Todas estas alteracdes estruturais ocorrem devido a ativacdo e desregulacédo da
atividade normal da chamada unidade tréfica epitelial-mesenquimal, representada pelo
epitélio brénquico, os miofibroblastos da camada subepitelial e o muasculo liso

brénquico.

Estudos mostram que o remodelamento esta associado com a persisténcia dos
mecéanismos cronicos de reparagdo, que determinam as varias alteracfes ligadas ao

processo (TAGAYA & TAMAOI 2007), e representa um determinante da gravidade e da
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irreverssibilidadde da reduc¢éo da luz brénquica. Além disso, as altera¢des ocorridas no
musculo liso das vias aéreas, na mucosa e no parénquima pulmonar, podem modificar
e contribuir para o processo de hiperresponsividade bronquica, bem como com a
persisténcia dos sintomas (HOLGATE et al., 2015; LANCAS et al., 2006).

Inicialmente, o remodelamento pulmonar foi associado como resultado das
lesBes teciduais decorrentes do processo inflamatério cronico nas vias aéreas
asmaticas. Com evolucdo das pesquisas, entretanto, observou-se que esse processo €
também resultado dos determinantes genéticos da asma (HOLGATE, 2004). O gene
ADAM33 apresenta papel importante no remodelamento pulmonar da asma cronica,
pois se apresenta potencialmente expresso nos fibroblastos das vias aéreas e nas
células do musculo liso, resultando em mudangas estruturais no epitélio, na matriz
extracelular e transformacdo dos fibroblastos em miofibroblasto (HOLGATE et al.,
2000).

Os fendbmenos de hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa pulmonar estao
correlacionadas a liberacdo de mediadores inflamatorios, fatores de crescimentos e
citocinas (HOLGATE et al., 2015). Os eosinofilos tém papel fundamental no processo
de remodelamento, uma vez que sao capazes de produzir, IL-4, IL-13 e TGF-R1 que
estdo associados a transformacéo de fibroblastos em miofibroblastos (FATTOUH et al.,
2011). O grau de deposicao subepitelial de colageno € decorrente da proliferacdo de
miofibroblastos que apresentam maior atividade na sintese de colageno, do que os
préprios fibroblastos (MAUAD et al., 2000). Diante disso, os miofibroblastros sé&o

essenciais no processo de reparo tecidual.

Além disso os macréfagos M2 induzidos por IL-4 e IL-13 sdo importantes
reparadores teciduais, 0s quais expressam altos niveis de TGF-, um potente ativador

da producédo de colageno e aumento da proliferacédo de fibroblastos

Um estudo realizado por Chakir e colaboradores em 2003 mostrou que em
pacientes com asma cronica e moderada ocorre um aumento na deposi¢cdo de
colageno tipo | e lll, além de maior expressao de fator de transformador tecidual (TGF-

B), do que pacientes com asma leve e controlada.

O aumento das células caliciformes epiteliais resulta da acdo das interleucinas

IL-4 e IL-13, originadas da reposta inflamatéria mediada via Tn2. As céluas caliciformes
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alteradas comecam a produzir muco espesso contendo as mucinas MUCS5AC e
MUCS5B, que obstruem o limen das vias aéreas (GRUNIG et al., 1998; WILLS-KARP et
al., 1998). Em adicéo, os linfocitos contribuem para o remodelamento através do efeito
regulatério sobre a fibrose e inflamacdo com a producéo de citocinas como interleucina
3 (IL-3), interleucina 5 (IL-5), fator estimulante de coldénia de macrofagos e granulécitos
(GM-CSF). Foi visto que em individuos asméticos em que a IL-5 foi bloqueada, houve
uma reducdo significativa na deposicdo de componentes da matriz extracelular
(tenascin, lumican e procollageno lll), possivelmente levando a uma diminuigdo do
remodelamento das vias aéreas (FLOOD-PAGE et al.,, 2003). Ja os macréfagos
produzem citocinas, elastase e metaloproteases, que podem degradar os componentes
da matriz extracelular (MAUAD, et. al. 2000).

s

O remodelamento pulmonar observado na asma é resultado, também, da
interacdo entre o TIMP (inibidores teciduais de metaloproteinases) e a MMP
(metaloproteinases). As MMPs participam do processo de expressao das proteases e
antiproteases e fazem parte da familia de proteinases neutras, reconhecidas como
coadjuvantes importantes em processos patolégicos pulmonares, que tém a
capacidade de clivar proteinas estruturais como as das fibras colagenas e elasticas
(ATKINSON & SENIOR 2003). Nos tecidos, seus inibidores sao os TIMPs. O equilibrio
entre as MMPs e seus inibidores controla a deposicdo de colageno nos tecidos, dessa
forma, quantidades reduzidas de MMPs ou aumentadas de TIMPs podem contribuir
para a fibrose excessiva (ATKINSON & SENIOR 2003)

2.5 Protocolos Animais Experimentais

Os modelos animais tém sido utilizados ha mais de um século para melhor
compreensao fisiopatogénica de doencas humanas e para avaliar novas terapias em
potencial. Esses modelos representam uma ferramenta que possibilita que estudos
sejam realizados em um contexto com sistemas bioldgicos integros. Em se tratando da

asma alérgica, desde o inicio da década de 1990 foram firmados modelos
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experimentais com camundongos isogénicos para o estudo de aspectos particulares
dessa patologia (NIALS, 2008).

Principalmente quando se trata das consideracdes éticas que limitam muitos
estudos em humanos, modelos animais tém sido desenvolvidos e utilizados como uma
alternativa eficiente para estudo da asma alérgica (NIALS, 2008). Os modelos
experimentais de inflamacdo pulmonar alérgica sdo gerados principalmente por meio
de sensibilizacdo com o alérgeno administrado por via intraperitoneal e posterior
desafio com alérgeno em nebulizagdo para aspiracdo (GUALDI et al., 2010) a fim de
desencadear uma resposta pulmonar alérgica semelhante as caracteristicas da asma
em humanos (NIALS, 2008).

Varios modelos animais sao utilizados para estabelecer a inflamacgao pulmonar
alérgica presente na asma, dentre os mais utilizados estdo aqueles induzidos com
ovalbumina (OVA) em camundongos BALB/c (GUALDI et al., 2010). A OVA é o
antigeno mais popular na pesquisa de asma alérgica em camundongos, por se tratar
de uma substancia disponivel comercialmente, de facil manipulacdo e com a qual o
camundongo de laboratorio ndo tem contato ambiental (GUALDI et al., 2010). A OVA
guando administrada em condi¢cdes e intervalos adequados leva ao desencadeamento
de varios sintomas da asma alérgica, como intenso infiltrado de células inflamatoérias no
pulméo, liberacdo de mediadores inflamatérios, producdo exacerbada de muco por
células caliciformes e de citocinas do perfil TH2 (FACINCONE et al.,1997). O desafio
com OVA por inalacéo através de nebulizacdo é o principal método de escolha por se
mostrar mais adequado, pois 0 esse desafio € mais similar a forma como pacientes

com asma séo expostos a alérgenos (GUALDI et al., 2010).

Os camundongos da linhagem BALB/c, sdo os animais mais utilizados em
estudos de asma alérgica, produzem niveis elevados de IgE especifica, quando
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA), além de maiores concentracées de
citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) no lavado broncoalveolar, quando comparados, com animais
de outras linhagens (KUMAR et al., 2008) Outras linhagens sédo pouco utilizadas em
modelos de asma, por serem pouco sensiveis a sensibilizacdo e ao desafio a alérgenos
(WHITEHEAD et al., 2003) Além disso, os Camundongos BALB/c possuem as mesmas
caracteristicas genéticas (isogénicos) reduzindo muito resultados heterogéneos
(GUALDI et al., 2010).
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O hidréxido de aluminio € amplamente utilizado juntamente com a OVA no
processo de sensibilizagcéo, funciona como adjuvante, sendo capaz de promover uma
ativacdo mais intensa da resposta celular Tv2, quando o sistema imune € exposto ao
antigeno (BREWER et al., 1999). Dentre as principais vias utilizadas para o processo
de sensibilizagdo a intraperitoneal se destaca, por proporcionar uma marcada
sensibilizacdo (GUALDI et al., 2010; BREWER et al., 1999).

