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RESUMO

A técnica histoldgica € um conjunto de procedimentos que consiste na preparacdo de amostras
teciduais para analise sob microscopia de elementos normais ou patolégicos. Trabalhos pré-clinicos
desenvolvidos anteriormente no laboratério de imunofarmacologia da UFPB demonstraram a
necessidade da implantacdo da técnica histolégica para estudos morfoldgicos em modelos de
desordens respiratérias. Doencas respiratérias, como por exemplo, as doencas alérgicas e a lesado
pulmonar aguda, sdo tidas como um problema mundial de salde resultante de uma interacdo
complexa entre fatores genéticos e ambientais. Doencas alérgicas sdo caracterizadas pelo aumento
da producdo de muco, inflamacéo eosinofilica, hiper-responsividade brénquica, e, em caso mais
graves, remodelamento de tecidos. Ja a lesdo pulmonar aguda se diferencia pelo acometimento da
regido alveolar envolvendo a participacdo de células epiteliais e endoteliais, o influxo de células
inflamatérias, a interrup¢cdo da producdo do surfactante e edema pulmonar. As coloracbes
histolégicas séo (teis na observagdo desses parametros, por exemplo, a Hematoxilina eosina (H&E)
demonstra parametros inespecificos como infiltracdo e edema, o Acido Periodico de Schiff (PAS)
revela as células caliciformes produtoras de muco, o Azul de Toluidina (AT) ressalta mastécitos
metacromaticos e o Tricomo de Gomori (TG) evidencia as fibras colagenas. O objetivo desse
trabalho foi implantar as técnicas histolégicas para avaliar e diferenciar em termos morfolégicos os
modelos de desordens respiratérias desenvolvidos no laboratério de imunofarmacologia. No modelo
de doencas alérgicas das vias aéreas, foram utilizados camundongos BALB / ¢ fisiolégicos (Basal),
sensibilizados e desafiados com OVA (OVA) ou tratados com budesonida (BUD). No modelo de
Les&o Pulmonar Aguda (LPA) os camundogos foram desafiados com LPS (LPS) ou tratados com
dexametasona (DEXA). No ultimo dia de cada protocolo os animais foram eutanasiados e foram
coletados o lavado do fluido nasal (NALF), o Lavado broncoalveolar (BAL), o pulméo e a cavidade
nasal. A andlise estatistica da foi feita pelo (ANOVA) one-way utilizando o GraphPad Prism® versao
5.01. Para andlise estatistica dos escores foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis em conjunto com
andlise do Image J. No modelo de doencas alérgicas das vias aéreas, o grupo OVA apresentou
aumento significativo (p < 0,001) da quantidade de células no NALF (0,27 + 0,02) e no BAL (8,20 +
0,08) quando comparado ao grupo basal (0,08 + 0,01) (1,00 % 0,15). O infiltrado foi do tipo eosinofilico
(0,15 + 0, 015) (3,18 + 0,53). A analise histol6gica da cavidade nasal do grupo OVA apresentou pela
coloracdo H&E, infiltrado de células (3,40 + 0,31), pelo PAS, hipertrofia e hiperplasia das células
produtoras de muco (3,60 + 0,24), pelo AT, aumento do nimero de mastdcitos (3,20 + 0,37) e pelo
TG, sutil remodelamento tecidual (2,40 + 0,40). No tecido pulmonar, houve um aumento do infiltrado
celular (3,80 = 0,20) e da quantidade de muco (3,60 + 0,24) no grupo OVA. A budesonida reduziu
esses parametros avaliados. No modelo de LPA, o grupo LPS apresentou aumento de células totais
(7,30 + 0,26) e neutrdfilos (5,48 + 0,41) em compara¢édo ao grupo basal (0,32 + 0,10) (0,09 + 0,02). A
andlise histolégica demonstrou, pela H&E, inflamacéo intersticial (3,60 + 0,24), edema pulmonar (3,20
+ 0,37), hemorragia (3,00 + 0,31) e pelo TG, aumento de fibras coldgenas (2,40 + 0,24) no grupo LPS
em relagdo ao grupo basal. Com a implantagdo de técnicas histolégicas, foi possivel observar e
fundamentar a participagdo de componentes teciduais como células, matriz extracelular e mediadores
em modelos de doengas respiratérias contribuindo com os trabalhos pré-clinicos desenvolvidos no
laboratério de Imunofarmacologia.

Palavras chave: Processamento histologico, andlise tecidual, doencas alérgicas, lesdo pulmonar
aguda.



ABSTRACT

The histological technique is a set of procedures based on the preparation of samples for analysis
under microscopy of normal or pathological elements. Pre clinical work developed at the
immunopharmacology laboratory of the UFPB, demonstrated the need for implantation of the
histological technique for morphological studies in models of respiratory disorders. Respiratory
diseases such as allergic diseases and acute lung injury are seen as a global health problem resulting
from a complex interaction between genetic and environmental factors. Allergic diseases are
characterized by increased mucus production, eosinophilic inflammation, bronchial
hyperresponsiveness and if more severe tissue remodeling. On the other hand acute lung injury is
affected by involvement of the alveolar region involving epithelial and endothelial cell, influx of
inflammatory cells, discontinuation of surfactant production and pulmonary edema. Histological
staining is useful in observing these parameters for example Hematoxylin eosin (H & E) demonstrates
non specific parameters such as infiltration and edema, Schiff's Periodic Acid (PAS) reveals goblet
cells producing mucus, Toluidine Blue (AT) emphasizes metachromatic mast cells and the Gomori
Tricomo (TG) shows the collagen fibers. The purpose of this work was to implant the histological
techniques to evaluate and differentiate in morphological terms the respiratory disorder models
developed in the immunopharmacology laboratory. In the model of allergic diseases of the airways,
physiological BALB / ¢ mice (Basal), sensitized and challenged with OVA (OVA) or treated with
budesonide (BUD) were used. In the model of Acute Lung Injury (LPA) the mice were challenged with
LPS (LPS) or treated with dexamethasone (DEXA). On the last day of the whole protocol of animals
with euthanasia and were collected the nasal fluid lavage (NALF), bronchoalveolar lavage (BAL), lung
and nasal cavity. A statistical analysis was done by (ANOVA) one-way using GraphPad Prism®
version 5.01. In the model of airway allergic diseases, the OVA group shows a significant increase (p
<0.001) in the amount of NALF cells (0, 27 + 0.02) and BAL cells (8.20 + 0.08) when compared to the
basal group (0.08 £ 0.01) (1.00 + 0.15). The infiltrate was of the eosinophilic type (0.15 = 0.015) (3.18
+ 0.53). A histological analysis of the nasal cavity of the OVA group showed H & E staining, cell
infiltration (3.40 £ 0.31), by PAS, hypertrophy and hyperplasia of mucus producing cells (3.60 + 0.24),
by AT, increased mast cells (3.20 + 0.37) and TG, subtle tissue remodeling (2.40 + 0.40). In lung
tissue, were increased cellular infiltration (3.80 + 0.20) and the amount of mucus (3.60 £ 0.24) in the
OVA group increased. Budesonide decreased these parameters. On LPA model, the LPS group
showed increase of total cells (7.30 + 0.26) and neutrophils (5.48 + 0.41) compared to the basal group
(0.32 £ 0.10) (0, 09 + 0.02). A histological analysis showed H & E interstitial inflammation (3.60 +
0.24), pulmonary edema (3.20 + 0.37), hemorrhage (3.00 £ 0.31) and by TG, Collagen fibers (2.40 £
0.24) in the LPS group compared to the basal group. With the implementation of histological
techniques, it was possible to observe the participation of tissue components such as cells,
extracellular matrix and mediators in respiratory disease models contributing to the pré clinical work
developed in the immunopharmacology laboratory.

Keywords: Histological processing, tissue analysis, allergic diseases, acute lung injury.
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1. INTRODUCAO

A histologia é a ciéncia que estuda as células no contexto da estrutura tecidual e
a inter-relacdo com os constituintes da matriz extracelular (ROSS; PAWLINA, 2012).
O procedimento mais utilizado para avaliacdo tecidual € a preparacdo dos cortes
histologicos por meio de um processamento técnico. A técnica histolégica ou
histotecnologia foi criada a fim de se observar estruturas teciduais que antes eram
espessas e sem contrastes, tornando-as delgadas e contrastadas. Com isso, a
histotecnologia é definida como o conjunto de procedimentos que envolve a
preparacao de amostras teciduais para analise sob microscopia (MOLINARO et al.,

2010).

O estudo das células e dos elementos da matriz extracelular por meio das
técnicas histoldgicas proporciona a analise dos elementos teciduais normais ou
patolégicos. Desta maneira, € possivel estudar essas estruturas por longos periodos
em diversas condi¢cles fisioldégicas ou experimentais (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

As técnicas histolégicas tém importancia no ambiente hospitalar, na area
clinica, além de possibilitar a obtencdo do diagnostico a partir do exame
histopatologico. Esse exame consiste na analise macroscopica e microscépica dos
tecidos para a deteccdo de possiveis alteracdes existentes, com a finalidade de
informar a natureza, a gravidade, a extensdo, a evolucdo e a intensidade dessas
alteracdes, além de sugerir ou até mesmo confirmar a causa da afeccdo (YOUNG,
2007).

Essas técnicas sdo amplamente utilizadas no diagnostico de doencas cérvico
vaginais (CASTRO et al., 2009), doencas glomerulares (CARDOSO; KIRSZTAJN,
2006), doengas pulmonares (NAKAYAMA et al., 2017) e diversos tipos de desordens
proliferativas (LEE et al., 2017) (MATZ et al., 2016). Em comparagdo com 0s exames
de imagens, como a ultrassonografia e a ressonancia magnética, o exame
histopatologico é o de eleicdo para a identificacdo das caracteristicas de uma
neoplasia, pois permite classificar a doenca quanto ao grau, presenca de necrose,
invasao linfatica e vascular (QUEIROZ et al., 2013). Ou seja, permite uma analise da
arquitetura e dos padrdes de crescimento da neoplasia (invasividade). Desta forma,

proporciona o diagndéstico conclusivo na maioria dos casos (BIALECKI et al., 2006).
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Em relacdo ao sistema respiratorio, embora a biopsia de tecidos seja considerada
altamente invasiva e requeira um alto nivel de pericia, ela torna-se um exame util
para definir a dimensdo da inflamacdo das vias aéreas (WADSWORTH,;
DORSCHEID, 2011).

Em termos de ensino superior, varios cursos de graduagdo na area da saude
oferecem a disciplina histologia em sua grade, entretanto, um problema enfrentado
pelos estudantes e pesquisadores desta area é entender a natureza bidimensional
da imagem tecidual (ROSS; PAWLINA, 2012). A implantacdo de técnicas
histoldgicas no laboratério de pesquisa que recebe estudantes da graduacédo, ndo sé
contribui para o aperfeicoamento do aprendizado dessa ciéncia, mas também

oferece ensino diferencial técnico e cientifico sobre esse assunto.

Na pesquisa pré-clinica, a técnica histolégica e a andlise tecidual s&o
consideradas ferramentas Uteis para confirmacdo de alguns modelos experimentais,
bem como, assegurar o efeito de uma determinada substancia em teste ou, até

mesmo, compara-la com outra ja comercializada.

Neste sentido, uma importante contribuicdo tem sido dada ao se estudar os
parametros histolégicos, sejam eles normais ou patoldgicos. Portanto, a implantacao
de técnicas histologicas no laboratorio de imunofarmacologia no IPeFarM/ UFPB/
Jodo Pessoa, visou proporcionar um maior conhecimento morfolégico dos modelos
de doencas alérgicas das vias aéreas e de lesao pulmonar aguda demonstrando a
fundamentacdo do modelo experimental bem como o efeito terapéutico local de

substancias antes de serem utilizadas como medicamentos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Para que a analise histoldgica seja possivel, o tecido devera ser submetido a
procedimentos técnicos que preservem sua estrutura original. Os procedimentos
utilizados para se obter amostras de tecido ou preparos histolégicos retirados de um
organismo para exame microscopico incluem: coleta, fixacdo, desidratacéo,
clarificacdo, impregnacao, inclusdo, microtomia, coloracdo e montagem. No caso de
tecidos calcificados, ha o acréscimo da etapa de descalcificacdo apoés a fixagéo e,
em seguida, a realizacao dos outros procedimentos (MOLINARO et al., 2010).

2.1. Coleta

Uma preparacao histolégica ideal se inicia com a correta obtencdo do material
a ser processado. Por meio da coleta € possivel remover amostras de tecido de um
determinado organismo. A coleta pode ser feita quando o organismo ainda esta vivo,
por meio de bidpsia, durante uma cirurgia, ou mesmo post mortem, durante a
realizacdo de necropsia de animais ou seres humanos. Ao se remover qualquer
amostra de um organismo, esse material inicia um processo de autdlise, ou seja, por
nao receber o suprimento necessario de oxigénio e de substancias essenciais a sua
homeostase, comeca a haver acumulo de dioxido de carbono nos tecidos e, em
suas células, iniciando, entdo, o0 processo autolitico, no qual ocorre uma
instabilidade na membrana lisossdbmica promovendo a sua ruptura e,
consequentemente, a liberacdo de enzimas que atuam no citoplasma da propria
célula, destruindo-a (KUMAR et al.,, 2008). Assim, ao se analisar as estruturas
teciduais de um determinado 6rgdo ao microscopio, é preciso preservar os tecidos,

sendo imprescindivel a realizacédo do processo de fixagao.

2.2 Fixacao

A fixacdo é uma etapa primordial para o estudo anatémico e microscopico de
uma doenca (HOWAT et al.,, 2014). O seu objetivo é interromper o metabolismo

celular pela estabilizacdo das estruturas e dos componentes bioquimicos intra e
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extracelulares, evitando assim, a autolise e a destruicdo dos componentes teciduais,
além de permitir a miscibilidade de outras substancias subsequentes a fixacao.
Diversos protocolos de fixacdo e tipos de fixadores sédo citados na literatura
conforme o tipo de material e a técnica a ser analisada (KAP et al., 2011). Os
fixadores podem ser classificados em duas classes conforme o método de fixacéo:

fixadores desnaturantes e fixadores estabilizadores (cross-linking) (tabela 1).