Os modelos experimentais in vivo de inflamacdo alérgica das vias aéreas
inferiores cronicos e agudos sdo amplamente descritos na literatura, esses modelos
apresentam-se mais semelhantes a doenca em humanos e com caracteristicas mais
abrangentes, o que permite entender melhor os mecanismos da doenca, além de tornar
os testes pre-clinicos mais eficazes (PEREIRA et al., 2012). Os modelos agudos de
resposta alérgica tém sido registrados em diversos estudos, pois permitem elucidar
mecanismos mais simples de respostas inflamatorias de curto prazo, niveis de IgE,
hiperplasia e hipertrofia epitelial (DUTRA et al.,, 2017; CARDOSO et al., 2017). Por
outro lado, os modelos crénicos apresentam resultados mais proximos da asma clinica
como remodelamento das vias aéreas, espessamento da parede e producédo de muco
(DUTRA et al., 2017; CARDOSO et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

v Comparar os parametros inflamatérios e alérgicos de dois protocolos
de inflamacdo pulmonar alérgica induzida com ovalbumia (OVA) (asma alérgica
experimental) sendo um de carater agudo (23 dias de sensibilizacdo e desafios com
OVA) e outro cronico (35 dias de sensibilizacdo e desafios com OVA).

3.2 Especificos

v Avaliar a migragéo de células totais e a porcentagem de eosinofilos no
Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) nos diferentes grupos de animais dos

protocolos experimentais agudo e cronico;

v Analisar os parametros histopatolégicos envolvidos no remodelamento
pulmonar nos diferentes grupos de animais dos protocolos experimentais agudo e

cronico;

v Quantificar o titulo de IgE-OVA especifica nos diferentes grupos de

animais dos protocolos experimentais agudo e cronico;

v Quantificar a producdo das citocinas caracteristicas do perfil celular
Th2 (IL-4 e IL-13) no Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) nos diferentes grupos de

animais dos protocolos experimentais agudo e cronico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias e Sais

A lista das substancias utilizadas encontra-se no apéndice A.

4.2 Aparelhos e Equipamentos

A lista de aparelhos e equipamentos utilizados encontra-se no apéndice B.

4.3 Animais

Para esse estudo utilizou-se camundongos isogénicos fémeas da linhagem
BALB/c de 7 a 8 semanas, com peso corporal entre 20 e 30 g e ratos Wistar fémeas,
pesando em média 200 g. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno a
uma temperatura de 25 + 2 °C e submetidos a um ciclo de claro e escuro de 12 horas
(6:00 as 18:00 claro e de 18:00 as 6:00 escuro) com livre acesso a agua e a uma dieta
controlada a base de racdo do tipo pellets (PURINA) durante todo o periodo de
experimentacdo. Os camundongos e os ratos foram fornecidos pelo biotério Professor
Thomas George do Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) /
UFPB. A manipulacdo dos animais foi realizada de acordo com o Guia de Cuidado
Animal (SHERWIN et al., 2003). Os animais foram eutanasiados por overdose de

anestésicos (Xilazina 48 mg/kg + Quetamina 360 mg/kg).

4.4 CondicOes Experimentais

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Imunofarmacologia /
IPeFarM / UFPB. Cerca de 120 minutos antes dos testes, os camundongos foram
previamente alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4 - 6 animais cada, visando

minimizar as possiveis alteracdes comportamentais dos animais decorrentes da
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mudanca de ambiente, bem como permitir uma adaptacdo a sala de experimentacao.
Os camundongos foram mantidos a temperatura de 21 + 1° C e privados de agua e
racdo 60 minutos antes dos testes. Antes de cada procedimento, a bancada foi limpa
com etanol 70%, e durante os procedimentos foi utilizado etanol de baixa graduagéo
(10%). Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo
Comité de FEtica em Pesquisa Animal (CEUA) do Centro de Biotecnologia
CBiotec/UFPB, sob a certiddo n° 042/17.

4.5 Protocolos de Inflamacao Pulmonar Alérgica Induzida por Ovalbumina

Os animais foram divididos nos grupos (n=6): basal (ndo sensibilizado com
OVA) e OVA (sensibilizado com OVA). Em ambos os protocolos (23 dias e 35 dias) os
animais foram sensibilizados nos dias 0, 7 e 14, cada animal recebeu 10uL/ g por via
intraperitoneal (i.p.) de uma suspensdo contendo 50ug/mL de OVA grade V (SIGMA
Chemical, St. Louis, MO) e 10mg/mL de AI(OH)3 (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) em
solucéo salina (NaCl 0,9%). No protocolo de 23 dias, os animais foram desafiados nos
dias 19 a 22 com aerossol de OVA grade Il (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) a 5% em
solucéo salina por 30 minutos diarios, em uma camara fechada, sob um fluxo continuo
de aerossol, com o auxilio de um nebulizador ultrassénico. O animais dos grupos
basais de ambos os protocolos durante as etapas de sensibilizacdo e desafio
receberam o veiculo (NaCl 0,9%) Este protocolo é caracterizado por apresentar uma
inflamacéo alérgica pulmonar aguda. No protocolo de 35 dias, 0s animais passaram por
duas etapas de desafios com aerossol. A primeira etapa ocorreu entre os dias 19 a 23,
e a segunda etapa entre os dias 30 a 34. O procedimento de desafio ocorreu de igual
modo ao protocolo de 23 dias. Este protocolo apresenta uma inflamacdo alérgica
pulmonar crénica (MCMILLAN; XANTHOU; LLOYD, 2005).
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Figura 2. Esquema representativo do protocolo experimental agudo de inflamagdo pulmonar

alérgica induzida por ovalbumina.
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Figura 3. Esquema representativo do protocolo experimental crénico de inflamacao pulmonar

alérgica induzida por ovalbumina
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4.5.1 Coletado Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF)

O BALF foi coletado nos dias 23° e 35° de cada protocolo experimental, 24
horas apos o ultimo desafio. O BALF foi realizado com 1,0mL de HBSS+/- a 8°C,
injetado na traqueia do animal. O fluido foi coletado para posterior contagem de células.
Com a finalidade de observar a migracdo celular para a cavidade broncoalveolar foi
realizada a contagem do namero total e diferenciais (determinacdo da porcentagem de
eosindfilos) de células no BALF, nos modelos experimentais de inflamacao pulmonar

alérgica aguda e crbnica.

4.5.1.1 Contagem Total e Diferencial de Células do BALF

A contagem do numero total de células no BALF foi realizada em camara
hemocitométrica. O BALF coletado foi diluido (1:4) em solucédo de Turk (VETEC, Rio
de Janeiro, RJ) e a contagem das células totais foi realizada no microscopio optico
(40 X - BX40, OLYMPUS). Apés a contagem das células totais, os tubos foram
centrifugados (centrifuga CR422, JONAM) a 1000 rpm, 4°C, 5 minutos, as células
foram ressuspensas em 500uL de HBSS+/- e citocentrifugadas na citocentrifuga tipo
cytospin (FANEN, Sao Paulo, SP, Brasil Mod 2400). As laminas obtidas foram
fixadas e coradas pelo método pandtico (Kit Panoético, Renylab). A contagem
diferencial de células foi realizada por microscopia 6ptica. Cada lamina foi percorrida
até a contagem de 100 células, utilizando para isso a objetiva de imersao (100x). A
partir da contagem das células diferenciais determinou-se a porcentagem de

eosinofilos.
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Figura 4. Esquema representativo da contagem de células totais e diferenciais.
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4.6 Histologia Pulmonar

4.6.1 Coleta do Pulmao para Analise Histolégica

Com a finalidade de analisar histologicamente os eventos envolvidos na
inflamacé&o pulmonar, foram coletados os pulmdes de todos os camundongos BALB/c
sensibilizados de acordo com os protocolos de inflamac&o pulmonar alérgica induzidos
por OVA e aqueles que receberam apenas o veiculo (NaCl 0,9%) analisados nesse
estudo. Apdés os camundongos serem eutanasiados com uma solu¢cdo contendo
xilazina e quetamina, foi realizada a assepsia do animal com alcool a 70°, o térax do
animal foi aberto com auxilio de pinca e tesoura para retirada do pulméo. Inicialmente,
foi realizada perfusdo cardiaca para retirada da circulacdo sanguinea e lavagem do

pulméo pela administracdo de 10 ml de salina no coragdo. Para manutencédo da
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integridade do tecido, evitando a digestao desses por enzimas presentes no interior das
células (autdlise) ou por bactérias e para preservar a estrutura e a composicao celular,
os cortes foram colocados em formol 10% por 24 h e logo apdés em alcool etilico 70%,
podendo ficar por tempo indeterminado no segundo fixador, usando sempre o volume
do fixador superior no minimo 10x ao volume da peca. Cada grupo de animais tiveram
trés laminas coradas em trés coloracdes diferentes: Hematoxilina-Eosina (HE), Acido
Periddico — Schiff (P.A.S) e Tricromio de Masson (TM).