Tabela 1. Solucgdes fixadoras, seu método e composicao

Fixador Método de fixacao Composicéo

Bouin’s Desnaturacéo / cross-linking 25% de solugéo de
formaldeido a 37%, &cido
picrico a 70%, &cido acético a
5%

Carnoy’s Desnaturacdo 60% de etanol, 30% de
cloroférmio, 10% de #&cido
acético glacial

Glutaraldeido Estabilizagdo por ligacdes | Geralmente, 2% v / v de
cruzadas glutaraldeido para agua / PBS
Formalina tamponada Estabilizagdo por ligacdes | 10% de solugéo de
cruzadas formaldeido a 37%, em pH
neutro
Paraformaldeido Estabilizagdo por ligacdes | Geralmente, 4% p / v de
cruzadas paraformaldeido para agua /
PBS
Zinker’s Desnaturacdo Cloreto de mercurio 5% (p / v),

2,5% de dicromato de potassio
(p / v), 5% de acido acético
glacial (v/v), 4gua

Fonte: adaptado de Howat; Wilson, 2014.

Os fixadores a base de aldeidos (formaldeido, glutaraldeido e
paraformaldeido) sdo os mais utilizados nas técnicas histolégicas em laboratoérios de
anatomia patologica por serem mais acessiveis e de uso simples (TIMM, 2005). O
mecanismo de acdo do formaldeido foi o objeto de estudo de varias pesquisas e
ocorre pelas de ligagbes cruzadas intra e intermolecures (HOWAT; WILSON, 2014).
As principais ligagdes cruzadas ocorrem entre o grupo amino da lisina favorecendo a
formacdo de pontes de metileno. No entanto, as ligacdes também podem ocorrer
entre os grupos fenol, indol e imidazol, com isso, o formaldeido interage com uma
variedade de aminoacidos teciduais como lisina, arginina, tirosina, asparagina,

histidina, glutamina e serina (SHI et al., 2000).
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Para evitar a oxidagdo do formaldeido a acido férmico, a solucdo € preparada
com substancias tamponantes, prevenindo a formagéo de artefatos sob a forma de
um pigmento marrom. Tais misturas sdo capazes de agir sobre os tecidos de forma

a buscar a melhor preservacao dos elementos teciduais (MOLINARO et al., 2010).

Algumas especificacbes sdo necessarias para garantir o sucesso da etapa de
fixacdo, como por exemplo, a espessura do material que nao deve ultrapassar 3 mm
e 0 volume do fixador deve ser 20 vezes maior em relacdo ao tecido a ser fixado,
isso faz com que a reacdo material-fixador seja satisfatoria. O tempo de fixacdo
dependera do tamanho do fragmento do tecido, podendo variar entre 06 e 24 horas
(TIMM, 2005).

2.3 Descalcificacao

Regifes anatdbmicas que contém partes 6ésseas ou cartilaginosas necessitam
de tratamentos a partir de agentes que reagem com o calcio, isto €, acidos que
transformam os sais de calcio insolUveis em sollveis e / ou quelantes que absorvem
ions de célcio. A esse procedimento é dado o nome de descalcificacdo
(MATTUELLA et al., 2007). Esta etapa tem por objetivo retirar o fosfato de calcio do
tecido, pois esse componente de calcio compromete a etapa da microtomia, e,
consequentemente, impede a confeccdo de bons cortes levando a formacédo de

artefatos técnicos, limitando a andlise histolégica adequada.

A descalcificacdo pode ser feita pela imersdo em &cidos ou compostos
guelantes. Os desmineralizadores acidos tais como o acido férmico aquoso séo
amplamente utilizados. No entanto, eles sdo potencialmente prejudiciais ao tecido,
pois podem causar distorcdo do colageno e diminuir a afinidade dos corantes
histologicos. Esses efeitos sdo inerentes, na maioria dos casos, da acidez da

solugéo e da duracéo da descalcificacdo (FARRAJ et al., 2006).

A descalcificacdo por agentes quelantes se baseia na sua ligagdo ao ion
célcio formando um metal quelado. O EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético) é
um agente quelante hexadentado que extrai calcio do tecido e é amplamente
utilizado por preservar a integridade intercelular e a afinidade de coloracdo. Assim
como as misturas de tampdes, 0 agente quelante inativa a fosfatase alcalina, que &
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reativada apds um banho de 2 a 6 horas em solucéo de cloreto de magnésio 6%. A
descalcificacdo por agentes quelantes minimiza a producao de artefatos durante a
maioria das coloracdes histologicas, diferente da descalcificacdo por acidos fortes,
que gera artefatos quase irreversiveis. O tratamento com EDTA durante 20 dias é
apropriado para a descalcificacdo de estruturas nasais em modelos de ratos de rinite
alérgica (GUIBAS et al., 2014).

Uma descalcificacdo que ndo prejudique a qualidade do processamento é
imprescindivel para analise histolégica. Para certificar a finalizagdo da
descalcificacdo existem métodos fisicos e quimicos. Entre os métodos fisicos esta o
teste da agulha, no qual, o operador tenta dobrar a peca ou inserir uma agulha e
verificar, assim, o grau de mineralizacdo. Ainda nos métodos fisicos, outra opcéo é
teste radioldgico: o raio-X é o método mais sensivel e confidvel para acompanhar a
descalcificacdo. O método quimico é realizado com auxilio da solucédo de oxalato de
amoénia, a qual detecta a presenca de calcio no liquido descalcificador, se a
descalcificacdo for completa o liquido se mantera limpido, caso contrario, havera
precipitacdo do célcio (MOLINARO et al., 2010).

2.4 Processamento histolégico

O processamento histolégico é fundamentado na difusdo de uma sequéncia
de solventes para o interior dos tecidos e na remocdo do liquido tecidual. Além
disso, € por meio dessa etapa que os fragmentos rigidos se tornam adequados para
0 seccionamento em finas por¢des capazes de serem observadas ao microscopio. O
processamento € iniciado pela desidratacdo, em seguida, a clarificacdo ou
diafanizacdo e, por fim, a impregnacao e inclusdo (Figura 1) (MOLINARIO et al.,
2010).

A desidratacdo consiste na remocéo da agua dos tecidos, pois as substancias
utilizadas para inclusdo em parafina ndo apresentam boa solubilidade nesse
solvente. Dentre os agentes desidratantes, o alcool etilico € o mais utilizado na
rotina histoldgica por apresentar um custo rentavel e bons resultados (TIMM, 2005).
A literatura ressalta algumas especificacdes para esta etapa como o volume de

alcool necessario para se obter uma desidratacdo adequada, que deve ser 20 vezes
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o volume da amostra. Além disso, é recomendada a agitacdo constante do
recipiente e sucessivas trocas do alcool utilizado, pois, como a agua é mais densa
do que o alcool, ela tende a se localizar no fundo do frasco apds a sua saida do

tecido, exatamente no local da amostra (MOLINARIO et al., 2010).

Figura 1. Processamento histolégico manual. Etapa: 1- Coleta; 2- Fixacdo; 3- Desidratacdo; 4-
Clarificagéo; 5- Impregnacéo; 6- Emblocagem; 7- Microtomia; 8- Disten¢éo e pescaria 9- Coloragéo

Fonte: adaptado Pereira, 2014.

A clarificacdo ou diafanizacdo é uma etapa posterior & desidratacdo, e o0 seu
objetivo é remover completamente o alcool do interior dos tecidos, tornando-os mais
lipofilicos para as etapas subsequentes. A remocdo do alcool € de extrema
importancia, pois a parafina utilizada na impregnacao nao é totalmente miscivel no
mesmo. Dessa forma, para remover o alcool e preparar o tecido para a penetracao
da parafina utiliza-se o xilol. Conforme o xilol penetra no tecido, em substituicdo ao
alcool, o material se torna mais claro, transparente. Por essa razao, esta etapa €

denominada clarificagdo (MOLINARIO et al., 2010). Estudos anteriores ressaltam

25



algumas precaucdes durante essa etapa, como a troca da solucdo clarificadora e
evitar o contato prolongado do material com o xilol, pois ha o ressecamento e
endurecimento da amostra interferindo na sua qualidade (MOLINARIO et al., 2010;
VIEIRA et al., 2013)

7

A impregnacdo é realizada em parafina fundida. Os fragmentos s&o
transportados de uma parafina a outra em intervalos de tempo pré determinados. E
necessario o controle do tempo e temperatura, pois como a parafina somente é
liguida em temperatura alta, o calor por um longo periodo de tempo podera causar
grande dano ao tecido. A impregnacao em parafina permite 0 micro seccionamento
geralmente em uma espessura de 5-15 pym que equivale a 0, 005 - 0, 015 mm,

conforme mostra a tabela de equivalentes de converséo (Tabela 2).

A inclusdo consiste na insercdo do tecido mole em uma substancia de
consisténcia firme que permita, posteriormente, secciona-lo em camadas delgadas.
Pelo facil manuseio e bons resultados, a parafina é o item mais utilizado nesse
procedimento. Nesta etapa, os tecidos que foram previamente desidratados,
clarificados e infiltrados em parafina sdo inseridos no interior de um molde que ja
contém parafina liquida com a superficie a ser seccionada. E obtido, ao final desta

etapa, um bloco de parafina ja solidificada, devidamente identificado.

Tabela 2. Equivalentes lineares de conversao

Medida Equivalente
1 picdmetro (pm) 0,01 angstrom (A)
1 angstrom 0,1 nanémetro (nm)
10 angstrons 1,0 nanémetro
1 nanémetro 1.000 picometro
1.000 nanémetro 1,0 micrémetro (um)
1.000 micrémetros 1,0 milimetro (mm)

Fonte: adaptado Ross; Pawlina, 2012
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2.5 Microtomia

Para tornar possivel a analise dos tecidos ao microscopio 6ptico, eles devem
ser seccionados em fatias bem finas e uniformes. A espessura ideal varia de acordo
com o objetivo de estudo; recomenda-se a espessura de 4 a 6 um na rotina dos
laboratorios. Essas secc¢des séo obtidas a partir do microtomo, instrumento capaz de
confeccionar cortes com precisdo. Tal instrumento € constituido por trés partes:
base, porta bloco e porta navalha (Figura 2). Considera-se, ainda, que em alguns

modelos possua duas manivelas, uma manivela de ajuste e outra de corte.

Ajuste de
espessura

Porta bloco

Manivela

Figura 2. Micrétomo (LEICA) utilizado para sec¢do dos cortes. Equipamento e suas partes.

Fonte: adaptado https://lupetec.com.br/
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2.6 Coloracéao

Corantes sdo compostos organicos aromaticos formados estruturalmente por
cromdgeno e auxocromo. Os cromdgenos sdo compostos benzénicos contendo
grupamentos que conferem a cor e o auxocromo é o grupamento auxiliar do corante
que cora seletivamente os componentes teciduais como as células e a matriz
extracelular (Figura 3). Os corantes sdo fundamentais para visualizar os tecidos ao
microscopio Optico, pois, apos a microtomia, as células e o material extracelular séo
habitualmente transparentes e os corantes proporcionam uma melhor visualizacdo e

diferenciacéo das estruturas teciduais.

F o =2 &
4 7 7 7 o] ) ,
o & & F J J5 Croméforo
g N 5 \ : ’I Vi ’é
LY LY 1 rd
‘g’ \\\ ™ \‘\ : r’l l/ /',
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G ‘“‘i : «

Auxocromo

Figura 3. Mecanismo da associa¢do dos corantes com 0s componentes teciduais.

Fonte: adaptado Molinario et al., 2010

Conforme a carga ibnica, os corantes podem ser acidos, basicos ou neutros.
Os corantes acidos apresentam auxocromo anionico (carga elétrica negativa (-)),
com afinidade por componentes basicos dos tecidos, agente catidnico (carga elétrica
positiva (+)). As estruturas coradas pelos corantes acidos sdo chamadas aciddfilas,
como, por exemplo, o citoplasma e matriz extracelular. Um exemplo de corante acido
é a eosina, o qual pode ser descrito por uma formula geral Na* eosina’. Ja os
corantes basicos possuem auxocromo catibnico (carga elétrica positiva (+)) com

afinidade por componentes acidos dos tecidos, componentes anidnicos (carga
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elétrica negativa (-)). Os componentes aniénicos incluem grupos fosfatos de acidos
nucleicos, grupos sulfatos de glicosaminoglicanos e grupos carboxilicos de
proteinas. A propriedade de estruturas teciduais aniénicas como o nucleo reagirem
com corantes basicos é denominada de basofilia. O azul de toluidina € um exemplo
classico de corante basico (ROSS; PAWLINA, 2012).

A cor de um corante ndo esta relacionada com a sua propriedade acida ou

basica como pode ser observado pelos exemplos de corantes listados (Tabela 3).

Tabela 3. Exemplos de corantes acidos e basicos

Corante Cor

Corantes basicos

Verde de metila Verde
Azul de metileno Azul
Pironina G Vermelho
Azul de toluidina Azul

Corantes acidos

Fucsina &cida Vermelho

Azul de anilina Azul

Eosina Vermelho

Laranja G Laranja

Mistura tricromica Verde — vermelho

Fonte: adaptado Ross; Pawlina, 2012

Embora a ligacao eletrostatica seja o principal fator na ligacdo primaria de um
corante &cido com o tecido, ela ndo € o Unico; por causa disso, 0s corantes acidos
sdo, por vezes, utilizados em combinacdes para corar diferentes constituintes
teciduais de maneira seletiva. Uma particularidade interessante dos corantes é
demonstrada, por exemplo, na capacidade da fucsina basica de reagir com 0s
grupamentos aldeidos resultando em uma nitida coloracdo vermelha, base das
reacoes do acido periodico de Schiff (PAS). A reacdo do PAS cora carboidratos e
macromoléculas ricas em carboidratos, sendo utilizada para demonstrar o glicogénio
nas células, o muco em varias células e tecidos, a membrana basal subjacente aos

epitélios e as fibras reticulares no tecido conjuntivo (ROSS; PAWLINA, 2012).
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2.7 Desordens respiratorias: abordagem morfolégica

As Doencas Respiratérias Cronicas (DRC) mais comuns sdo asma, rinite
alérgica e a Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC). As DRCs estdo
aumentando a prevaléncia particularmente entre as criancas e idosos. Afetam a
qualidade de vida e podem provocar a incapacidade nos individuos afetados,
causando grande impacto econdmico e social. As limitacbes fisicas, emocionais e
intelectuais que surgem com a doencga, com consequéncias na vida do paciente e da

sua familia, geram sofrimento humano (Ministério da Saude, 2010).

2.7.1 Sistema respiratorio

Trés funcbes principais sdo executadas pelo sistema respiratorio: conducéo
do ar, filtracdo do ar e troca gasosa. Além disso, a passagem de ar pela laringe é
responsavel pela producdo da fala, e a passagem do ar pela mucosa olfatéria nas
cavidades nasais exerce estimulos para o olfato. O sistema respiratorio também
participa, em menor proporcao, nas funcées endocrinas, bem como a regulacdo da

resposta imune a antigenos inalados (MANDHANE et al., 2011).