4.6.2 Desidratacdo, diafanizacdo, inclusdo, microtomia e colagem do corte a

lamina

O material histolégico foi inicialmente desidratado por imersdes de 1 h em uma
série crescente de alcool etilico a 70, 80, 90 e 100%, para se evitar retracao
pronunciada do tecido ocasionando lesdes estruturais da célula de carater irreversivel.
A imersao no alcool etilico a 100% foi realizada duas vezes. Em seguida, foi realizada a
diafanizacdo, onde o material foi imerso duas vezes em tolueno com duragcéo de 1 h
cada imersao. O tolueno funciona como solvente da parafina e ao mesmo tempo como
desalcolizante. O material histologico foi banhado duas vezes em parafina, cada banho
com duracéo de 1 h e depois colocado em estufa a 60°C para completa impregnacao.
Apdés o material estar completamente impregnado por parafina foi colocado em formas
com parafina. Quando o material histolégico foi totalmente imerso em parafina, cada
forma foi deixada ao ar livre para endurecimento da parafina. Os blocos formados
foram retirados das formas e ap6s fixados no microtomo, os cortes histologicos foram
realizados com espessura de 5 um. Apds a microtomia, os cortes histolégicos foram
estirados em banho-maria (38 — 39 °C). Com auxilio das Iaminas preparadas com
albumina, os cortes foram retirados do banho-maria. Em seguida, as laminas foram
colocadas em placa aquecedora (60 °C) por 10 minutos para secagem. Com 0s cortes
aderidos as laminas foram entéo realizadas as coloracbes Hematoxilina-Eosina (HE),
Acido Periddico — Schiff (PAS) e Tricrdmio de Masson (TM) e em seguida a montagem
das laminas. Como meio de montagem foi utilizado o Entellan.

Para a analise em HE as lesbes avaliadas e os valores atribuidos foram:
Infiltrado Peribroquiolovascular (00-03); Hipertrofia e Hiperplasia de Células
Caliciformes (00-02); Tampao Mucoso (00-02); Infiltrado Perivascular (00-01);
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Infiltrado Peribronquiolar (00-01) e Infiltrado Disperso na Mucosa (00-01). Nos scores
de PAS e o numero total de estruturas peribronquiolovasculares no TM, foram
mensurados, onde até 05 bronquiolos o valor atribuido foi 1; de 06 a 10 bronquiolos
(2); de 11 a 15 bronquiolos (3) e até 20 bronquilos (4).

Figura 5. Esquema representativo da preparacao do corte histolégico pulmonar
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Fonte; BEZERRA, 2018

4.6.3 Coloracédo H.E. (Hematoxilina-Eosina)

A técnica hematoxilina-eosina (HE) é classica, basica, dicromica e geral, uma
vez que possui dois corantes: hematoxilina, corante basico que cora componentes
acidos como os nucleos de todas as células, e eosina corante acido que cora
componentes basicos como o citoplasma de todas as células, proporcionando uma
observacao geral de todas as estruturas pulmonares. As laminas foram desparafinadas
por imersdo no xilol, o primerio xilol com duracdo de 5 min e o segundo xilol com
duracdo de 3 min. Em seguida, hidratagdo em &lcool absoluto, o primeiro alcool por 5

min e o segundo alcool por 3 min., colocadas sucessivamente em alcool 90% por 1
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min, em alcool 70% por 1 min e &agua destilada por 1 min. Entdo, imersas na
hematoxilina por 2 min, mergulhadas rapidamente em agua destilada, depois em agua
acética, com a finalidade de retirar o excesso de corante, e colocada 10 min em agua
de torneira para “azulecer” o corte. Em seguida, as laminas foram colocadas no corante
eosina, por 1 min, desidratadas com alcool absoluto (02 banhos de 3 min cada). O
material passou duas vezes pelo banho em xilol por 5 min, onde o primeiro xilol foi de 5
min e o segundo xilol de 10 min. Apés coloracéo foi colocado sobre o corte Entellan e a
uma laminula. Depois, com auxilio de uma pinca, retiradas as bolhas e a laminula foi
comprimida com firmeza sobre o corte para o espalhamento do Entellan. Apos 24 h foi
retirado o excesso de Entellan para acabamento do preparo das laminas. Nas l[aminas
coradas pela hematoxilina-eosina foram observadas em azul escuro os nucleos, em

rosa os citoplasmas e em vermelho as hemacias.

4.6.4 Coloracéo P.A.S. (Acido Periddico de Schiff)

O Acido Periddico de Schiff revela glicogénio e mucina intracelular. As laminas
foram inicialmente desparafinadas por imersdo no xilol, hidratadas em alcool absoluto e
agua destilada por 1 min., colocadas entdo no acido periodico a 0,5% por 5 min, na
agua destilada por 1 min e no reativo de Schiff por 10 min, quando retiradas foram
colocadas em 3 banhos sulfurosos de 5 min cada e mergulhadas 10 min em agua de
torneira. Em seguida, as laminas foram desidratadas com alcool absoluto, sendo o
primeiro alcool por 3 min bem como o segundo. Para clareamento sera utilizado xilol,
as laminas foram imersas no primeiro xilol por 5 min e no segundo xilol por 10 min. Nas
laminas coradas por P.A.S. foi observado em vermelho a presenca de glicogénio ou
polissacarideos neutros (contendo grupos 1,2 glicol), mucina (glicoproteina, principal
constituinte do muco), proteoglicanos ndo se coram, 0s nucleos e os citoplasmas se

coram em rosa claro.

4.6.5 Coloracao T.M. (Tricobmio de Masson)
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Muitas técnicas disponiveis para a caracterizacdo diferencial do tecido
conjuntivo designam-se por Coloragcdes Tricrbmicas, sendo usadas para diferenciar
fibras de colageno e fibras musculares. O método mais utilizado é o Tricromio de
Masson que recorre as solugdes corantes; Hematoxilina férrica de Weigert (corante
nuclear acido-resistente), Fucsina Acida/Ponceau de Xilidina (corante vermelho acido)
e Verde Luz (corante para fibras colagenas) (BANCROFT & GAMBLE, 2008). O
principio de atuagdo da coloracdo de TM, baseia-se na diferenca de permeabilidade
gue existe entre as fibras colagenas e outros elementos do tecido. As laminas foram
desparafinadas e posteriormente hidratadas em agua destilada. Em seguida, foram
imersas no corante Hematoxilina de Welgert por 6 minutos. Depois passaram pela
agua morna e logo apés em agua destilada por 5 minutos. As laminas foram entéo
colocadas no corante Ponceau de Xilidine / Fucsina Acida durante 10 minutos.
Posteriormente mergulharam-se as laminas em agua destilada para retirada do
excesso de corante. ApoOs isso, aplicou-se o diferenciador/mordente (Acido
fosfomolibdico a 1%), até a descoloracao do colageno. O verde luz foi aplicado por 10
minutos para obtencédo contraste do material corando o colageno. As laminas foram
entdo passadas em agua destilada para retirada do excesso de corante, e em seguida
aplicou-se o Acido Acético a 1 %, que atua conservando os corantes e intensificando a
coloracdo. As laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan.
Depois, com auxilio de uma pinca, retiradas as bolhas e a laminula foi comprimida com
firmeza sobre o corte para o espalhamento do Entellan. Apés 24 h foi retirado o
excesso de Entellan para acabamento do preparo das laminas. Nas laminas coradas
pela Tricomio de Masson foram observadas em preto os nucleos, em azul/verde o

colageno e em vermelho musculos e eritrécitos.

4.7 Coleta de Sangue e Preparacao do Soro

Ao final de cada protocolo experimental (dias 23° e 35°), os animais foram
anestesiados com solucdo de cloridrato de quetamina e xilazina, eutanasiados e
coletado o sangue pelo plexo braquial para a obtengcédo do soro. Para tal, o sangue foi
coletado com auxilio de uma pipeta Pasteur, através da qual foi aspirado cerca de 0,6 a

1 ml de sangue. O sangue foi armazenado em tubos tipo eppendorfs inclinados em 45°
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e estocados em geladeira por 24 h, facilitando a formacao dos coagulos e coleta dos
soros. Apés a separacédo do soro, esses foram centrifugados a 1.500 rpm, a 4°C por 10
minutos e novamente foi realizada uma segunda centrifugacao para separar o soro das
hemécias que por ventura ficaram no soro. Em seguida, as amostras foram estocadas,
etiquetadas e congeladas a -20 °C para posterior utilizacdo no teste de Anafilaxia
Cutanea Passiva (PCA).

4.7.1 Teste de Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)

A partir do PCA foi determinado o titulo sérico de IgE OVA-especifica dos dois
grupos de animais em experimentacdo (grupos basal e OVA), de ambos 0s protocolos
estudados. Os soros dos camundongos BALB/c (n=6) foram descongelados e diluidos
(razdo 2) em salina e administrados 50 ul de cada soro via intradérmica, em diferentes
sitios do dorso de ratas Wistar (n=4-6). As diluicbes testadas foram 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 e 1:2048. Cada soro foi testado em diferentes ratos,
os quais foram previamente depilados e anestesiados com solucdo de xilazina e
guetamina. Apos 24 h os ratos foram novamente anestesiados e suas caldas lavadas
com agua para administracdo na veia de 0,5 ml de uma solucéo contendo o corante
Azul de Evans a 1% (VETEC) e 2,0 mg de OVA (grade V — SIGMA). Decorridos 30
minutos da injecdo na veia da cauda, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os diametros das manchas formadas no dorso, mensurados com o auxilio de
uma régua milimétrica. O titulo do soro fornece, portanto, uma medida indireta da
concentracdo de IgE OVA-especifica nos grupos de animais testados e este foi
determinado pela maior diluicdo capaz de promover mancha mensuravel = 5 milimetros
(COSTA et al., 2008).
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Figura 6. Esquema representativo da dosagem de IgE OVA- especifica pelo método de Anafilaxia
Cutanea Passiva (PCA).
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4.8 Quantificacao das Citocinas no BALF

As citocinas presentes nos sobrenadantes do BALF de camundongos
sensibilizados e desafiados com Ovalbumina foram quantificadas por ELISA, de acordo
com o protocolo especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center
Drive, San Diego, CA-USA). Placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas
com o anticorpo de captura, diluidos em tampéao fosfato pH 6.5 (1:1000, 1:250, 1:250,
1:1000, e 1:1000, respectivamente) e incubadas por 18 h a 4°C. Apoés este periodo, as
placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 (PBST) (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, MO-USA) e os sitios inespecificos foram bloqueados com a
solucdo de bloqueio (PBS contendo 10 % de SFB), por uma hora. Novamente, as
placas foram lavadas em PBS e adicionadas tanto as amostras a serem analisadas,
guanto diferentes concentracbes das citocinas recombinantes, para a realizacdo da
curva. As placas foram novamente incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram,
entdo, lavadas e o complexo detector formado pelo anticorpo de detecc¢éao biotinilado foi

adicionado as placas e incubadas por uma hora. Posteriormente, foram novamente
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lavadas e o complexo enzimético avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionada. As
placas foram incubadas por mais meia hora a temperatura ambiente. Apds lavagens
adicionais, a reacao foi revelada pela adicdo da solugdo substrato contendo
tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de hidrogénio (H202) e apdés 15 minutos, a
reacao foi interrompida com &cido sulftrico 1N e a leitura realizada em leitor de placa
(MICROPLATE READER versa Max, tunable, BN 2529 Molecular Devices) a 450 nm.

As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das curvas-padréo.

Figura 7. Esquema representativo da quantificagdo de citocinas pelo Ensaio Imunoenzimatico
de ELISA sanduiche.
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BALF - fluido do lavado broncoalveolar; RPM — rotagbes por minuto; min — minutos; nm -
nandémetros. Fonte: BEZERRA, 2018

4.9 Andlise Estatistica

Todos os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism© versdo 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.). Os resultados obtidos foram expressos
como média * erro padrdo da média e analisados estatisticamente empregando-se 0
ANOVA one-way seguido de Tukey ou Test t, onde os valores de p< 0,05 foram

considerados significantes. Os valores de * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 foram
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considerados significativos quando comparados ao grupo Basal no protocolo de 23
dias. Os de + p<0.05; ++ p<0.01; +++ p<0.001 foram considerados significativos
guando comparados ao grupo Basal no protocolo de 23 dias, e os de # p<0.05; ##
p<0.01; ### p<0.001, foram considerados significativos quando comparados 0s grupos
OVA dos protocolos agudo e cronico avaliados nesse estudo.

5. RESULTADOS

5.1 Analise da Celularidade Total e Porcentagem de Eosindfilos no Fluido do
Lavado Broncoalveolar (BALF)

Como pode ser observado no Grafico 1a, as varias etapas de desafio com OVA
nos protocolos experimentais de 23 e 35 dias foram capazes de provocar aumento
significativo da migracdo de leucocitos no BALF dos grupos OVA em relacdo aos
grupos Basais: no protocolo de 23 dias (5,63x10° + 0,46 vs 0,4 + 0,1, respectivamente)
e no de 35 dias (8,63 x10° + 0,81 vs 0,45 + 0,09, respectivamente). Além disso, pode
ser observado (Gréfico 1a) que a migracao de células inflamatorias no BALF do grupo
OVA do protocolo crénico (35 dias) foi significativamente (p< 0,01) maior, em relacéo
ao grupo OVA do protocolo agudo (23 dias). A porcentagem de eosinofilos presentes
no BALF dos animais do protocolo agudo e crénico apresentou-se significativamente
maior em relacdo aos grupos basais (23 dias - 40,10 £ 1,47 vs 0,75 = 0,48) e no
protocolo de 35 dias (35 dias - 48,40 + 3,63 vs 5,04 + 1,46) (Gréafico 1b). Entretanto,
nao houve diferenca estatistica quanto ao percentual de eosindfilos entre os grupos
OVA dos diferentes protocolos experimentais agudo e cronico de inflamacdo pulmonar

alérgica.
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Grafico 1- Efeito do desafio com Ovalbumina na migracédo de células totais e porcentagem de

eosinoéfilos no BALF em modelos experimentais de inflamagado pulmonar alérgica.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram desafiados com ovalbumina (OVA) em diferentes tempos de
exposi¢ado (agudo e crdnico). Apos 24h do ultimo desafio os animais foram eutanasiados e foi realizada a
coleta do BALF para obtencdo e quantificacdo das células totais e determinagdo percentual de
eosindfilos. A. Numero total de células B. Percentual de eosindfilos. Os dados numéricos foram
expressos em média + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). * significativo em relagao
ao grupo Basal no protocolo de 23 dias; *** p<0.001; +significativo em relacdo ao grupo Basal no
protocolo de 35 dias +++ p<0.001; # significativo em relacdo aos grupos OVA de ambos protocolos; ##
p<0.01.
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5.2 Andlise Histoldgica

Na figura 8 observa-se 0 processo histopatolégico caracteristico da
inflamacdo alérgica das vias aéreas inferiores nos protocolos de 23 e 35 dias. A
coloracdo Hematoxilina-eosina (HE) realizada nos cortes dos pulmdes permitiu, nos
grupos OVA dos dois protocolos, observar a presenca de infiltrado de células
inflamat6rio e edema multifocal peribronquiolovascular comparando aos do grupos
basais (figura 8a). Observa-se ainda hipertrofia e hiperfplasia do epitélio bronquiolar
nos tecidos pulmonares dos animais dos grupos OVA. Porém, no grupo OVA do
protocolo de 35 dias esses eventos apresentam-se com maior prevaléncia, quando
comparado ao grupo OVA do protocolo de 23 dias. A coloragéo pelo Acido Periddico de
Schiff (PAS) (figura 8b) revelou, nos grupos OVA dos dois protocolos, glicogénio e
mucina intracelular, além da hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes, quando
em comparacao com dos respectivos grupos Basais.