O sistema respiratério, didaticamente, é dividido em duas regifes funcionais:
as vias aéreas condutoras e a regido respiratdria. Do volume total pulmonar, apenas
cerca de 10% € ocupado pelas vias aéreas condutoras que filtram e conduzem o ar
inspirado e mais da metade é representado pelo préprio parénquima pulmonar,
regido na qual ocorrem as trocas gasosas. As vias aéreas condutoras sao
representadas pela cavidade nasal, seios paranasais, faringe, laringe, traqueia,
brébnquios e bronquiolos. Ja as estruturas respiratdrias sdo 0s bronquiolos

respiratorios, ductos e sacos alveolares (TRONDE et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Vias respiratorias e suas regides. Por¢do condutora: cavidade nasal, nasofaringe,
orofaringe, laringe, traqueia, bronquios e bronquiolos. Porgdo respiratéria: bronquiolos respiratorios,
ductos alveolares, sacos alveolares e alvéolos.

Fonte: adaptado Ross; Pawlina, 2012.

A cavidade nasal é dividida em trés regifes: o vestibulo nasal, a regido
respiratoria e a regido olfatoria (Figura 5). O vestibulo nasal é a regido interior das
narinas, composto pelo epitélio pavimentoso estratificado, como uma continuacédo da
pele da face, e contém um numero variavel de vibrissas que capturam grandes
particulas antes de serem transportadas no fluxo de ar para o resto da cavidade. As
glandulas sebaceas estdo também presentes, e suas secrecdes auxiliam na
retencdo de particulas (GUIBAS et al., 2014).

Posteriormente, onde termina o vestibulo, o epitélio pavimentoso estratificado
sofre uma transicdo para epitélio colunar pseudoestratificado ciliado que caracteriza
a regido respiratoria que constitui a maior parte do volume da cavidade nasal. Neste

local, as glandulas sebaceas estdo ausentes.

7

A regido respiratéria é revestida pela mucosa respiratoria que contém um
epitélio em sua superficie. Na area subjacente a lamina propria esta o peridsteo e
pericondrio do osso. A parede medial da regido respiratoria, ou septo nasal, é lisa,
mas as paredes laterais sdo diferenciadas pela presenca de sub-regides, ou
projecdes éOsseas chamadas conchas ou cornetos. As conchas dividem cada

cavidade nasal em camaras de ar e desempenham um duplo papel. Elas aumentam

31



a area de superficie e causam turbuléncia no fluxo de ar para permitir um
condicionamento do ar inspirado (KIERSZENBAUM, 2008).

O epitélio da mucosa respiratéria apresenta cinco tipos de células: células
ciliadas que revestem a superficie do epitélio; células caliciformes que sintetizam e
secretam muco; células em escova que apresentam microvilosidades; células do
Sistema Neuroenddcrino Difuso (SNED) ou células Kulchitsky que se assemelham
as células basais, porém contém granulos secretores; e as células basais, que séo
células-tronco das quais surgem outros tipos celulares do epitélio da regido
respiratoria da cavidade nasal (ROSS; PAWLINA, 2012).

Na regido olfatéria, o tecido conectivo contém numerosos vasos linfaticos,
nervos olfatérios ndo mielinizados e mielinizados e glandulas olfativas. O epitélio
olfatério, é também pseudoestratificado, entretanto, ndo contém células caliciformes.
Sua composicao celular se baseia nos seguintes tipos de células: células receptoras
olfatérias que sao neurbnios bipolares; As células de sustentacdo, sao células
colunares semelhantes as células da neuroglia que fornecem suporte metabdlico
para as células receptoras olfativas e sintetizam e secretam proteinas de ligacdo aos
odorantes. As células basais, progenitoras, a partir das quais as células receptoras e
células de suporte se diferenciam. As células em escova sdo do mesmo tipo de
células que ocorrem no epitélio respiratério e estdo envolvidas na transducdo da
estimulacdo sensorial geral da mucosa e ndo estdo envolvidas com a olfatacao
(ROSS; PAWLINA, 2012).

o ;5;-5:;:5%
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N - : ﬁh“" L
e = — Pl - Y (\\\%p‘) P
Mucosa respiratéria & Mucosa olfatéria

Vestibulo nasal

Figura 5. Cavidade nasal dividida em trés regides: o vestibulo nasal, a regido respiratéria e a regiao
olfatéria

Fonte: adaptado Webnode, 2014 http://sistema-respiratorio.webnode.com/nariz/
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Mais internamente, a traqueia e 0s bronquios apresentam Varios tipos
celulares, como, células basais, células caliciformes, células ciliadas, células em
escova e células neuroenddcrinas. Células transitdrias em situacdo de migracao
celular também podem estar presentes no epitélio, tais como, linfécitos, neutrofilos,
eosindfilos, macrofagos e mastocitos. Nos bronquiolos terminais, o epitélio é
composto por células ciliadas e células de clara. O epitélio alveolar contém dois tipos
de células: pneumacito tipo | e pneumdcito tipo Il. As células pavimentosas tipo |
compdem a parede alveolar e revestem 80% da area de superficie alveolar; as
células cubicas tipo Il recobrem a area restante e sdo responsaveis pela sintese e
secrecao de moléculas surfactantes que diminuem a tensdo superficial e regulam o
equilibrio de fluidos no epitélio alveolar. As células alveolares tipo 1l podem
regenerar as células tipo | apés um processo de lesdo (GROMMES; SOEHNLEIN,
2011).

No espaco extracelular e extravascular, denominado de intersticio pulmonar,
e entre as células do tecido, ha uma variedade de células como, linfocitos,
plasmacitos, fibroblastos, miofibroblastos, além de colageno, fibras elasticas e fluido
intersticial. Os vasos linfaticos compdem a principal via de drenagem para o fluido

intersticial entre o epitélio e a membrana basal endotelial (TRONDE et al., 2007).

2.7.2 Doencas alérgicas das vias aéreas

Doencas alérgicas sao caracterizadas pela resposta imune tipo Il (Tyx2)
mediado pela imunoglobulina E (IgE). Essa resposta imunoldgica ocorre quando o
alérgeno se liga a IgE fixada aos mastdcitos teciduais ou aos baséfilos circulantes,
proporcionando o movimento dos granulos intracelulares para membrana celular e
consequente liberacdo dos mediadores pro inflamatérios caracteristicos de varias

doencas alérgicas como asma e rinite (BROIDE et al., 2011).

Os mediadores inflamatorios sao responsaveis pela caracterizacdo do quadro
e 0 aparecimento das manifestacdes clinicas. Nas vias aéreas superiores
observam-se 0s sintomas como espirros, prurido, congestdo nasal, rinorreia,
lacrimejamento e a perda da sensibilidade ao cheiro e gosto. Ja nas vias aéreas
inferiores, sdo observados na fase precoce os sintomas como obstrucdo do fluxo

aéreo, broncoespasmo e edema. Tardiamente, a inflamacdo das vias aéreas pode
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se tornar cronica ocorre, entdo, a hiper-reatividade bronquica ocasionando a asfixia

e o sibilo variando conforme a severidade (BURNAY et al., 2013).

Em termos morfologicos, as doencas alérgicas das vias aéreas sao
caracterizadas por numerosas mudancas teciduais, incluindo a perda da integridade
epitelial, espessamento da membrana basal, hiperplasia das glandulas da mucosa,
fibrose subepitelial e deposicdo de colageno, elastose e fragmentacdo das fibras
elasticas, hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas e células caliciformes
e aumento do numero de vasos (LEE et al., 2017). A fisiopatologia do
remodelamento das vias aéreas envolve interacdes entre uma variedade de células,
principalmente eosinodfilos, linfécitos T, células musculares lisas, células epiteliais,
fibroblastos e mastocitos (GIRODET et al., 2011).

Os mastacitos desempenham um importante papel nas doencas alérgicas por
liberar, apos ativacdo celular, varios mediadores como a histamina, leucotrienos e
prostaglandinas que sao liberados apoés ativacao celular (BAFADHEL et al., 2012).
Os mastocitos de mucosa séo recrutados para superficie das vias aéreas pelo seu
fator de célula tronco SCF (Stem Cell Factor), citocinas produzidas por diversos tipos
celulares que se ligam a seu receptor c-kit, uma tirosina quinase expressa em todas
as células tronco hematopoiéticas (CTH), podendo ser também liberado pelas
células epiteliais (ABDELHAY et al., 2009).

O infiltrado inflamatério que ocorre nas doencas alérgicas das vias aéreas €
frequentemente descrito como eosinofilico. Em respostas as interleucinas liberadas
por linfocitos T2, eosindfilos sdo produzidos e recrutados da circulagéo para o foco
da inflamacdo onde passam a modular a resposta imunoldgica. A resposta
eosinofilica leva a secrecao de citocinas, como as interleucinas, dentre elas IL-4, IL-
5, IL-10, IL-12, IL-13, fator de transformagé&o do crescimento (TGF - 8 - Transforming
Growth Factor Beta) e quimiocinas como a eotaxina-1. Além disso, eosinofilos
podem atuar na indugdo de danos e disfungéo tecidual por liberar granulos toxicos
de proteinas como o granulo da proteina basica principal (MBP- Major Basic Protein)
cujos efeitos nocivos ja foram descritos na asma e na rinusinusite cronica (PONIKAU
et al., 2003).

Essas moléculas exercem efeitos pro-inflamatorios como aumento do sistema

de adesdo, modulacdo do transito de ceélulas, ativacdo e regulacdo da
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permeabilidade vascular, secre¢cdo de muco e contragdo de musculo liso. Os indicios
de tais efeitos podem ser observados na anélise dos parametros teciduais das vias

aéreas que apresentem doencas alérgicas.

2.7.3 Lesédo pulmonar aguda

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome de insuficiéncia respiratoria
aguda, resultante de lesbes no parénquima que, se nao tratada, pode levar a forma
mais grave da doenca denominada sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) (MATTHAY; ZEMANS, 2011). A taxa de mortalidade em pacientes com
SDRA é, em torno de, 40% devido ao lento progresso na compreensdo dos
mecanismos responsaveis pela patogénese da doenga, uma vez que suas principais
causas sao doencas infecciosas, como pneumonia e sepse (SPRAGG et al., 2010).
Apesar dos esforcos na pesquisa basica e clinica, a mortalidade da SDRA
permanece relativamente inalterada. Diversas estratégias foram testadas para tentar
reverter a hipoxemia, inclusive alternativas ventilatorias, inalacdo de vasodilatadores
e oxigenacgdo extracorpdrea por membrana. Embora melhorem a oxigenacdo, ndo
garantem a cura (ARDUINI et al., 2016).

No tecido pode-se observar a formacdo de lacunas intercelulares no
endotélio, funcionando como base para o aumento da permeabilidade microvascular.
A lesdo epitelial leva ao transporte de fluido e células e consequentemente a
formacdo do edema pulmonar. Em conjunto com as lesGes endoteliais e o edema
pulmonar, ha um intenso fluxo de neutréfilos para o intersticio e espaco
broncoalveolar. A ativagdo e transmigracdo dos neutréfilos desempenham um papel
fundamental na progressdo da LPA / SDRA (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Em
humanos, a analise histopatoldgica demonstrou que a LPA é caracterizada por uma

resposta inflamatdria aguda e alveolite neutrofilica (MEI et al., 2007).

A fase final da doenca pode resultar em morte ou recuperagdo. A morte
geralmente esta associada com o desenvolvimento de faléncia maltipla dos érgaos.
O sucesso da resolucdo da doenca pode estar relacionado as mudancas
histologicas caracteristicas dos alvéolos. Os neutréfilos s&o substituidos por
macrofagos alveolares e ocorre reposicao epitelial, reabsorcédo do fluido alveolar,
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fagocitose de residuos de proteinas associadas ao influxo do edema e finalmente,
resolucao de fibrose (ANGUS, 2012).

Em modelo animal de LPA, a ligacdo do LPS (lipopolissacarideo) aos seus
receptores (Toll Like Receptors - TLRS) presentes em células pulmonares inicia a
inflamagé&o pulmonar aguda (MATTHAY et al., 2012). As citocinas e quimiocinas séo
secretadas a partir do epitélio pulmonar e estimulam os macréfagos a iniciar o
recrutamento dos neutréfilos nos espacos aéreos através da barreira alvéolo-capilar
(BHATIA et al., 2012). Uma vez ativados, os neutréfilos liberam uma variedade de
mediadores, como proteases, espécies reativas de oxigénio (ERO), histonas e
peptideos responsaveis pela lesdo no endotélio vascular e no proprio epitélio
alveolar (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011). Em consequéncia, hd o aumento da
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar levando ao acumulo de fluido
extravascular rico em proteinas, a perda da integridade e a diminuicdo da
capacidade para remocéao de liquidos e producdo de surfactante agravam o edema
pulmonar (MATTHAY; ZEMANS, 2011) (Figura 6).

Célula : \, Fluido rico em proteina (edema)

—

epitelial !
E \ ' \><// ~ Célula epitelial

i Necrética ou apoptética
§ ~

: 8O =i /
; - ’} _/ Membrana

hialina

| 'surfactante e |
\ /- B

Célula
endotelial

)

Célula endotelial
Neutréfilos lesionada

Figura 6. Na fase aguda da sindrome (lado direito), é ilustrado o desprendimento de ambas as
células epiteliais bronquicas e alveolares, com a formagdo de membranas hialinas, ricas em
proteinas, na membrana basal alterada. Os neutrofilos sdo mostrados aderindo ao endotélio capilar
lesionado e atravessando o intersticio para o espaco aéreo, que esta preenchido com fluido de
edema rico em proteinas. No espaco aéreo, macrofago alveolar secreta citocinas (IL-1, 6, 8 e 10) e 0
fator de necrose tumoral a (TNF-a) os quais atuam localmente para estimulam a quimiotaxia e ativar
neutréfilos. Neutréfilos podem liberar oxidantes, proteases, leucotrienos, e outras moléculas pro-
inflamatérias, tais como fator de ativacdo plaquetaria (PAF).

Fonte: adaptado Matthay, 2011.
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2.8 Problematica

Considerando as utilidades das técnicas histolégicas e os trabalhos pré-clinicos,
ja desenvolvidos no Laboratério de Imunofarmacologia / UFPB / IPeFarM / PB em
modelos experimentais de desordens respiratorias, o estudo das células, matriz
extracelular, tecidos e Orgdos em modelos experimentais foi importante para
fundamentar o estudo morfologico e oportunizar a inser¢cao de substancias na busca
por novas opgdes de tratamento. Além disso, foi observada a necessidade do
desenvolvimento, implantacdo e padronizacdo das técnicas histoldégicas no proprio
laboratorio, visto que, seus integrantes se deslocavam para instituicbes em outras

cidades para realiza-las.