A coloracdo Tricromio de Masson (M.T.) (figura 8c) nos tecidos pulmonares
dos animais dos grupos OVA dos dois protocolos, demonstrou deposicado de fibras
colagenas do tecido conjuntivo quando comparados com os dos grupos Basais de
ambos os protocolos. Todavia, a deposicao de fibras colagenas aparece superior no
grupo OVA do protocolo de 35 dias quando comparado ao grupo OVA de 23 dias.

No protocolo de 23 dias, pode-se observar, tanto visualmente, representado
pela figura 8 quanto estatisticamente, através do score inflamatorio (Grafico 2), que
houve migracdo significativa de células inflamatérias para o espaco
peribronquiolovascular nos animais do grupo OVA em relacdo ao do grupo Basal (4,5 +
0,289 vs 1) observados em HE, e ainda uma hiperproducdo de muco pelas células
caliciformes (1,5 + 0,289 vs 0) observadas em PAS. Todavia, ndo ocorreu a expansao
significativa da matriz extracelular, no espaco peribronquiolovascular, entre 0s grupos.

No protocolo de 35 dias, observa-se tanto através da figura (8) representativa
guanto pela analise estatistica no score (Gréafico 2), que houve migracao significativa
de células inflamatérias para o espaco peribronquiolovascular no grupo OVA em
relacédo ao Basal (6,75 £ 0,25 vs 1) observados em HE, hiperprodugéo de muco pelas

células caliciformes (3,25 + 0,25 vs 0,5 = 0,289) observadas em PAS, além de
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expansdo da matriz extracelular no espaco peribroquiolovascular, promovendo
remodelamento tecidual (2,25 + 0,25 vs 0). Na andlise estatistica entre os dois
protocolos, € observado entre os grupos OVA um aumento do processo inflamatério
tecidual com migragcao celular para o espaco peribronquiolovascular e expansao da
matriz com consequente remodelamento tecidual no de 35 dias em comparacéo ao de

23 dias (p < 0,001). Além de hiperproducédo de muco (p<0,01)

Figura 8 - Andlise do efeito inflamatoério do desafio com Ovalbumina no processo histopatologico

pulmonar em modelos experimentais agudo e crénico da inflamagéo pulmonar alérgica.
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Camundongos fémeas BALB/c (n=6) foram sensibilizadas e desafiadas com Ovalbumina (OVA). O tecido

pulmonar dos animais foi coletado 24h apds o Ultimo desafio. O pulm&o foi submetido & técnica
histolégica e coloracdo por Hematoxilina-eosina. Os parametros inflamatérios observados foram: a
migragcdo de células para o espago perivasculas e peribronquiolar (seta laranja), perda integridade
epitelial bronquiolar (seta verde), vasodilatacéo (seta vermelha) e entupimento alveolar ( azul). Tecidos
corados por Hematoxilina -eosina, visto em microscépio optico comum em aumento total de 20X. Este
resultado foi realizado duplo cego.
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Camundongos fémeas BALB/c (n=6) foram sensibilizadas e desafiadas com Ovalbumina (OVA). O tecido

pulmonar dos animais foi coletado 24h apés o Ultimo desafio. O pulmdo foi submetido a técnica
histol6gica e coloracéo por P.A.S (Acido Periédico de Schiff). Os parametros inflamatérios observados
foram: hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes (seta vermelha). Tecidos corados pelo Acido
Periédico de Schiff, visto em microscopio 6ptico comum em aumento total de 20X. Este resultado foi
realizado duplo cedo.
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TRICROMIO DE MASSON
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Camundongos fémeas BALB/c (n=6) foram sensibilizadas e desafiadas com Ovalbumina (OVA). O tecido
pulmonar dos animais foi coletado 24h apds o Ultimo desafio. O pulméo foi submetido & técnica
histolégica e coloragdo por T.M. (Tricrbmio Masson). Os parametros inflamatérios observados foram:
deposicdo de coladgeno (seta laranja). Tecidos corados pelo Tricrdmio de Masson, visto em microscopio

Optico comum em aumento total de 20X. Este resultado foi realizado duplo cedo.
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Grafico 2- Analise do efeito inflamatorio do desafio com Ovalbumina no processo histopatologico

pulmonar em modelos experimentais agudo e crénico da inflamagéo pulmonar alérgica.
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Camundongos fémeas BALB/c (n=6) foram sensibilizadas e desafiadas com Ovalbumina
(OVA). O tecido pulmonar dos animais foi coletado 24h ap6s o Gltimo desafio. O pulmé&o foi submetido
a técnica histoldgica e corados por: por Hematoxilina-Eosina (HE), Acido Periddico de Schiff (PAS) e
Tricrdmio de Masson (TM). Para a analise em HE as lesdes avaliadas e os valores atribuidos foram:
Infiltrado Peribroquiolovascular (00-03); Hipertrofia e Hiperplasia de Células Caliciformes (00-02);
Tampéao Mucoso (00-02); Infiltrado Perivascular (00-01); Infiltrado Peribronquiolar (00-01) e Infiltrado
Disperso na Mucosa (00-01). Nos scores de PAS e o0 numero total de estruturas
peribronquiolovasculares no TM, foram mensurados, onde até 05 bronquiolos o valor atribuido foi 1;
de 06 a 10 bronquiolos (2); de 11 a 15 bronquiolos (3) e até 20 bronquilos (4). Tecidos corados por
HE, PAS e TM, visto em microscopio 6ptico comum em aumento total de 20X. Os resultados foram
expressos como media = e.p.m. A diferenca entre os grupos foi analisada por ANOVA one-way
seguido pelo teste de Tukey. * significativo em relagdo ao grupo Basal no protocolo de 23 dias ; *; **
p<0.01; *** p<0.001; +significativo em rela¢@o ao grupo Basal no protocolo de 35 dias . +++ p<0.001;
# significativo em relacao aos grupos OVA de ambos protocolos. ## p<0.01; ### p<0.001.
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5.3 Analise da Producdo de IgE Ova-Especifica pela Técnica de Anafilaxia
Cuténea Passiva (PCA)

Os soros dos animais dos grupos avaliados (OVA e Basal) foram utilizados para
quantificacdo da presenca de IgE-OVA especifica. Como apresentado no grafico 3, os
grupos Basais que ndo foram expostos ao alérgeno em ambos os protocolos
analisados neste estudo, ndo apresentaram concentracdes detectaveis imunoglobulina
E alérgeno especifica (IgE- OVA especifica) no soro, ndo estando expressos no grafico
(3). Contudo, a sensibilizacdo efetiva com ovalbumina promoveu uma producéo
importante de IgE — OVA especifica nos soros dos animais dos grupos OVA na diluicao
1:2048, tanto no protocolo de 23 dias (3822 + 274) como no protocolo de 35 dias (3947

+ 149), em que néo foi observada diferenca significativa entre os dois grupos.