O estudo das alteragcbes morfologicas das desordens respiratérias, além de
contribuir com a pesquisa em doencas alérgicas na busca por novas formas de
tratamentos, proporcionou a realizacdo de diversas atividades tais como:
levantamento bibliogréafico sobre o objeto em estudo em revistas internacionais;
realizacdo das técnicas laboratoriais na tentativa de responder os questionamentos
levantados no estudo; interpretacdo dos resultados obtidos; potencializacdo do
raciocinio critico e cientifico contribuindo para o desenvolvimento da habilidade de

escrever artigos e apresentacao dos resultados em eventos da area.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Implantar técnicas histolégicas no laboratério de Imunofarmacologia /

IPeFarM/ UFPB possibilitando a avaliacdo morfolégica e histoquimica do tecido

nasal e pulmonar de camundongos BALB / ¢, apés o desenvolvimento dos modelos

experimentais de doencas alérgicas e lesdo pulmonar aguda, respectivamente.

2.2 Objetivos especificos

v

Implantar o protocolo de coloracdo hematoxilina eosina (H&E) para avaliacao
da migracao celular e outros parametros inflamatorios;

Implantar o protocolo de coloracdo Acido Periddico de Schiff (PAS) para
observacéo de células produtoras de muco;

Implantar o protocolo de coloracédo azul de toluidina (AT) para observacéo de
mastocitos;

Implantar o protocolo de coloragao tricromica de gomori (TG) para identificar a

presenca de fibras colagenas.

Avaliar a relagdo entre modelo experimental e nimero de células nos lavados
broncoalveolar e nasal;

Identificar as caracteristicas histolégicas das desordens respiratérias
estudadas;

Caracterizar as diferencas teciduais entre as desordens respiratérias

experimentais;
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Durante a realizacdo dos modelos experimentais de doencas alérgicas das
vias aéreas e LPA, foram utilizados camundongos BALB / ¢ fémeas com idade de 6
a 8 semanas pesando 22 + 2 g. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 © C e submetidos a ciclos de claro e
escuro de 12 horas (6h as 18h claro e de 18h as 6h escuro) com livre acesso a agua
e racdo do tipo pellets (PURINA®) durante todo o periodo experimental. Os
camundongos, dispostos em 05 animais por grupo, foram fornecidos pelo biotério
Professor Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM) da UFPB. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais CBIOTEC / UFPB N° 1705/13. A manipula¢do dos
animais foi baseada no guia de cuidado animal (SHERWIN et al., 2003). Os animais
foram eutanasiados por overdose de solucdo anestésica (Xilazina 20 a 30 mg / kg +
guetamina 200 a 300 mg / kg), administrada via intramuscular (IM), conforme a
Resolugdo Normativa N° 13, de 20.09.2013 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA.

Durante a implantacdo das técnicas histolégicas, os animais foram divididos
em 3 grupos, conforme o modelo experimental utilizado. Para o modelo de doengas
alérgicas das vias aéreas (rinite e asma) os animais foram separados nos seguintes
grupos: basal, ovalbumina (OVA) e budesonida (BUD). J& para o modelo de LPA, os
animais foram divididos em grupo basal, lipopolissacarideo (LPS) e dexamentasona
(DEXA) (Tabela 4). Os camundongos utilizados no projeto “1,4 cineol reduz o
recrutamento de neutréfilos via polarizacdo para macrofagos M2 em modelos de
inflamacdo e na lesdo pulmonar aguda experimental (tese do
PgPNSB/UFPB/JP/PB)” serviram de fonte para os oOrgdos utilizados na andlise
histologica da LPA.
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Tabela 4. Divisdo dos grupos experimentais

CARAS | LPA
Basal - Animal fisiologico X X
OVA - Animal sensibilizado e desafiado com OVA a X
5%
BUD - Animal sensibilizado e desafiado com OVA e X
tratado com budesonida 0.9 mg / kg por via intranasal
(i.n).
DEXA - Animal sensibilizado, desafiado com OVA ou X
LPS e tratado com dexametasona 2 mg / kg, via
intraperitoneal (i.p).
LPS - Animal desafiado com 50 pL de LPS (1 mg / kg) X

via i.n.

3.2 Substancias e sais

Acido cloridrico (HCI) — VETEC

Acido etilenodiamino tetra-acético (C1oH1sN2Os) - SIGMA
Acido fosfotunguistico (HsP12040) — VETEC
Acido orto-periodico (HsIOg) — VETEC
Aldeido férmico (CH,0) — MERCK

Balsamo do Canada - VETEC

Bissulfito de sddio (NaHSO3) — MERCK
Carvao ativado — VETEC

Cloreto de sodio (NaCl) — SIGMA

Cloridrato de ketamina — VETBRANDS
Corante cromotropo 2R — VETEC

Corante azul de toluidina - POLYSCIENCES
Corante eosina amarelada — VETEC
Corante fucsina basica — VETEC

Corante hematoxilina — VETEC

Corante test — green — VETEC

Dexametasona — MESE
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Etanol (CH,HsOH) — VETEC
Fosfato de potassio (KH,PO,4) — REAGEN
Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO,) - SIGMA
Fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,) - SIGMA
Glicerina (CH3H3(OH)3) — VETEC

Gelatina em p6 — VETEC

Hidréxido de aluminio (Al (OH)3) — VETEC
Hidréxido de sddio (NaOH) — REAGEN
Metabissulfito de sodio (Na,S,0s5) — MERCK
OVA grade Il — SIGMA

OVA grade V — SIGMA

Parafina para histologia — ISOFAR

Xilol (CgH4(CH3),) — VETEC

3.3 Solucdes

Tabela 5. Solugédo salina

Substancia Quantidade

NacCl 99

Agua destilada 1000 mL

Inicialmente foi colocado o soluto e depois foi adicionada a agua até a

obtencéo do volume desejado.
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Tabela 6. Solucéo anestésica

Substancia Quantidade
Xilasina 1mL
Quetamina 3mL
Salina 8 mL

Em um recipiente estéril, as substancias anestésicas foram diluidas em

quantidade relatada de salina obtendo a solucdo esperada apés homogeneizacéo.

Tabela 7. Solugéo descalcificadora EDTA em tampé&o fosfato 0,1 M

Substancia Quantidade

Tampéo fosfato 0,1 M

Solucéo A

Fosfato de sédio monobasico | 13,7 g
Agua destilada 1000 mL
Solucéo B

Fosfato de sédio dibasico 35849
Agua destilada 1000 mL

Solucéo de uso
EDTA 100 g
Tampao fosfato 0,1 M 1000 mL

A solucéo descalcificadora foi preparada a partir do sal diluido no tampé&o. A
amostra foi introduzida no liquido descalcificador com o volume igual ou superior a
vinte vezes o volume da peca. A solugdo foi renovada diariamente e mantida em
agitacdo. Foi aferido o pH da solugcéo e diariamente a solucdo era renovada. Foi
realizado o teste mecéanico da amostra (teste da agulha) a fim de se verificar a

eficiéncia do processo de descalcificagédo.
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Tabela 8. Composicdo da formalina tamponada

Substancia Quantidade
Aldeido férmico 37% 100 mL
Agua destilada 900 mL
Fosfato de sd6dio monobasico | 4 g
Fosfato de sédio dibasico 45¢g

Para o preparo da solucdo fixadora eram dissolvidos os sais em &gua

destilada com auxilio do agitador magnético. O volume de aldeido férmico,

previamente aferido, foi adicionado a solucdo tamponada atingindo o volume final.

ApOs o preparo, as amostras permaneceram 24 horas sob fixacéo.

Instrucbes de biosseguranca sdo importantes ao manipular formaldeido ou

solucBes que contém essa substancia. As luvas, mascaras com filtro proprio para

vapores organicos devem ser utilizados. O preparo de solu¢des fixadoras foi feito em

capela de exaustdo. Por serem muito volateis e sensiveis a luz, as solucdes

contendo formaldeido foram em vidro ambar firmemente fechado.

Tabela 9. Composicdo da hematoxilina de Harris

Substancia Quantidade
Hematoxilina 50
Alumen de potéssio 509
Oxido de mercurio 259
Alcool absoluto 50 mL
Agua destilada 1000 mL
Acido acético 1% (opcional) | 40 mL
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Tabela 10. Composicdo da Eosina Y ou amarelada

Substancia Quantidade
Eosina Y 59
Agua destilada 50 mL
Alcool 95 % 450 mL
Acido acético glacial (opcional) | 10 gotas

A eosina foi dissolvida em agua destilada e em seguida foi acrescentado o
alcool. A adicdo do acido acético aumenta a intensidade da coloragdo, entretanto,
diminui a durabilidade do corante. A solucdo foi mantida na geladeira e antes do seu

uso foi filtrada.

Tabela 11. Composicao da mistura Tricrdmica de Gomori

Substancia Quantidade
Cromotropo 2R 0,69
Verde luz 0,3g
Acido fosfotunguistico 0,69
Alcool absoluto 95° 50 mL
Acido acético 1mL
Agua destilada 100 mL

Obs: O verde luz pode ser substituido pelo azul de anilina ou fast green
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Tabela 12. Composicdo do azul de toluidina

Substancia Quantidade
Azul de toluidina 19
Acido acético 1 mL
Agua destilada 99 mL
Tabela 13. Composicao do acido periddico a 1%
Substancia Quantidade
Acido periddico 1g
Agua destilada 100 mL
Tabela 14. Composicdo do Reativo de Schiff
Substancia Quantidade
Fucsina basica 49
Metabissulfito de sodio (Na,S,0s) | 8¢
Carvao ativado 49
Acido cloridrico 1N 80 mL
Agua destilada 400 mL

Para o preparo deste reativo, a fucsina basica foi dissolvida em agua

destilada quente. Em seguida foi mantida a temperatura ambiente até atingir 60°C. O

metabissulfito de sédio e o acido cloridrico foram adicionados. E interessante seguir

esta ordem para evitar acidentes de trabalho inerente ao acido utilizado. A solugéo

foi agitada e protegida da luz. O carvao ativado foi adicionado e agitado por um

minuto prosseguindo com a filtracdo. A etapa de filtracédo foi repetida até a obtencéo

da solugéao incolor.

Algumas patrticularidades sobre o reativo de Schiff sdo relevantes enumerar:

1. O reativo foi apresentado com aspecto limpido;
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2. A fim de testar o reativo, foram gotejados nele 3 mL de formol a 10%. Se a
solucao ficasse vermelho purpura escuro, o reativo poderia ser utilizado;

3. O reativo nao foi guardado ao abrigo da luz.

Tabela 15. Composicdo do banho sulfuroso

Substancia Quantidade

Agua sulfurosa

Bissulfito de sédio 10 % 10 mL
Agua destilada 200 mL
HCI1N 10 mL

Bissulfito de s6dio 10 %

Bissulfito de sodio ou metabissulfito de | 10 g

sodio

Agua destilada 100 mL
Solucéo de Acido cloridrico 1%

Acido cloridrico 37% 1 mL
Agua destilada 100 mL

O corante foi dissolvido em &agua destilada e acrescentado o &alcool. O
hidréxido de sddio foi gotejado sob agitacdo, analisado ao pHmetro e apds atingir o
pH desejado, a solucdo descansou por 2 horas antes da adicdo da solucdo do
cloreto de sédio. O cloreto foi adicionado sob agitacao, lentamente, sob luz forte até
aparecer o precipitado. A durabilidade desta solucdo a temperatura ambiente € em
torno de 1 més, esse periodo pode ser aumentado mantendo a solugdo na

geladeira.
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3.4 Equipamentos

Agitador magnético
Agitador vortex
Balanca analitica
Banho histolégico
Copos de impregnacéo
Dispensador de parafina histolégica
Estufa

Microscopio éptico
Micrétomo

Nebulizador
Refrigerador

VWR

Agitador vortex

VWR Scientific Products
Biomixer QL 901
Marte AY220

OMA BM-03DT
ANCAP

Oma 10-88D

Socc. Fabbe LTDA
Nikon

Leica RM 2125 -RT
Respira max NS
Esmaltec

(Scientific Products)
Biomixer QL 901

3.5 Modelos experimentais de desordens respiratorias

3.5.1 Modelo de Sindrome Alérgica de Rinite e Asma Combinadas (CARAS)

O modelo de CARAS ou hipersensibilidade imediata induzida por ovalbumina
(OVA), foi desenvolvido tendo como base a adaptagcéo do protocolo experimental de
LI et al., 2015. Os camundongos BALB / ¢ fémeas foram sensibilizados, no primeiro
e no décimo segundo dia do protocolo experimental, com uma suspensao contendo
50 ug / mL de OVA (grade V Sigma) e 10 mg / mL de hidroxido de aluminio
(VETEC®) em solugéo salina. Essa suspensao foi administrada via intraperitoneal
(IP) na dose de 100 uL / 10 g do animal. Apos a sensibilizacdo, os animais foram
desafiados com aerossol de OVA grade Il (SIGMA®) a 5% em solugao salina com
intervalos de 24h por 5 dias consecutivos. Os desafios foram realizados durante 30
minutos diarios em uma camara fechada, sob um fluxo continuo de aerossol, com o

auxilio de um nebulizador ultrassénico (Respira max NS®).

Os camundongos foram distribuidos em trés grupos (n=5):
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e Grupo basal (Basal) — animais fisiologicos;
e Grupo OVA (OVA) — sensibilizado e desafiado com OVA e nao tratado;
e Grupo Budesonida (BUD) — sensibilizado e desafiado com OVA e tratado com

budesonida na dose de 0.9 mg / kg por via intranasal (IN).

ApOs 24 horas do ultimo desafio com OVA (dia 36) os animais foram
eutanasiados com solucédo anestésica de quetamina e xilasina administrada por via
intramuscular (IM) em uma das patas posteriores para coleta da cabeca e pulméo e
seu posterior processamento histoldgico (Figura 7).