Gréfico 3- Efeito do desafio com Ovalbumina sobre o titulo de IgE-OVA especifica em modelos

experimentais de inflamac&o pulmonar alérgica.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) desafiados com ovalbumina (OVA) em diferentes tempos de
exposi¢ado (agudo e crbnico). Apos 24h do ultimo desafio os animais foram eutanasiados para obtengéo
do soro e posterior analise do titulo de IgE OVA-especifica. Os dados numéricos foram expressos em
media = e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo Test t).
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5.4 Quantificacao das Citocinas IL-4 e IL-13

No protocolo de 23 dias, o grupo OVA (51,7 + 2,73) apresentou aumento
significativo (p< 0,001) de IL-4 no BALF, quando comparado ao grupo basal (31,7 +
0,38). A IL-4 também apresentou-se aumentada significativamente (p<0,001) no grupo
OVA (52,7 £ 4,15) no protocolo de 35 dias quando comparado ao respectivo grupo
basal (32,4 £ 1,05). Em relacdo a IL-13 suas concentragcdes foram superiores no BALF
em ambos os grupos OVA em relacdo aos grupos Basais: no protocolo de 23 dias (66,4
+ 1,84 vs 29,8 + 2,38) e no de 35 dias (78,2 + 1,95 vs 36,6 + 1,33). Entretanto, apenas
a IL-13 apresentou aumento significativo (p< 0,01) no grupo OVA do protocolo crénico
guando comparado com o grupo OVA do protocolo agudo.

Gréfico 4- Efeito do desafio com Ovalbumina na producao das citocinas do perfil celular Th2, em

modelos experimentais da inflamac&o pulmonar alérgica agudo e crbnico.
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Camundongos BALB/c fémeas (n+6) desafiados com ovalbumina (OVA), em diferentes tempos de
exposi¢ado (agudo e crbnico). Apds 24 h do ultimo desafio, os animais foram eutanasiados para obtencao
do BALF de onde se coletou o sobrenadante que foi utilizado para dosar citocinas. A. IL-4; B. IL-13. Os
dados numéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). *

significativo em relacdo ao grupo Basal no protocolo de 23 dias ; *** p<0.001; +significativo em relacao
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ao grupo Basal no protocolo de 35 dias . +++ p<0.001; # significativo em relacdo aos grupos OVA de
ambos protocolos. ; ## p<0.01.

6. DISCUSSAO

Os modelos animais representam um dos principais métodos in vivo
disponivel para estudar alguns processos de doencas humanas como a asma (NIALS,
et. al. 2007; KUCHAREWICZ et al., 2008). Muitas caracteristicas fisiopatologicas da
asma de origem atOpica foram descobertas por estudos realizados em espécies
animais (TORRES et al, 2005). Destaca-se a importancia dos modelos animais no
desenvolvimento de caracteristicas inflamatorias semelhantes as da doenca em seres
humanos, na descoberta do papel da resposta imune Tu2 e disponibilizacdo de
modelos pré-clinicos para realizacdo de testes de novas terapias em potencial, que
objetivam reduzir a inflamacgédo pulmonar, hipersecrecdo de muco, hiperresponsividade

das vias aéreas e a producao de IgE (GUALDI et al., 2010).

Dentre os animais mais utilizados em modelos experimentais de inflamacéo
pulmonar alérgica, estdo os camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, esses
guando sensibilizados e desafiados com Ovalbumina (OVA) desenvolvem a inflamacao
pulmonar alérgica que reproduz alguns aspectos caracteristicos da asma em humanos
(GUALDI et al., 2010). Os protocolos de asma agudo e crbénico sdo bastante utilizados
e descritos na literatura, esses protocolos quando estudados em paralelo possibilitam
uma avaliacdo mais ampla e a obtencdo de resultados mais detalhados. O modelo
agudo por ser mais curto possibilita avaliar eventos como eosinofilia e o aumento dos
niveis séricos de IgE, além disso, facilita os estudos pré-clinicos, reduzindo custos e
tempo dos experimentos. JA os modelos de exposi¢cdo crbnica em camundongos
parecem ser a escolha ideal para estudos que envolvam o papel especifico de certos

tipos celulares e de citocinas e mediadores inflamatérios (GUALDI et al., 2010).

E evidente o grande interesse na identificacdo e caracterizacdo de
biomarcadores em diversas doencas, incluindo a asma. A necessidade se torna mais
expressiva para 0s pacientes que apresentam asma severa, 0S quais nao respondem
de forma eficiente as terapias convencionais utilizando corticoides. Sao utilizadas cada

vez mais doses crescentes de corticosterdides e de broncodilatadores de acéo
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prolongada no tratamento da asma alérgica, no entanto essas medica¢cfes nao
oferecem o controle adequado dos sintomas nem reduzem o risco de exacerbacoes,
além disso, precisam ser utilizadas por tempo prolongado, podem gerar diversos
efeitos colaterais (FRICKER et al., 2017). Em raz&o disso, o desenvolvimento de
pesquisas utiizando modelos animais experimentais fornecem uma maior
compreensao dos mecanismos evolvidos na asma alérgica, e possibilitam a descoberta
de biomarcadores na busca de tratamentos mais seletivos, eficazes e com menores
efeitos colaterais. Os biomarcadores representam uma base importante para a preciséo
no tratamento do paciente ao seu fenétipo e end6tipo da asma. Um biomarcador ideal
deve ser sensivel e especifico, facil e reproduzivel. Além disso deve fornecer
informagdes biologicamente relevante que auxiliem nas tomadas de decisdo (FRICKER
et al., 2017).

A asma alérgica € uma doenca que apresenta elevada prevaléncia em todo o
mundo e € de grande preocupacado por representar um problema sério de saude
publica (KOATZ et al., 2016). Os pacientes asmaticos apresentam respostas
exacerbadas do sistema imunologico, ocorrendo um predominio do perfil Th2, com
altos niveis da imunoglobulina E (IgE) (CHEN et al., 2014; KOATZ et al., 2016 ).

Diante disso, esse estudo avaliou particularmente os eventos envolvidos na
resposta inflamatoria pulmonar alérgica em modelo experimental induzido por OVA,
relacionando ao tempo de exposicdo ao alérgeno de 23 e 35 dias caracterizando

protocolos de exposi¢cédo aguda e cronica respectivamente.

A inflamacdo das vias aéreas inferiores € uma caracteristica eminente da
fisiopatologia da asma alérgica. O recrutamento de leucocitos para as vias aéreas
inferiores € propriedade marcante para o desenvolvimento do processo inflamatorio
(HOLGATE et al., 2015). Os resultados demostraram que, a sensibilizacdo e desafios
por aerossol de OVA nos animais, foi capaz de promover uma intensa migracao de
células inflamatérias para a cavidade pulmonar em ambos os protocolos (23 e 35 dias),
indicando um parametro essencial no processo inflamatério dos modelos analisados no
presente estudo. Adicionalmente, ao realizar a comparacdo entre os grupos OVA dos
protocolos agudo e crénico, foi possivel constatar que, a exposicdo por um periodo
mais prologando (35 dias) ao agente promotor do processo inflamatério alérgico tem a

capacidade de aumentar ainda mais o recrutamento celular. De acordo com Camargos
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e colaboradores (2002) a inflamacgéo cronica pulmonar na asma € caracterizada pela
presenca de infiltrado celular, composto por eosindfilos, mastocitos, linfocitos T e
células da linhagem monocitica, tanto em pacientes humanos como em animais.
Assim, esses resultados iniciais comprovam que a exposi¢do crénica ao alérgeno é
relevante para a exacerbacdo da crise alérgica. Consequentemente, o aumento da
migragcdo celular est4d associado a manutencdo do processo inflamatério e sua
cronicidade.