24 h
50 pg/mLOVA V i
10 mg/mL AI(OH)3 BUD 0,9 mg/kg IN
0 12

Coleta

= ./)P
Sensibilizagao i.p. Desafio aerossol QO % Pré-tratamento
res

7N
"8
& [ — Desafio aerossol

,/7“')(\ e it

+OLA ova Il 5% ¢

<A OVA Il 5%

Figura 7. Esquema representativo do modelo experimental de Sindrome Alérgica de Rinite e Asma
Combinadas (CARAS)

Fonte: Pereira, 2016

3.5.2 Modelo de Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

Com a finalidade de implantar as técnicas histologicas no modelo de LPA, os
camundongos BALB / ¢ (n=5) foram tratados com dexametasona (2 mg / kg, IP) ou
veiculo (IP), 1 hora antes do desafio. Posteriormente, os animais foram anestesiados
com 300 pL de uma injecdo intramuscular de xilazina e quetamina e por via
intranasal foram desafiados com 50 pL da solucdo de lipopolissacarideo (LPS de

Escherichia coli - Sigma-Aldrich®) (1 mg / kg) ou PBS. Os tratamentos foram
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realizados 24 e 48 horas depois do desafio com o LPS. Os camundongos foram
eutanasiados 3 dias apos o desafio com LPS por overdose de anestésico para

coleta do BAL e do pulmao (Figura 8).

l N

Horas: O o1 o4 48 .
Dexa Desafio Dexa
2mg /kg, IP 50 uL de LPSin  2mg/kg, IP DESfecho
PBS (1 mg / kg) *
£ ' Fh

)
20,
K./

Figura 8. Esquema representativo do protocolo de LPA em modelo animal

Fonte: Leite, 2016

3.6 Coleta dos fluidos do lavado nasal e bronco alveolar para contagem celular

Para a coleta dos fluidos, primeiramente, os camundongos foram
eutanasiados com solucdo anestésica e em seguida foi feita a antissepsia do torax e
pescoco do animal com &lcool a 70°. A traqueia foi isolada com auxilio de
instrumental cirdrgico (pinca e tesoura). Uma canula de poliestireno foi introduzida
na traqueia do animal no sentido traqueia-cavidade nasal para coleta do NALF e
posteriormente traqueia-pulmé&o para o BAL. Para obter cada lavado foi administrado
através da cénula 1,0 mL de Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) na cavidade. O
liquido ap6s lavar a cavidade foi coletado em tubo tipo conico. Os fluidos foram
mantidos em baixa temperatura (6°C) para conservacdo da viabilidade celular
(WANG et al.,, 2013) e posteriormente foram utilizados para contagem total e

diferencial das células.

A contagem do numero total de células nos lavados foi realizada em camara
de Neubauer, utilizando uma aliqguota da amostra previamente homogeneizada e

diluida em Solugcéo de Turk na proporgcéo 1:2 para o NALF e 1:4 para o BAL. A
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leitura foi feita no microscopio 6Optico em objetiva de 40x. Ap6s contagem foi
realizado o célculo do nimero de células = n x d x 10*, no qual n: média do nimero
de células contadas nos quatro quadrantes, d: diluicido da amostra e 10%: diluicdo

padrdo da camara de Neubauer.

Para contagem diferencial das células, 150 a 200 pyL de cada lavado foram
distribuidos igualmente por lamina nos dois pocos de uma cito centrifuga
(cytospin®). O material foi centrifugado a 1500 RPM por 10 min. Ap0s a cito
centrifugacéo, as laminas foram coradas por Pandtico (Panoptic methods / Auto-
Hemacolor®) com auxilio de uma cuba de coplin. Terminada a etapa de coloracgéo,
as laminas foram lavadas em agua destilada e secadas a temperatura ambiente. A
contagem diferencial de células foi realizada por microscopia 6ptica. Cada lamina foi
observada até a contagem de 100 células, utilizando para isso a objetiva de imerséo
(100x).

3.6.1 Coleta dos érgdos para técnica histolégica

Para a coleta do pulm&o, os camundongos foram eutanasiados e, em
seguida, no limite das costelas com o diafragma, a cavidade toracica do animal foi
aberta e realizada a perfuséo cardiaca. A perfusdo consistia na administracdo de 20
mL de solucao salina no coragao para retirada do sangue da circulacado sanguinea e
a lavagem do pulméao possibilitando sua coleta. As cabecas dos animais foram
coletadas apos a coleta do pulmé&o e submetidas a uma rapida lavagem com solucgéo

salina possibilitando sua fixacao.

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram submetidas a fixacdo em
formalina tamponada por no minimo 24 h e em seguida lavadas em agua corrente. A
fixacdo garante a manutencéo da integridade do tecido, evitando a sua degradacao
por enzimas presentes no interior das células (autolise) ou por bactérias, aléem de
preservar a estrutura e a composicao celular. Apds a coleta, o material foi registrado
no livro de protocolo. Por meio desse registro, o0 material foi identificado por um
namero, tipo de experimento, datas, 6rgdos que o acompanhou durante todos 0s
procedimentos da técnica histologica. Cada 6rgdo foi inserido em um cassete
devidamente identificado para facilitar o0 manuseio durante o processo evitando

possiveis trocas.
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Posteriormente a fixacdo, o excesso de pele das cabecas foi retirado, a
mandibula inferior e os olhos foram removidos e o cranio seccionado na regido
posterior, entre o terceiro dente superior e a abertura posterior do ducto faringeo
(nasofaringe) (GUIBAS et al., 2014). Em seguida, os narizes foram submetidos a
descalcificagcdo quimica pelo auxilio de um agente quelante, o EDTA durante uma
média de 15 dias. Os narizes foram suspensos no liquido descalcificador, com o
volume igual ou superior a vinte vezes o volume da peca. A solucdo descalcificadora
foi trocada diariamente e, quando possivel, o frasco foi submetido a agitacdo. Apos
10 dias foi feito o teste fisico da agulha para assegurar que ocorreu a
descalcificacdo. Uma vez obtida a completa descalcificacdo das amostras, elas
retirada do fixador e era dado prosseguimento ao

foram lavadas para

processamento histologico.

3.6.2 Técnica histolégica — Processamento

O material histologico foi inicialmente desidratado por imersées de 1 hora
numa série crescente de alcool etilico a 70, 80, 90 e 100%. A desidratacéo evita a
retracdo do tecido e, consequentemente, as lesbes estruturais da célula de carater
irreversivel. A imersdo em alcool absoluto foi realizada duas vezes (Figura 9). O
volume do solvente deve ser superior no minimo a 10x o volume da peca
(MOLINARO et al., 2010).
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Figura 9. Processamento histolégico — etapa de desidratacéo

Fonte: Pereira, 2017
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Em segquida, foi feita a diafanizacao (Figura 10), na qual o material foi imerso
duas vezes em xilol com duracdo de 1 h cada imersé&o. O xilol funciona nesta etapa

como desalcolizante.

N
o222

- . <

Xilol | Xilol 1l
1h 1h

Figura 10. Processamento histolégico — etapa de diafanizacdo

Fonte: Pereira, 2017

Em sequéncia a diafanizacdo, com a impregnacao do material foi realizada
em parafina. Na impregnacdo, as amostras foram submetidas a dois banhos

sucessivos em parafina, cada banho com duracéo de 1 h.

Apo6s impregnacdo, o material histologico foi emblocado em formas de
parafina. Quando o material foi totalmente imerso, cada férma foi deixada ao ar livre
para solidificacdo da parafina. Os blocos formados foram retirados das formas e, em

seguida, foram realizados os cortes histolégicos no micrétomo.

Os cortes histologicos foram realizados com espessura de 5 um. Apos a
microtomia, as fitas de parafina obtidas foram colocadas em banho-maria (38 — 40 °
C). Com auxilio das laminas, os cortes foram “pescados” do banho-maria. Em

seguida, as laminas foram reservadas para secagem (Figura 11).
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Figura 11. Processamento histolégico — etapa de microtomia, pesca e secagem

Fonte: http://www.wesapiens.org/pt/

O corte de material biolégico é basicamente transparente, devido a isso, ndo
€ possivel distinguir as estruturas que o compdem ao observa-lo ao microscopio.
Portanto, € necesséria a etapa de coloracdo. Protocolos de coloracdo séo
executados por banhos sequenciais de varios corantes e reagentes. Com 0s cortes
aderidos as laminas, foram realizadas coloracdes diferentes: hematoxilina & eosina
(H&E) para visualizacdo e andlise do corte histologico e da migracéo celular; Acido
Periddico de Schiff (PAS) para observacdo das células caliciformes produtoras de
muco; Azul de toluidina para analise do processo alérgico mediada por mastécitos;
Tricromico de Gomori para andlise de fibrose na matriz extracelular. Em seguida, era
realizada a montagem das laminas com inser¢do de laminulas. Como meio de

montagem (selante) era utilizado o balsamo do Canadéa (VIERA, 2008).

3.6.3 Coloragcéo Hematoxilina Eosina (H&E)

Entre todas as técnicas de coloracdo, a hematoxilina eosina é a mais utilizada
na rotina histolégica. Ela € uma coloracao classica, geral, basica e dicrébmica. A
hematoxilina € o corante basico que cora componentes acidos como o0s nucleos de
todas as células, lugar onde ha alta densidade de acidos nucleicos, exibindo, entao,
uma coloragdo que varia de azul a violeta. J& a eosina, dissolvida em etanol, é o

corante acido que se liga a componentes basicos como o citoplasma de todas as
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células. No citoplasma, h& grande quantidade de proteinas as quais apresentam
pontes de enxofre e nitrogénio que eleva seu pH proporcionando a ligacéo da eosina
e conferindo coloracdo que varia de rosa a avermelhado. A coloracdo H&E

proporciona uma observacéo geral de todas as estruturas teciduais.

As laminas foram inicialmente desparafinadas por imersdo no xilol, em um
banho duplicado durante 10 minutos, cada. Em seguida, as laminas foram
hidratadas em alcool com concentracdes decrescentes até o alcool 70°.
Posteriormente, as amostras foram lavadas de forma rapida em agua destilada.
Entdo, foram imersas na hematoxilina de Harris por 30s, e mergulhadas rapidamente
em agua destilada até a observacdo do tom azul nos cortes. Em seguida, as
laminas foram colocadas no corante eosina, por 5 minutos, desidratadas com alcool
a 80, 90 e 95% com duracdo de 2 minutos, cada imersdo. Apos isso, as laminas
foram colocadas na estufa por 5 minutos para secagem tornando possivel sua

imersao no xilol durante 10 minutos, duas vezes, a fim de clarificar o material.

Ap6s coloracdo, foi realizada a selagem das laminas para torna-las
permanentes. Foi colocado sobre o corte o balsamo do Canada e uma laminula.
Depois, com auxilio de uma pin¢a, foram retiradas as bolhas e a laminula,
comprimida com firmeza sobre o corte para o espalhamento do selante. Apés 24 h,
foram retirados os excessos do balsamo para acabamento e finalizacdo do preparo
das laminas (VIEIRA, 2008).

3.6.4 Colorac&o Acido Periddico de Schiff (PAS)

Esta técnica se baseia no uso combinado do acido periodico junto com o
reagente de Schiff. Tal combinacdo cora seletivamente glicogénio e mucina
intracelular, observados mais frequentemente nas secre¢bes mucoide das vias
aéreas (nariz e pulméo). Observa-se um tom que varia de rosa a purpura.
Geralmente, contra corado com hematoxilina, que cora de violeta-azul os nucleos e

ressalta os itens corados com o PAS.

As laminas foram inicialmente desparafinadas por imers&o no xilol, hidratadas
até a agua destilada, como anteriormente citado. Depois foram colocadas no acido
periodico a 0,5% por 10 min, na 4gua destilada por 1 min e no reativo de Schiff por

25 min e 4gua destilada por 1 min. Quando retiradas foram colocadas em 3 banhos
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sulfurosos de 3 min cada e mergulhadas 1 min em agua e contra corada com
hematoxilina por 30 segundos. Em seguida, as laminas foram desidratadas com
alcool 80, 90 e 95° por 2 min cada. Para clarificacdo era utilizado o xilol, as laminas

foram imersas no primeiro e segundo xilol por 5 min (VIEIRA, 2008).

Nas laminas coradas pelo PAS é observado: em rosa intenso a presenca de
glicogénio ou polissacarideos neutros (contendo grupos 1,2 glicol) e mucina
(glicoproteina, principal constituinte do muco), os nucleos contra corados exibem um

aspecto azulado e os citoplasmas se coram em rosa claro.

3.6.5 Coloracao Azul de Toluidina (AT)

O AT é uma técnica monocrémica que demonstra a metacromasia, fendmeno
baseado em certos elementos teciduais (mastécitos), que ao serem visualizados
apos a sua interacdo com o corante, exibem uma cor distinta do corante. A
coloracdo pelo azul de toluidina em condi¢cdes acidas especificas evidencia em

magenta os granulos dos mastocitos e os proteoglicanos da matriz cartilaginosa.

As laminas foram desparafinadas por imersdo no xilol e em seguida,
hidratadas em alcool absoluto, 90%, 80%, e 70%, até a agua destilada. Depois
foram imersas na solucdo de azul de toluidina por 1 minuto e lavadas em agua
destilada por 1 min. A desidratagcdo com alcool foi realizada por 80%, 90% e 95%
por 2 min cada. Para clareamento foi utilizado xilol, as laminas eram imersas no xilol
| e Il por 5 min cada. A selagem das laminas foi feita com auxilio da laminula

contendo balsamo do Canada.

Nas laminas coradas pelo azul de toluidina é observado em violeta os
granulos dos mastdcitos. No epitélio, composto por uma camada continua de
células, € observado uma coloracdo mais intensa quando comparado ao tecido

conjuntivo, onde as fibras e algumas células s&o menos ressaltadas.

3.6.7 Coloracao Tricromico de Gomori (TG)

Como seu nome indica, esta técnica se baseia na combinacdo de trés

corantes. Uma caracteristica desta técnica € a seletividade de coloracédo do tecido
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conectivo de forma diferencial, pois um dos corantes apresenta afinidade pelas
fibras (colageno) da matriz extracelular tecidual.

Apoés as etapas de desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes como descrito
anteriormente, os cortes foram imersos na hematoxilina de Harris, por 1 min,
mergulhadas por 10 min em &gua de torneira, e incubadas na mistura tricrémica, por
15 min, mergulhadas rapidamente em agua acética e posteriormente em agua de
torneira. Foram desidratadas com dois banhos (2 min cada). Para clareamento, as
laminas foram imersas no xilol por 5 min duas vezes (VIEIRA, 2008). Apds coloracao

foi colocado o selante sobre o corte, conforme descrito anteriormente.

Nas laminas coradas pelo Tricrémo de gomori sdo observados em vermelho
as fibras musculares, em azul esverdeado as fibras coldgenas e em preto os

nucleos.

3.7 Fotomicrografias

As fotografias digitais foram capturadas pela camera Moticam 5.0 MP
acoplada a um microscoépio Optico. As imagens eram calibradas no programa MOTIC
PLUS em definicbes especificas conforme a objetiva utilizada: 10x ou 40x. A analise
histolégica foi realizada por um operador capacitado, o qual analisava
qualitativamente os parametros histolégicos para em seguida quantifica-los
estatisticamente. As imagens foram analisadas ainda de forma digital pelo software
Image J que analisa a quantidade de pixels e em seguida, gera os histogramas das

areas mensuradas previamente, comparando 0s grupos em questao.

3.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média + erro padrao da média
(e.p.m.). A analise estatistica foi feita empregando-se andlise de variancia (ANOVA)
one-way e pos teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism® versdo 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A.). Os valores foram considerados
significativos quando p < 0,05. **p < 0,001 foi considerado significativo quando o
grupo OVA / LPS foram comparados com o grupo basal. © p <0,05, ™ p <0,01 e
" p <0,001 foram considerados significativos quando os grupos budesonida ou

dexametasona foram comparados com o grupo OVA/LPS, respectivamente. Os
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dados das analises histolégicas foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis e os

parametros considerados para o calculo da pontuacdo (escore histolégico) foram

infiltracdo celular, producdo de muco, quantidade de fibras colagenas e niamero de

mastocitos, conforme as coloracdes utilizadas (Tabela 16).

Tabela 16. Parametros analisados no escore histol6gico

Escore Infiltrado, muco e fibras colagenas
0 Auséncia de alteracdes histoldgicas
1 Grau leve: menos de 25% do campo microscopico
2 Grau moderado: de 25 a 49% do campo microscopico
3 Grau acentuado: de 50 a 75% do campo microscopico
4 Grau muito acentuado: mais de 75% do campo microscopico
Escore Mastocitos
0 Menos de 5 células por campo
1 De 5 a 15 células por campo microscopico
2 De 16 a 25 células por campo microscopico
3 De 26 a 35 células por campo microscopico
4 Mais de 35 células por campo microscopico

Fonte: adaptado Ponikau et al., 2003
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Células Totais x 10°%/ mL

4. RESULTADOS

4.1 Perfil de migragéo celular para o Lavado do Fluido Nasal (NALF) apos desafio

alergénico de camundongos BALB / ¢ sensibilizados com ovalbumina (OVA)

O grupo sensibilizado e desafiado com ovalbumina (OVA) apresentou
migracdo de células do perfil alérgico para o Lavado do Fluido Nasal (NALF) com

aumento de eosinofilos.

O grupo OVA (0,27 £ 0,02) apresentou um aumento significativo (p< 0, 001)
no numero de células totais no NALF quando comparado ao grupo basal (0,08 +
0,01) (Gréfico 1A). A droga padréo utilizada, budesonida (0,9 mg / kg), (0, 064 * 0O,
009) reduziu significativamente (p < 0, 001) a quantidade de células totais em
relagdo ao grupo OVA. Quanto ao numero de eosinofilos, foi observado aumento
significativo (p < 0,01) no grupo OVA (0,15 £ 0, 015) quando comparado ao grupo
basal (0 004 £ 0, 002). O grupo budesonida diminuiu significativamente (p < 0, 001,

0, 007 £ 0, 004) o numero de eosindfilos para a cavidade nasal (Gréfico 1B).

Grafico 1. Perfil da migracdo celular para o NALF apds desafio alergénico com OVA em

camundongos BALB / ¢ sensibilizados com OVA
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Camundongos BALB / ¢ (n= 5) ndo sensibilizados (Basal), camundongos sensibilizados com OVA
(ovalbumina) e nado tratados (OVA) e camundongos sensibilizados com OVA e tratados com
budesonida (0,9 mg/kg) (BUD), droga padrdo utilizada. Dados representatlvos de 3 experlmentos
(# OVA vs. Basal) (* BUD vs. OVA) ¢ p<0 05; #'" p <0,01; * p < 0,001). ANOVA “one-way”
seguido do pos-teste de Tukey (grupos vs. numero de células totais (A) ou eosinofilos(B)).

Fonte: Pereira, 2017
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4.2 Perfil de migracao celular para o Lavado Broncoalveolar (BAL) em camundongos
BALB / ¢ sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) em modelo

experimental de Sindrome Alérgica de Rinite e Asma Combinadas (CARAS)

O grupo sensibilizado e desafiado com ovalbumina (OVA) promoveu aumento
no numero de células no BAL.

O numero de células totais que migraram para o BAL apresentou um aumento
significativo (p < 0, 001) no grupo OVA (8,22 + 0,82) quando comparado ao grupo
basal (1,00 + 0,15). O grupo budesonida (0,9 mg / kg) (BUD) (4,96 + 0,51) reduziu
significativamente (p < 0, 001) a quantidade de células totais em relagdo ao grupo
OVA, entretanto foi observado um aumento significativo (p < 0, 001) do numero de
células no grupo BUD quando comparado ao Basal (Grafico 2A). Em relacdo aos
eosindfilos, foi observado um aumento significativo (p < 0, 001) do ndmero no grupo
OVA (3,18 + 0,53) quando comparado ao grupo Basal (0,00 + 0,00). A droga padrao
utilizada ndo diminuiu de forma significativa 0 numero de eosinofilos para o BAL em

relacdo ao grupo OVA (Grafico 2B).

Grafico 2. Perfil de migracao celular no BAL de camundongos BALB / ¢ sensibilizados e desafiados

com OVA em modelo experimental de CARAS
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Camundongos BALB / ¢ (n= 5) ndo sensibilizados (Basal), camundongos sensibilizados com OVA
(ovalbumina) e nado tratados (OVA) e camundongos sensibilizados com OVA e tratados com
budesonida (0,9 mg/kg) (BUD), droga padrédo utilizada. Dados representativos de 3 experimentos.
(# OVA vs. Basal) (* BUD vs. Basal / OVA) (#/*p<0,05; i p <0,01; i p < 0,001). ANOVA “one-
way” seguido do pos-teste de Tukey (grupos vs. numero de células totais (A) ou eosindfilos (B)).

Fonte: Pereira, 2017
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4.3 Perfil de migracéo celular para o Lavado Broncoalveolar (BAL) de camundongos
BALB / ¢ apo6s desafio com lipopolissacarideo (LPS) em modelo experimental de

Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

O grupo desafiado com solucdo de lipopolissacarideo (LPS) apresentou
aumento da migracdo de células do perfil inflamatoério para o Lavado Broncoalveolar

(BAL) com aumento de neutrdfilos.

O grupo LPS apresentou aumento do numero de células totais de forma
estatisticamente significante (p <0, 001) (7,03 £ 0,26) quando comparado ao grupo
Basal (0,32 + 0,10) (Gréafico 3A). O numero de neutréfilos no BAL aumentou
significativamente (p <0, 001) no grupo LPS (5,48 £ 0,41) quando comparado ao
grupo basal (0,09 + 0,02) (Grafico 3B). O grupo da droga padrdao dexametasona (20
mg / kg) diminuiu de forma estatisticamente significante (p <0,001) tanto o nimero
de células totais (2,01 = 0,24) quanto o numero de neutrdfilos (1,63 + 0,19) quando
comparado ao grupo LPS (7,03 = 0,26) (5,48 + 0,41), respectivamente . O grupo
dexametasona apresentou diferenca estatistica no numero de células totais
(p <0, 001; (2,01 £ 0,24) e de neutrdfilos (p <0,01; 1,63 + 0,19) em relacdo ao grupo
basal (0,32 + 0,10; 0,09 + 0,02) de cada contagem, respectivamente.

Grafico 3. Perfil de migragédo celular para o BAL em camundongos BALB / ¢ desafiados com LPS em

modelo experimental de LPA
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Camundongos BALB / ¢ (n=5) ndo desafiados (Basal), desafiados e néo tratados (LPS) e desafiados
e tratados via intraperitoneal (IP) com dexametasona (2 0 mg / kg) (DEXA), droga padrédo utilizada.
(# LPS vs. Basal) (* DEXA vs. Basal / LPS) (*/"p<0,05; '™ p <0,01; '™ p < 0,001). ANOVA “one-
way” seguido do pés-teste de Tukey (grupos vs. numero de células totais (A) ou neutrdfilos (B)).

Fonte: Leite, 2016
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4.4 Implantacéo e padronizacéo de coloracdes

4.3 Coloracao Hematoxilina Eosina (H&E) em cortes histologicos de pulméao

Na padronizagao do protocolo foram realizados testes nos tempos de imersao
do material analisado. A variacdo nos tempos de coloracdo demonstrou a diferenca
na intensidade da cor dos cortes histolégicos (Figura 12). Quando as laminas foram
imersas na hematoxilina e na eosina em tempos iguais, uma intensa coloracéo da
hematoxilina foi observada nos nucleos basofilos das células bronquiolares
(Figura 12 A). Com o intuito de aumentar a intensidade de cor da eosina no
citoplasma, um novo corante foi preparado e acrescentado de acido acético, o qual
potencializou a coloracdo. Uma exacerbada tonalidade citoplasmética ocorreu em
decorréncia do novo preparo do corante eosina, a qual corou demasiadamente os
componentes acidofilos citoplasmaticos (Figura 12 B). Finalmente, a coloracdo H&E
foi padronizada, as laminas permaneceram na hematoxilina por 30s e na eosina por
5 min. Na visualizacao das laminas é possivel observar em azul escuro os ndcleos,

em rosa os citoplasmas das células (Figura 12 C).
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Figura 12. Fotomicrografias representativas da padronizagdo da coloragdo Hematoxilina - eosina
(H&E) em cortes de pulméo de camundongos BALB / c: diferenca de tonalidade conforme a variagéo
dos tempos de imersdo. (A) Tempos equivalentes na hematoxilina (30s) e eosina (5min) (B)
Acréscimo do 4cido acético ao corante eosina. (C) Coloracdo H&E padronizada. Laminas observadas
em objetiva de 10x, A.T. 100x, 600 um.

Fonte: Pereira, 2017

4.4. Coloracéo Acido Periédico de Schiff (PAS) em cortes da cavidade nasal

Na etapa de hidratagédo, o tempo do primeiro alcool precisou ser ajustado. As
laminas com os cortes da cavidade nasal permaneceram por mais 5 minutos no
alcool absoluto, além do tempo padronizado, favorecendo assim, a hidratacdo da
amostra e facilitando a acéo posterior do acido periédico. Uma melhora na coloracao
foi observada e as laminas foram previamente levadas a estufa para secagem dos

cortes histoldgicos a fim de facilitar a retirada da parafina (Figura 13).

Na padronizacdo da coloracdo, antes dos ajustes a tonalidade da coloragéao

entre os componentes do muco e o citoplasma se apresentava desequilibrada sem
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um contraste evidente (Figura 13 A). Apés os ajustes, foi observado em um tom rosa
escuro o glicogénio e mucina, ja em rosa claro sdo observados os citoplasmas
(Figura 13 B).

Figura 13. Fotomicrografias representativas da padronizacéo da coloragéo Acido Periddico de Schiff
(PAS) em cortes de tecido das vias aéreas superiores de camundongos BALB / c: diferenca da
coloracdo antes (A) e ap6s os ajustes (B). Laminas observadas em objetiva de 40x, A.T. 400x, 150
pm. 100x, A.T. 1000x, 70 pm.

Fonte: Pereira, 2017

4.5 Coloracao Azul de Toluidina (AT) em cortes da cavidade nasal

Na padronizacdo da coloracdo por Azul de Toluidina (AT) os tempos de
imersdo no préprio corante precisaram ser ajustados (Figura 14). No corte de tecidos
das vias aéreas superiores corado pela solucdo de AT durante em meédia 30
segundos foi observada baixa qualidade na marcacdo dos mastécitos presentes no
tecido conjuntivo adjacente pouco ressaltado (Figura 14 A). Ap6s o aumento do
tempo de imersdo de 1 min em uma nova solucdo, foram obtidos resultados
satisfatorios. Ha a coloragéo do epitélio respiratorio, da cartilagem e, principalmente,

mastocitos epiteliais apds a metacromasia (Figura 14 B).
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150 pm

Figura 14. Fotomicrografias representativas da padronizacdo da coloracdo Azul de Toluidina (AT) em
cortes da cavidade nasal de camundongos BALB / c: diferenca da coloragédo antes (A) e apos os
ajustes (B). Laminas observadas em objetiva de 40x, A.T. 400x, 150 pm.

Fonte: Pereira, 2017

4.6 Coloracao Tricromica de Gomori (TG) em cortes da cavidade nasal

As primeiras laminas com tecidos oriundos da cavidade nasal e coradas com
Tricromo de Gomori (TG) apresentaram coloragao escurecida, pouco atendendo aos
principios da triade da coloracdo (Figura 15 A). O tempo de permanéncia dos cortes
na mistura tricréomica foi aumentado 5 min e a permanéncia na solugdo de &cido

acética foi diminuida 1 min promovendo assim uma coloracdo satisfatoria (Figura 15

Figura 15. Fotomicrografias representativas da padronizacdo da coloracao Tricrbmica de Gomori
(TG) em cortes de tecido da cavidade nasal de camundongos BALB / c: diferenca da coloragdo antes
(A) e apo6s os ajustes (B). Laminas observadas em objetiva de 10x, A.T. 100x, 600 um ou 40x, A.T.
400x, 150 pm.

Fonte: Pereira, 2017
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4.7 Andlise histolégica da cavidade nasal de camundongos apOs protocolo
experimental de Sindrome Alérgica de Rinite e Asma Cominadas (CARAS)

A analise histologica do tecido nasal de camundongos pela coloracdo
Hematoxilina Eosina (H&E) permitiu avaliar aspectos morfoldégicos como estrutura

dos vasos sanguineos, migracéo celular e integridade do tecido.

Em objetva de 10x o grupo OVA apresentou alteragcfes histolégicas como
congestdo por infiltrado celular (triangulo vermelho) nas regibes perivascular e
subepitelial caracterizando o processo inflamatorio quando comparado ao grupo
basal (Figura 16 — H&E). No entanto, o grupo budesonida (0,9 mg / kg) (BUD), droga
padréo utilizada, mostrou diminui¢éo significativa (p<0,05; 2,00 £ 0,31) do infiltrado
celular nas regides perivasculares em comparacdo com os tecidos nasais do grupo
OVA (3,40 £ 0,31) (Gréfico 4).

A avaliacdo histologica pelo Acido Periddico de Shiff (PAS) é util para
observacéo da presenca de mucopolissacarideos nas células do epitélio. O grupo
OVA demonstrou hipertrofia e hiperplasia das células produtoras de muco pela
presenca de mucopolissacarideos produzidos pelas glandulas exécrinas unicelulares
(células caliciformes) do epitélio (asterisco amarelo) em compara¢édo ao grupo Basal
(Figura 16 - PAS). No entanto, o tratamento via intranasal com budesonida
(0,9 mg / kg) reduziu significativamente ( p<0,05; 2,60 + 0,24) a quantidade de muco

na cavidade nasal quando comparado com o grupo OVA (3,60 + 0,24) (Grafico 4).