Uma das caracteristicas relevantes para o estabelecimento da inflamacao
pulmonar na asma alérgica é a marcada migracao dos eosindéfilos para os pulmdes
(KARP, 2004; YOUSEFI; SIMON; SIMON, 2012). O influxo elevado de leucécitos nas
vias aéreas dos camundongos apresenta um predominio significativo de eosinofilos. O
numero de eosindfilos no fluido do lavado broncoalveolar atinge niameros entre 40-60%
das células inflamatérias (GUALDI et al., 2010). Proteinas granulares derivadas de
eosinodfilos e mediadores pro-inflamatérios promovem inflamacéo persistente, e tém
sido associadas ao aumento das exacerbacBes e declinio da funcdo pulmonar
(JATAKANON et al., 2000 ; SILVA et al., 2007). No presente estudo, foi constatado um
aumento significativo da porcentagem de eosindfilos no BALF dos animais
sensibilizados e desafiados com OVA, de ambos protocolos de inflamac&o pulmonar
alérgica avaliados. A etapa de desafio com OVA resultou em uma média de 40% de
eosindfilos no BALF dos grupos OVA, tanto do protocolo agudo como no crénico. Tal
resultado corrobora com o apresentado por Gualdi e col. (2010). No entanto, essa
porcentagem ndo apresentou relevancia nos grupos basais de ambos os protocolos,
devido a auséncia de exposicdo ao alérgeno utilizado nesse estudo. Tal dado,
demostra o padréo caracteristico do fenoétipo da asma alérgica, sendo esse configurado
por uma inflamacdo crénica eosinofilica. (BEZERRA-SANTOS et al., 2006;
CERQUEIRA-LIMA et al., 2010). E comprova que o contanto com alérgenos inalatérios
conduz a um aumento acentuado de eosindfilos no fluido do lavado broncoalveolar
(PINICIN et al., 2010)

O remodelamento pulmonar € definido como uma mudanca inapropriada na
estrutura tecidual no intuito de manter a funcdo normal das vias aéreas. Com o objetivo
de visualizar os processos envolvidos no remodelamento pulmonar, utilizamos nesse

estudo as analises histolégicas pelas coloracbes de Hematoxilina-eosina (HE), Acido
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Periodico de Schiff (PAS) e Tricrobmio de Masson (MT), para observar a migracao
celular e arquitetura geral do tecido pulmonar, a producdo de muco e deposicao de
fibras coldgenas, respectivamente. Nos tecidos pulmonares dos animais sensibilizados
e desafiados com o alérgeno OVA de ambos os protocolos estudados, a utilizacdo da
coloracdo HE permitiu observar a presenca de leucécitos no espacgo
peribronquiolovascular. Comprovando assim a migracdo de células inflamatérias
mensuradas no BALF. No entanto, a exposi¢cdo de forma prolongada ao alérgeno, no
protocolo de 35 dias, promoveu uma migracdo mais acentuada para o sitio inflamatério,
guando comparado ao protocolo de exposicdo aguda (23 dias). Tal resultado torna
claro que o tempo de exposicdo ao agente causador do processo inflamatério pulmonar
influéncia diretamente na ativacdo e expressdo da resposta celular T2 e migracao
leucocitaria, sendo esses eventos responsaveis pela manutencdo e cronicidade do
processo inflamatorio pulmonar na asma alérgica.

A coloracao de PAS foi utilizada, com o propdésito de analisar os parametros
de hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes e hiperproducdo de muco
caracteristicos da inflamacao pulmonar alérgica. Foi possivel constatar um aumento
destes parametros nos grupos OVA de ambos os protocolos, quando comparados aos
respectivos grupos basais. Em adicdo, ao compararmos o0s protocolos desse estudo,
verificou-se que o tempo de exposicdo ao alérgeno (OVA) interferiu no aumento das
células caliciformes e consequentemente no volume da producdo de muco na cavidade
pulmonar. Diante disso, a exposicao por um maior periodo de tempo ao alérgeno, leva
a uma hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes associado a producdo de muco
mais acentuada, como observado no grupo OVA do protocolo de 35 dias.

Para a avaliacdo da deposicdo de fibras colagenas, utilizou-se a coloragéo
Tricrébmio de Masson. Os resultados apresentam deposi¢cdo de colageno nos grupos
OVA de ambos os protocolos avaliados. Entretanto, a deposi¢cdo é mais acentuada no
grupo em que a exposicdo foi mais prolongada. E descrito que modelos crénicos
apresentam sinais caracteristicos de depdésito de colageno na via aérea, semelhante a
um dos aspectos do remodelamento brénquico (GUALDI et al., 2010). Diante desses
resultados, podemos classificar o protocolo de 23 dias como sendo um modelo
experimental agudo de inflamacdo pulmonar alérgica, pois nesse o remodelamento
tecidual ndo é observado. Ja no protocolo de 35 dias o processo de remodelamento

7

pulmonar é marcante, processo esse caracteristico da inflamacdo crénica da asma.
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Assim, a intensificacdo dos eventos no remodelamento das vias aéreas inferiores, esta
relacionada com o0 maior tempo de exposicdo alérgeno, acarretando mudancas
estruturais presentes na asma cronica (HOLGATE et al. ,2015; TANG et al., 2006).

A asma induzida por OVA em camundongos da linhagem BALB/c caracteriza-
se por apresentar um perfil tipo Tu2. Este fenétipo € conhecido por ser dependente de
IgE, sendo um marcador importante do fenétipo asma alérgica (LAMBRECHT et al.,
2015; FAJT et al., 2015; MURARO et al., 2016; FRICKER et al., 2017). Assim, a asma
alérgica estd associada a niveis seéricos aumentados de imunoglobulina E (IgE)
especifica, que desempenha um papel central desde o inicio da doenca e ao longo de
sua continuidade (PALOMARES et al., 2017). E visto que a sensibilizagdo com
alérgenos em camundongos BALB/c resulta em uma forte resposta Tu2 nos pulmdes,
com altos niveis de IgE especifica associadas a mastocitos e/ou basofilos,
recrutamento e ativacéo de eosindfilos e reducdo do calibre das vias aéreas por acéao
de agentes broncoconstritores ( GUALDI et al., 2010). Nossos resultados, demostraram
gue o titulo de IgE-OVA-especifica, estava ausente no grupo basal de ambos os
protocolos analisados, diferentemente do que foi observado nos grupos OVA de ambos
protocolos analisados. Ao compararmos 0s grupos sensibilizados e desafiados com
OVA, independe do tempo de exposi¢cao ao alérgeno houve producao da IgE.

Baqueiro e colaboradores (2010) afirmam que a primeira condicdo para o
desenvolvimento de um modelo eficiente de doenca pulmonar alérgica € uma
sensibilizacdo efetiva, com sintese de IgE especifica em niveis adequados. A IgE
especifica produzida tem inegavel papel no processo, a resposta mediada por IgE
causa alteracfes imediatas caracterizada por estreitamento, constricdo e compressao
dos brénquios, e alteracdes tardias, que representardo a resposta inflamatéria cronica
caracteristica da doenca (CAMARGOS et al.,, 2002; SILVA et al., 2013), estando
presente nas reacfes agudas e cronicas da inflamacdo pulmonar alérgica que

caracteriza a asma.

A asma do perfil TH2 € caracterizada pela secrecdo das citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13. A IL-4 por sua vez, é responsavel por promover a polarizacdo dos linfécitos T
CD4+ auxiliares em Ty2 efetores, que, através da ligacdo com o seu receptor IL-4R
presentes nos linfécitos THO (naive), promove a ativagdo da via JAK/STAT, induzindo a
transcricao de genes alvo (WALFORD et al., 2013), tais como, para IL-4, IL-5 e IL-13.
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Adicionalmente, a IL-4 participa do processo de remodelamento das vias aéreas
através da estimulacéo de fibroblastos, inducéo dos linfocitos B com producao de IgE,
e regulacdo positiva de moléculas de adesdo que permitem a migracdo de leucdcitos
para as vias aéreas (STEINE et al., 2001)

A IL-13 por sua vez, atua de maneira semelhante a IL-4, em parte, pelo
compartilhamento do receptor de IL-4, no qual a IL-13 se liga a por¢ao da cadeia alfa
do IL-4R (KIPS et al., 2001). A IL-13 é necesséria para a montagem da hiperreatividade
brénquica e producdo de muco pelas células caliciformes no pulmao (BRIGHTLING et
al., 2010). Os efeitos da IL-13 estdo associados a inflamacdo pulmonar alérgica
atuando no remodelamento tecidual, promovendo fibrose ao estimular a sintese de
colageno pelos fibroblastos (HOLGATE et al., 2008), sendo esta interleucina
responsavel pela manutencéo da inflamacgéo crénica das vias aéreas (TOMLINSOM et
al., 2010). As terapias biologicas para asma tipo Tn2, aprovadas ou ainda em fase de
estudo clinicos, sdo norteadas para agir sob IgE, IL-5, IL-13, receptor IL-4 (IL-4Ra) e a
linfopoietina estromal timica (TSLP). As citocinas IL-4 e IL-13 s&o primordiais para a
inflamagéo gerada pela resposta celular do tipo Th2 (FAJT et al., 2015). Os modelos
experimentais de inflamacgédo pulmonar alérgica escolhidos para esse estudo envolvem
a asma do tipo Th2, isto é, producao das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13.