A coloracdo com Azul de Toluidina (AT) proporciona marcacdo de mastocitos
por metacromasia possibilitando sua visualizagcdo na andlise histologica. O grupo
OVA (3,20 + 0,37) apresentou aumento de mastocitos (seta preta) em seccdes de
tecido nasal em comparacdo com o grupo basal (Figura 16 - AT). No entanto, o
tratamento com budesonida diminuiu significativamente (p <0,01; 1,40 = 0,24) o

namero de mastocitos em comparacao com o grupo OVA (3,20 + 0,37) (Grafico 4).

Com a coloracéo Tricromica de Gomori (TG) a avaliagao estrutural € realizada
para observagdo dos componentes da matriz extracelular como o coldgeno. As
laminas do grupo OVA coradas por tricromo demonstraram aumento da quantidade
de fibras coldgenas na regido perivascular subpepitelial em comparacdo com a

quantidade de fibras dos animais do grupo Basal (circulo vermelho). O grupo da
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droga padréo budesonida (0,9 mg / kg) (BUD) (1,80 + 0,20) apresentou uma sutil

reducdo na quantidade de fibras coldgenas em comparagdo com o grupo OVA (2,40

+ 0,40), entretanto, estatisticamente ndo significante (Figura 16 - TG).

HE

PAS

AT

TG

Figura 16. Fotomicrografias representativas da cavidade nasal de camundongos.
Grupo Basal, OVA e BUD. Coradas por Hematoxilina Eosina (H&E), Acido Periédico
de Shiff (PAS), Azul de Toluidina (AT) e Tricromo de Gomori (TG) A.T 100x (600 um)
e 400x (150 pm).A = infiltracéo perivascular, = células caliciformes produtoras de

muco, 4 mastécitos epiteliais, ® = fibras colagenas.

Fonte: Pereira, 2017
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Gréafico 4. Escore qualitativo das alterac6es morfolégicas na cavidade nasal dos animais com

doencas alérgicas das vias aéreas

.I Infiltrado celular

[J Muco
Mastocito
Fibras colagenas

Escore histologico

OVA-HE BUD-HE OVA-PAS BUD-PAS OVA-AT BUD-AT OVA-TG BUD-TG

Camundongos (n= 5) sensilizados com ovalbumina e nao tratados (OVA) e sensilizados com OVA e
tratados com budesonida (0.9 mg / kg) (BUD), droga padréo utilizada. Dados representativos de 3
experimentos.  (* BUD vs. OVA) ( 'p<0,05; = p <0,01;" p < 0,001). ANOVA “one-way” seguido do
teste de Kruskal-Wallis (parametro histoldgico vs. escore).

Fonte: Pereira, 2017

O programa Image J permitiu diferenciar as fotomicrografias dos grupos
corados em H&E. A quantidade de pixels no grupo OVA (3.480) foi quase o dobro do
grupo basal (1.974). A quantidade de pixels do grupo BUD (1599) foi intermediaria
(Figura 17).

Basal OVA BUD

EEE 2 | | a0 I ]
0 255(| 0 255 | O 255
Count: 1974 Min: 73 Count: 3480 Min: 61 Count 1599 Min: 105
Mean: 219 576 Max: 245 Mean: 166.731 Max: 251 Mean: 208.963 Max 252~
StdDev: 26.111 Mode: 235 (406) StdDev: 43.146 Mode: 133 (39) StdDev: 36.419 Mode: 242 (72)

Figura 17. Histogramas da quantidade de pixels mensurados nas laminas da cavidade nasal de
camundongos BALB / ¢ com doenca alérgica das vias aéreas, do grupo Basal, OVA e BUD. Coradas
em H&E, A.T 400x (150 um). Area mensurada 300x240 pixels; RGB (Red, Green, Blue); 21k.

Fonte: Pereira, 2017
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4.8 Analise histoldgica do pulmdo de camundongos ap0s protocolo experimental de
Sindrome Alérgica de Rinite e Asma Cominadas (CARAS)

A coloracdo com Hematoxilina Eosina (H&E) possibilitou a observacdo da
migracdo de células para a cavidade pulmonar, a estrutura morfoldégica dos vasos
sanguineos, bronquiolos e alvéolos pulmonares. O grupo OVA (3,80 + 0,20)
apresentou aumento da migracdo na regido perivascular e peribronquiolar em
relacdo ao grupo basal (triangulo vermelho) (Figura 18 — H&E). No entanto, o grupo
budesonida (0,9 mg / kg) BUD (2,40 = 0,24) mostrou diminuigc&o significativa (p
<0,05) da infiltracdo celular nas regides perivasculares e peribronquiolar quando
comparado ao grupo OVA (3,80 + 0,20) (Gréfico 5).

A técnica do Acido Periodico de Shiff (PAS) permitiu observar a
funcionalidade das células produtoras de muco frente ao modelo alérgico adotado.
As laminas do grupo OVA (3,60 + 0,24) evidenciaram a hipertrofia e a hiperplasia
das células caliciformes no epitélio (asterisco amarelo) em comparacdo com 0S
animais do grupo basal (Figura 18 - PAS). O tratamento por via intranasal com
budesonida (0,9 mg / kg) (p<0,05; 2,40 £ 0,40) diminuiu a producdo de muco no
epitélio pulmonar quando comparado ao grupo OVA (3,60 * 0,24) (Gréfico 5).

A coloracdo por Azul de Toluidina (AT) demonstrou uma quantidade pouco
superior de mastécitos (seta preta) em seccdes de tecido pulmonar de animais do
grupo OVA (1,40 £ 0,40) comparados ao grupo Basal (Figura 18 - AT). O tratamento
com budesonida (1,20 + 0,37) ndo apresentou diferenca estatistica do grupo OVA
(1,40 + 0,40) (Grafico 5).

As laminas dos animais do grupo OVA coradas com Tricromo de Gomori (TG)
apresentaram aumento da quantidade de fibras colagenas na regido perivascular
guando comparado a quantidade de fibras (circulo vermelho) nos animais do grupo
basal (Figura 18 - TG). A budesonida, droga padréo utilizada, (1,60 + 0,24) reduziu a
quantidade de fibras colagenas em comparacdo com o grupo OVA (2,40 + 0,24),

entretanto, sem diferenga estatistica (Grafico 5).
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Basal OVA BUD

Figura 18. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar de camundongos.
Grupo Basal, OVA e BUD. Coradas por Hematoxilina Eosina (H&E), Acido Periddico
de Shiff (PAS), Azul de Toluidina (AT) e Tricromo de Gomori (TG) A.T 100x (600 um)
e 400x (150 pm). A = infiltracdo perivascular, = células caliciformes produtoras de

muco, I mastécitos epiteliais, ® = fibras colagenas.

Fonte: Pereira, 2017
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Grafico 5. Escore qualitativo das alteracbes morfoldgicas na cavidade pulmonar dos animais com
doencas alérgicas das vias aéreas.

Infiltrado celular

[ Muco
Mastdcito
Fibras colagenas

Escore histolégico

OVA -HE BUD-HE OVAI-PAS BUDI-PAS OVA -AT BUD-AT OVAI-TG BUDI-TG

Camundongos (n= 5) sensilizados com ovalbumina e néo tratados (OVA) e sensilizados com OVA e
tratados com budesonida (0.9 mg / kg) (BUD), droga padrdo utilizada. Dados representativos de 3
experimentos. (* BUD vs. OVA) ( p<0,05; p <0,01; p <0,001). ANOVA “one-way” seguido do
teste de Kruskal-Wallis (paréametro histologico VS. escore).
Fonte: Pereira, 2017

A quantidade de pixels no grupo OVA (4.118) foi quase o dobro do grupo
basal (2.295). A quantidade do grupo BUD (2.236) foi intermediaria (Figura 19).

Basal OVA | BUD

B 2 | Il | | EEE000 |

0 955 0 255 0 255
Count 2295 Min: 76 Count: 4118 Min: 61 Count: 2236 Min: 76
Mean: 219.378 Max 255 Mean: 162.614 Max; 247 Mean: 205,619 Max: 254
StdDev: 39,885 Mode: 255 (336) StdDev: 32.384 Mode: 159 (75) StdDeyv: 45,133 Mode: 249 (304)

Figura 19. Histogramas da quantidade de pixels mensurados no tecido pulmonar de camundongos
BALB / ¢ com doenga alérgica das vias aéreas, do grupo Basal, OVA e BUD. Coradas em H&E, A.T
400x (150 um). Area mensurada 300x240 pixels; RGB (Red, Green, Blue); 21k.

Fonte: Pereira, 2017
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4.9 Andlise histoldgica do pulmédo de camundongos ap0s protocolo experimental de

Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

A analise histoldgica do tecido pulmonar de camundongos BALB / ¢ com
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) corados em Hematoxilina Eosina H&E permitiu avaliar

aspectos morfologicos como infiltrado celular, edema e hemorragia.

A analise histolégica em H&E do grupo LPS demonstrou intenso infiltrado de
células polimorfonucleares edema intersticial e hemorragia quando comparado ao
grupo Basal (Figura 20). Em um maior aumento (40x) foi observado que o grupo
basal apresenta aspecto histolégico normal e histoarquitetura pulmonar preservada.
Ja o grupo LPS apresentou dano alveolar difuso com aumento da permeabilidade da
membrana alveolar observada pela presenca de inflamacao intersticial, edema
pulmonar com presenca de membranas hialinas e espessamento da parede alveolar
promovendo o colapso alveolar. A droga padrdao dexamentasona (2 mg / kg)
diminuiu a inflamagao intersticial, com diminuicdo do edema e das membranas
hialinas, regrediu a espessura da parede alveolar diminuindo o dano e

consequentemente o colapso alveolar (Figura 20).

No escore histolégico, o grupo dexametasona reduziu significativamente o
infiltrado de células (p<0,05; 2,00 £+ 0,31), o edema (p<0,05; 1,60 + 0,24) e a
hemorragia (p<0,05; 1,40 + 0,24), em comparacdo ao numero de células (3,60 *
0,24), edema (3,20 + 0,37) e hemorragia (3,00 £ 0,31) do grupo LPS (Gréfico 6).

O grupo LPS (2,40 £ 0,24) demonstrou aumento significativo (p< 0,05) da
guantidade de fibras coldgenas quando comparado ao grupo basal (Figura 20). O
grupo dexametasona (1,00 * 0,31) reduziu a guantidade
de fibras em relagéo ao grupo LPS (Grafico 6).
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Figura 20. Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar de camundongos.
com LPA . Grupo Basal, LPS e DEXA. Coradas por Hematoxilina Eosina (H&E) e
Tricromo de Gomori (TG). A.T 100x (600 um) e 400x (150 pum). A = infiltracdo
perivascular, | =edema, [| = hemorragia, ® = fibras colagenas.

Fonte: Pereira, 2017
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Grafico 6. Escore qualitativo das alteragdes morfolégicas no tecido pulmonar dos animais com LPA

! Infiltrado celular
[] Edema

[OJ Hemorragia
Fibras colagenas

Escore histologico

LPS -HE DEXA-HE LPS-HE DEXA-HE LPS-HE DEXA-HE LPS-TG DEXA-TG

Camundongos (n= 5) desafiados com Lipopolissacarideo (LPS) e nao tratados (LPS) ou com
dexametasona (2 mg / kg) (DEXA), droga padrdo utilizada. Dados representativos de 3
experimentos.  (* DEXA vs. LPS) ( p<0,05; p<0,01; p <0,001). ANOVA “one-way” seguido do

teste de Kruskal-Wallis (parametro histolégico vs. escore).

Fonte: Pereira, 2017

72



A quantidade de pixels no grupo LPS (2.450) foi quase o dobro da quantidade

observada no grupo basal (2.499). A quantidade de pixels do grupo DEXA (2.808) foi

intermediaria (Figura 21).

Basal LPS DEXA
I 200000 I 20000 ] I 2000
0 255 0 255 [ 0 2585
Count: 2499 Min: 65 Count: 2450 Min: 69 Count: 2808 Min: 66
Mean: 191.591 Max: 236 Mean: 138.247 Max: 216 Mean: 191.944 Max: 250
StdDev: 42,355 Mode: 220 (493) StdDev: 42.677 Mode: 204 (62) StdDev: 43.239 Mode: 216 (501)

Figura 21. Histogramas da quantidade de pixels mensurados nas laminas da cavidade pulmonar de
camundongos BALB / c com LPA, conforme o grupo Basal, LPS e DEXA. Coradas em H&E, A.T 400x
(150 pm). Area mensurada 300x240 pixels; RGB (Red, Green, Blue); 21k.

Fonte: Pereira, 2017
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5. DISCUSSAO

No processo de padronizacdo das coloracdes histologicas para analise das
desordens respiratérias, 0s parametros quantitativos citolégicos de migracao para o
Fluido do Lavado Nasal (NALF) e Lavado Broncoalveolar (BAL) foram determinados
a partir das alteracdes morfoldgicas caracteristicas da Sindrome Alérgica da Rinite e
Asma combinadas (CARAS) e Lesédo Pulmonar Aguda (LPA). ApoOs implantacédo das
técnicas histologicas, as diferencas nos parametros teciduais tais como migracéo
celular, producédo de muco, presenca de mastécitos e producao de fibras colagenas,
passaram a serem utilizados para classificacdo das desordens respiratérias e sua

intensidade.

As doencas alérgicas respiratérias sao consideradas como problema de
saude mundial resultante de uma interacdo complexa entre fatores genéticos e
ambientais. Doencas alérgicas respiratérias sdo desordens inflamatérias crénicas
caracterizadas por alteracbes das vias aéreas, tais como producdo de muco,
inflamacéo eosinofilica, hiper-responsividade bronquica, fibrose e remodelamento de
tecidos (LEE et al.,, 2017; TRONDE et al.,, 2007). Pesquisadores alergologistas
ressaltam a inter-relacdo entre doencas alérgicas como a asma, rinite, eczema e
urticéria e o potencial risco de cronicidade em casos de tratamentos inadequados. A
Sociedade Portuguesa de alergologia estima que em 2025, a asma sera a doenca
cronica mais prevalente na infancia e uma das maiores causas de gastos em saude
(SPAIC, 2017).

Neste trabalho, como era esperado, a analise do BAL e do NALF do grupo
OVA no protocolo experimental de CARAS apresentou aumento na migracao celular,
mais especificamente eosinofilos. Esse recrutamento celular pode ser explicado pela
indugdo da resposta do tipo Ty2 e ativagdo de células inflamatérias incluindo
eosinofilos, além do aumento da producédo dos niveis de IL-4, IL-13 e IL-5 (BISSET;
SCHMID, 2005). A inflamacédo alérgica nas vias aéreas induz a degranulacdo dos
eosindfilos e a liberagdo de proteases e agentes quimiotaticos mediada pelo
receptor CD52 via sistema complemento (ZHANG et al., 2007). Outros trabalhos
também demonstram aumento da migracao especifica de células da inflamagéo para

0 BAL e da producdo de imunoglobulina E (IgE OVA-especifica) em modelo
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experimental de doencas alérgicas (VIERA et al., 2013; BEZERRA-SANTOS et al.,
2006).

Estudo realizado anteriormente relatou que a eosinofilia € um sinal marcante
de desordens alérgicas, correlacionando as proteinas dos granulos de eosindfilos e
mediadores de derivados lipidicos com a hiperresponsividade e danos ao tecido.
Associando, assim, a diminuicdo dos sintomas alérgicos a reducdo da eosinofilia
apos tratamento (BEZERRA-SANTOS et al., 2006).

Nas doencas alérgicas é observado também o aumento no niumero de células
inflamatorias entre as células epiteliais, incluindo eosindfilos, linfécitos, macrofagos e
mastoécitos. A analise histoldégica pela coloracdo Hematoxilina Eosina (H&E)
demonstrou a instalacdo da inflamacdo pelo aumento da migracdo celular
perivascular e peribronquiloar no pulméo e perivascular subpetielial na cavidade
nasal nos animais do grupo OVA. Em concordancia a este resultado, outro estudo
demonstrou, em modelo de asma alérgica, o aumento do infiltrado inflamatério no
tecido (VIEIRA, 2008). O infiltrado leucocitario tecidual se repete quando se analisa
a asma em conjunto com a ansiedade (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016).

No epitélio, vem sendo estudado pela comunidade cientifica, o papel das
células caliciformes em doencas alérgicas. A obstrucdo das vias aéreas pela
producdo excessiva de muco € uma observacdo comum em pacientes alérgicos, o
epitélio demonstra aumento do nimero de células da mucosa (hiperplasia), com
depdsito excessivo de muco nas vias aéreas, isto €, hipertrofia em decorréncia da
metaplasia epitelial. Ainda no epitélio, esta presente uma membrana basal mais
espessa que contém varios fatores de matriz extracelular como o nidogénio,
condronectina, osteonectina e a tenascina, em comparacdo com epitélios normais
(WADSWORTH et al., 2011).

A utilizacdo da coloracdo Acido Periodico de Schiff (PAS) permitiu a
observacéo, do aumento do numero de células caliciformes (hiperplasia) bem como
aumento da quantidade de muco por ela produzida (hipertrofia) nos animais do
grupo OVA. Outra pesquisa demonstrou que a analise histologica pulmonar de
camundongos asmaticos apresentou aumento da producdo de muco quando os
animais foram tratados com a solugéo de tampéo fosfato (PBS) (JUNGSUWADEE,
2004).
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Em termos de mecanismo de acgao, a hipersecre¢cdo de muco no contexto de
inflamacéo alérgica é um processo complexo ainda néo totalmente explicado. Ja foi
elucidado que a metaplasia das células produtoras de muco, envolve a inducdo de
genes de mucina como o0 gene muc5ac, armazenamento nos granulos pré-formados,
liberac@o dos granulos para o interior do lumen das vias aéreas e, alteracdes na
viscosidade do muco. Sabe-se ainda, que o0 processo de produgédo da IL-13 no
epitélio das vias aéreas exerce importancia fundamental na hiper-responsividade
(GOUR et al., 2015). Inicialmente, as células de clara sofrem uma transicao
fenotipica para células caliciformes pelas das ac6es de vérios fatores de transcrigdo
incluindo Spdef (ETS) e Foxa 2. A IL-13 induz a expressao do Fator de transcri¢cao
do epitélio ETS (Spdef), mediado por STAT6 (PARK et al., 2007). O fator Spdef, por
sua vez, inibe a transcricdo de Foxa2, que é necessario para a manutencdo da
diferenciacé@o do epitélio das vias aéreas dentro da normalidade (CHEN et al., 2009).
A inibicdo de Foxa2 acarreta a metaplasia de células caliciformes e a producéo de

mucinas e outros fatores necessarios para funcdo (ALEVY et al., 2012).

Recentemente foi demonstrado também que a deficiéncia no gene mucbac
cessa a hiper-responsividade das vias aéreas (AHR) em modelo alérgico
experimental, apresentando uma reducdo de 74% na obstrucdo pelo muco,
sugerindo que a obstrucdo mediada por MUCS5AC das vias aéreas € uma
mecanismo de inducdo da AHR (EVANS et al., 2015).

Outra célula efetora na resposta alérgica sdo 0s mastocitos. A resposta imune
em doencas alérgicas é caracterizada pelo perfil T2 mediado pela imunoglobulina E
(IgE). O processo alérgico é desenvolvido quando o alérgeno se liga a IgE fixada
aos mastocitos teciduais ou aos basofilos circulantes, proporcionando 0 movimento
dos granulos intracelulares para membrana celular e consequentemente a liberacéo
dos mediadores inflamatorios como histamina e leucotrienos, caracteristicos das
doencas alérgicas como asma, rinite, urticaria e dermatite de contato (BROIDE et al.,
2011).

A andlise histolégica por coloracdo com Azul de Toluidina (AT) possibilitou a
observacdo de mastocitos no grupo OVA. A comprovacdo do envolvimento desta
célula & fundamental para embasamento do modelo alérgico, pois, uma vez ativo,
ocorrerd a liberacdo de histamina. A histamina € responsavel por inumeras

respostas celulares, incluindo neurotransmisséo, vasodilatagdo e aumento da
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permeabilidade vascular além de estar envolvida no inicio das reacfes alérgicas e
inflamatodrias Os efeitos da histamina sdo mediados por receptores do tipo H1, H2,
H3 e H4 que séo acoplados a proteina G. Os receptores H1 e H2 sédo responsaveis
pela maioria das acfes inflamatorias induzidas pela histamina (JONES; KEARNS,
2011). Na resposta alérgica, a ativacdo de receptores FceRl ativam a fosfolipase C
(PLC) culminando no aumento da concentracdo de célcio intracelular e fusdo na

membrana das vesiculas contendo granulos histaminicos.

O aumento das concentragbes de mediadores inflamatérios como
consequéncia do quadro persistente esta associado as alteragdes estruturais das
vias aéreas, denominadas remodelamento das vias aéreas (MANSO et al., 2012). O
remodelamento das vias aéreas inclui a perda da integridade epitelial, a fibrose
subepitelial e a deposicdo de colageno, hiperplasia e hipertrofia das células
musculares lisas, aumento da producdo de muco e glandulas submucosas e

espessamento da parede das vias aéreas (LEE et al., 2017).

Com coloragdo Tricrbmica de Gomori (TG), foi possivel evidenciar as fibras
coldgenas no tecido de camundongos do grupo OVA, com um sutil aumento de sua
guantidade. Esse aumento, ndo tao evidente, pode ser justificado pela relacdo entre
dias e cronicidade do modelo adotado. A literatura relata que a quantidade de fibras
expressas se torna mais evidente a partir do quinquagésimo dia de protocolo
experimental (FUCHS; BRAUN, 2008; LEE et al., 2017).Em outro estudo, utilizando a
mesma coloracdo, os animais do grupo OVA apresentaram aumento da quantidade
da matriz extracelular como o colageno, as fibras elasticas e reticulares em protocolo
de asma (VIERA, 2008).

O mecanismo do remodelamento das vias aéreas envolve interacdes entre
vérias de células, como eosindfilos, linfocitos T, mastécitos, células musculares lisas,
células epiteliais e fibroblastos (GIRODET et al., 2011). As fibras colagenas,
ressaltadas pela coloracdo TG, estdo envolvidas em situacdes de remodelamento
tecidual em modelos de desordens respiratérias (PONIKAU et al., 2003). Neste
caso, quantidades elevadas de colageno, fibronectina e tenascina-C séo
depositados na lamina reticular sob o epitélio das vias aéreas (TAKAYAMA et al.,
2006). Mediadores como o TGF-B podem contribuir para o remodelamento das vias
areas. Mudanca nos parametros fibrosos via IL-13 e estimulacdo epitelial s&o

importantes em situacdes de cronicidade. Estudo sugere que a IL-13 induz a hiper-
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responsividade das vias aéreas independente da quantidade de fibras (KUPERMAN
et al., 2002).

O colageno, constituinte das fibras, € uma escleroproteina constituida de duas
moléculas de tropocoldgeno, que se alinham para formar a fibrila de coladgeno.
Vérias fibrilas unidas formam uma fibra colagena e varias fibras formam um feixe de
fibras colagenas. Existem varios tipos de colagenos, o colageno tipo 3 constitui
as fibras reticulares e colageno tipo 4 o qual aparece na lamina basal, um dos
componentes da membrana basal dos epitélios amplamente analisado nas
desordens respiratérias (JUNQUEIRA; CANEIRO, 2008).

Outro exemplo de desordem respiratéria € a Lesao Pulmonar Aguda (LPA). A
LPA é uma condicdo inflamatéria na qual observamos 0s principais processos e
agentes da inflamacao aguda, como o influxo de células inflamatérias, aumento da
permeabilidade alveolocapilar com formacdo de edema pulmonar rico em proteinas
e fatores pro-inflamatoérios (GROENEVELD, 2003; LEIKAUF et al., 2002).

A LPA se desenvolve a partir da alteracdo de células epiteliais e endoteliais
do pulmdo e do influxo de células inflamatérias para o tecido resultando na
interrupcéo da producdo do surfactante, uma mistura lipoproteica com propriedades
tensoativas presente no edema pulmonar e na atelectasia, um colapso do
parénquima pulmonar. Varios modelos animais para LPA tém sido desenvolvidos via
a inducdo com lipopolissacarideo (LPS), hip6xia, embolia, e acido oléico (LEIKAUF
et al., 2002). A utilizacdo de LPS na inducao da LPA é o segundo modelo com maior
namero de citagcdes no banco de dados do PubMed no periodo de 5 anos (MATUTE-
BELLO, 2008).

O aumento do numero de células totais no BAL de camundongos com LPA foi
observado no grupo LPS. Dentre as células que migraram, os neutrofilos obtiveram
destaque. Os neutréfilos desempenham um papel central na patogénese da LPA,
combinado com uma variedade de mediadores, incluindo citocinas (TNF-a, IL-1B),
PAF, espécies reativas de oxigénio (ERO), oxido nitrico (NO) e fatores de
crescimento. Macrofagos ativados, por exemplo, liberam uma variedade de
citocinas, ERO, NO e enzimas proteoliticas (LEIKAUF et al., 2002; SILLIMAN et al.,
1998). Os disturbios que levam ao desenvolvimento da LPA afetam pacientes de

todas as idades, com taxas de mortalidade substanciais, em torno de 30-50%. E
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apesar das sofisticadas terapias intensivas baseadas em evitar as complicacbes e
tratar a causa subjacente, a LPA néo tem tratamento especifico (RAGHAVENDRAN
et al., 2008; WHEELER; BERNARD, 2007).

O tratamento de animais com DEXA que apresentavam a LPA inibiu a
migracdo de leucdcitos totais e neutrofilos no BAL corroborando aos resultados
obtidos anteriormente em modelo experimental de LPA que analisava a atividade
anti-inflamatéria de substancias naturais e sintéticas bioativas. (LEITE, 2016;
OLIVEIRA, 2014).

Na LPA, o recrutamento neutrofilico pode ser justificado pela acdo de
mediadores e aumento da permeabilidade vascular (SHAH et al., 2014). O infiltrado
leucocitario para o tecido pulmonar e a destruicdo do tecido local esta atrelado a
acédo das citocinas como TNF-a, IL-18 e IL-6 que desempenham um papel crucial na
patogénese da doenca. Além disso, outros estudos ressaltam o envolvimento de
fatores quimiotéaticos contribuindo para o recrutamento de neutrofilos para o pulméo
como a quimiocina de queratindcitos (KC) e CXCL5 (SHAH et al., 2014).

Na anadlise histolégica dos pulmdes do grupo LPS, corados em TG, foi
demonstrado um aumento da quantidade de fibras coldgenas. A contradicdo desses
resultados nos diferentes modelos experimentais deve-se provavelmente a
severidade da doenca LPA e também ao tempo de duracao do modelo experimental

utilizado de doenca diretamente relacionado a cronicidade (OLIVEIRA, 2014).

A evidéncia da importancia que este trabalho tem para sociedade, como
retorno do investimento dado a ele, € comprovada quando a utilidade das técnicas
histol6gicas é ressaltada pela literatura académica, epidemioldgica, cientifica e
hospitalar. Além disso, desordens respiratérias estdo compondo o ranking das
principais causas da procura pela atencao primaria e, principalmente, acometimento

diario da qualidade de vida de quem as possuem.

Portanto, esse trabalho deteve-se a implantar as técnicas histologicas a partir
de oOrgaos coletados de animais que apresentavam doencas alérgicas das vias
aéreas ou LPA e os resultados apresentados fornecem subsidios para que proximos
modelos, desenvolvidos no nosso laboratério, e substancias em testes, possam ser

analisados histologicamente a partir das técnicas implantadas e padronizadas.
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6. CONCLUSOES

O modelo experimental de doencas alérgicas das vias aéreas demonstrou:

v" Aumento do recrutamento de células totais e eosinoéfilos para o BAL e NALF;

v" A coloracdo H&E demonstrou o infiltrado leucocitario tanto nos pulmdes, na
regido perivascular e peribronquiolar, quanto na cavidade nasal, na regiao
perivascular e subepitial;

v A coloragcdo de PAS evidenciou a hiperplasia e hipertrofia das células
produtoras de muco no epitélio pseudoestratificado nasal e no epitélio
bronquiolar;

v' Marcacgao dos mastdcitos pela coloracdo Azul de Toluidina (AT);

v" A coloracdo TG evidenciou o efeito do quadro alérgico sobre células epiteliais
sugerindo interferéncia na producdo de fibronectina e 0 consequente

remodelamento caracteristico.

O modelo experimental de LPA demonstrou:

v" Aumento do infiltrado leucocitario marcado por polimorfonucleares no BAL;

v' Migracao de células inflamatdrias para os alvéolos pulmonares através a H&E
implantada;

v Aumento de fibras colagenas culminando no remodelamento em casos de

modelos experimentais mais longos e severos.
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l Implantagdo de técnicas histolégicas
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Figura 22. Esquema das etapas do processamento histolégico implantado seguido dos parametros
analisados nos modelos de desordens respiratérias conforme a coloragdo utilizada. As caixas
amarelas sugerem a comprovacao dos parametros analisados no presente trabalho.

Fonte: Pereira, 2017
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