Nesse trabalho analisamos o efeito alergeno OVA quanto a producdo de
citocinas IL-4 e IL-13. Na quantificacao das citocinas do perfil celular Tn2, foi observado
um aumento significativo de IL-4 e IL-13 nos grupos sensibilizados e desafiados com
OVA de ambos os protocolos, quando comparados aos respectivos grupos que nao
tiveram contato com o alérgeno. Confirmando a modulacao positiva para o perfil celular
Th2 desenvolvida em nosso estudo. No entanto, ao compararmos o0s grupos OVA dos
dois protocolos avaliados, € visto uma diferenca expressiva apenas nas concentracées
da IL-13, que apresentou aumento no protocolo de exposicdo mais prolongada ao
alérgeno. De modo, que o tempo de exposicdo ao alérgeno nao influenciou nas
concentracdes de IL-4. E relatado na literatura que IL-13 juntamente com a IL-5,
representam mediadores importantes associados com a exacerbacédo da asma alérgica
(FAHY, 2015).

Em ensaios clinicos através de terapias dirigidas a essas citocinas, foi visto
um efeito robusto de diminuir o agravamento da asma em pacientes com inflamagéao

tipo 2, o que implica que a IL-13 e IL-5 aumentam a suscetibilidade das vias aéreas a
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exacerbacéo da asma. Tal suscetibilidade pode resultar nos processos de eosinofilia e
remodelacao das vias aéreas (FAHY, 2015; LEE et al., 2009). Diante disso, a IL-13 de
fato est4 associada ao processo inflamatoério crénico da asma alérgica, ao atuar na
exacerbacdo e remodelamento pulmonar da doenca. Além disso, € descrito niveis
aumentados de IL-13 no escarro e espécimes de bidpsia bronquica de quadros de
asma grave (SAHA et al., 2010).

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram a efetividade do processo
de sensibilizacdo e desafios de camundongos da linhagem BALB/c com a Ovalbumina
(OVA) na formacdo e manutencdo da inflamagéo pulmonar alérgica caracteristica da
asma humana pela migracdo de células inflamatorias com predominancia de
eosindfilos para o tecido pulmonar, formacdo de muco pelas células caliciformes
pulmonares e deposicdo de fibras colagenas na regido peribroncoalveloar e
perivascular. Em adic&o, houve a producéo sérica de IgE-OVA especifica e de IL-4 e II-
3, parametros correlacionados a inflamacdo pulmonar alérgica. Os protocolos de
sensibilizacdes e desafios com a OVA em camundongos BALB/c de 23 (agudo) e 35
dias (crénico) demostraram que foram eficientes em promover a inflamacao pulmonar
alérgica experimental, entretanto quanto mais exposicdo ao alérgeno (OVA) mais
intensa € a resposta inflamatoria pulmonar. Portanto, o tempo de exposicdo ao
aléergeno é imprescindivel para o desenvolvimento da cronicidade no processo
inflamatorio, provocando o agravamento no quadro clinico asmatico. Além disso, nosso
estudo possibilitou avaliar quais o0s principais elementos envolvidos no
desenvolvimento da resposta celular Th2 na inflamagéo pulmonar presente na asma
alérgica, e que tais elementos sdo alvos potenciais para a atuacdo de novas terapias
mais especificas, fornecendo assim um melhor controle da asma associado com

menores efeitos colaterais.
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APENDICE A - Substancias e sais

Acido acétido glacial (C2H402) — VETEC
Acido cloridrico (HCI) -VETEC

Acido fosfotunguistico (H3PW12040) — VETEC
Acido periodico (HIO4) — VETEC

Alcool metilico (CH30H) — VETEC

Aldeido formico (CH20) — MERCK

Alimen de potéassio (KAI(S0O4)2) — MERCK
Bissulfito de sédio (NaHSO3) — MERCK
Cloreto de potassio (KCl) - MERCK

Cloreto de sédio (NaCl) — SIGMA

Cloridrato de ketamina — VETBRANDS
Cloroférmio (CHCI3) — LTF

Corante azul de evans — VETEC

Corante cromotropo 2R — VETEC

Corante eosina azul de metileno segundo Giemsa — VETEC
Corante eosina azul de metileno segundo May-Griinwald — VETEC
Corante fucsina basica — VETEC

Corante hematoxilina — VETEC

Corante Hematoxilina férrica de Weigert
Corante Verde Luz

Corante Panotico - NEWPROV

Corante test-green F.C.F. — VETEC

Corante violeta de genciana — VETEC
D-gluxose (C6H1206) — SIGMA

Etanol (C2H50H) — LTF

Fosfato de potassio (KH2P0O4) — REAGEN
Fosfato de sddio anidro (Na2HPO4) — MERCK
Formaldeido — MERCK

Glicerina (C3H3(OH)3) — VETEC

Hidréxido de aluminio (AI(OH)3) — VETEC
Hidréxido de sédio (NaOH) — REAGEN



Metabissulfito de sédio (Na2S205) — MERCK
OVA grade Il — SIGMA

OVA grade V — SIGMA

Oxido de mercurio amarelo (Hg20) — LAFAN
Parafina para Histologia — COAL

Timol (C10H140) — VETEC

Xilol (C6H4(CH3)2) — VETEC
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APENDICE B - Aparelhos e equipamentos

Agitador Vortex — VWR — Scientific Products

Autoinclusor — Leica EG 120

Balanca analitica — Sartorius

Banho histolégico — ANCAP

Centrifuga refrigerada - Centra MP4R — International Equipement Company (IEC)
Estufa — ICAMO — modelo 3

Histotécnico processador automatico de tecidos — OMA — DM — 40

Microscopio optico — Nikon

Microtomo — Leica RM 2125 — RT

Nebulizador — Pulmosonic Star — Soniclear

Platina aguecedora — Olidef CZ

73



ANEXO

74



75

ANEXO A - Certiddo do Comité de Etica em Pesquisa Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

o

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito do tratamento com 4-
carvomenthenol em modelos experimentais de inflamacdo aguda e pulmonar
alérgica” protocolo n°® 042/2017 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra.
Marcia Regina Piuvezam — que envolve a producdo, manutencao e/ou a utilizacao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 0s
preceitosdalein®11.794,de 08 de outubrode 2008, do Decreton®6.899, de 15de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB) em reunido de
17/05/2017.

Vigéncia do Projeto 2017 — 2018

Espécie/linhagem Camundongos Swiss (Mus musculus)
Camundongos BALB/C (Mus musculus)
Ratos Wistar (Rattusnorvegicus)

NGmero de animais Camundongos Swiss — 164 fémeas
Camundongos BALB/C - 110 fémeas
Ratos Wistar — 55 fémeas

Idade/peso Camundongos Swiss (6 — 8 semanas (25 — 30 g))
Camundongos BALB/C (6 — 8 semanas (25 — 30 g))

Ratos Wistar (6 — 8 semanas (120 — 150 q))

Sexo Fémeas

Origem Biotério Prof. Thomas George / IPerFarM/ UFPB




Profa. Dra. Islania Giselia Albuquerque
Goncalves Coordenadora da CEUA-
UFPB

CEUA-UFPB — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb.br — Site: www.ufpb.br/ceua
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