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Resumo

Objetivo: Determinar se um protocolo curto de sensibilizagdo com ovalbumina subcutanea, sem adjuvante,
induziria uma resposta pulmonar eosinofilica em pulmées de camundongos similar aquela encontrada em
protocolos previamente estabelecidos. Métodos: Fémeas adultas de camundongos BALB/c foram randomizadas
e divididas em grupos de acordo com o numero de sensibilizacées com ovalbumina e o nimero/dosagem de
provocacio intranasal. O protocolo curto (10 dias) consistiu de uma sensibilizacio e trés provocacdes com
ovalbumina (100 pg). A contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar, o nivel de peroxidase
eosinofilica no tecido pulmonar e o exame histopatoldgico dos pulmdes foram realizados 24 h apés a ultima
provocacio. Resultados: Ndo houve diferencas significativas entre os grupos em relacdo as varidveis estudadas.
0 protocolo curto, assim como os outros protocolos estudados, induziu uma resposta eosinofilica pulmonar
semelhante aquela do grupo controle positivo. Conclusdes: A sensibilizacdo por ovalbumina subcutanea sem
o uso de adjuvante resultou em uma significativa resposta pulmonar alérgica em ratos, mesmo no grupo de
protocolo curto. Nossos achados sugerem que esse protocolo curto pode ser utilizado como teste pré-clinico
de primeira linha para a pesquisa de novos farmacos, reduzindo custos e o tempo de observacéo.

Descritores: Ovalbumina; Camundongos; Asma.

Abstract

Objective: To determine whether a short-term protocol using subcutaneous sensitization with ovalbumin,
without the use of adjuvants, would induce an eosinophilic response in the lungs of mice similar to that observed
in previous, well-established protocols. Methods: Adult female BALB/c mice were randomized and divided
into groups according to the number of sensitizations with ovalbumin and the number/dosage of intranasal
ovalbumin challenges. The short-term protocol (10 days) consisted of one sensitization with ovalbumin and three
ovalbumin challenges (100 pg). Total and differential cell counts in BAL fluid, levels of eosinophil peroxidase
in lung tissue, and histopathological examination of the lungs were performed 24 h after the last ovalbumin
challenge. Results: No significant differences were found among the groups regarding the variables studied.
The short-term protocol, as well as the other protocols studied, induced an eosinophilic response similar to that
obtained in the positive control. Conclusions: Subcutaneous sensitization with ovalbumin and without the use
of adjuvants resulted in a significant allergic response in the lungs of mice, even in the short-term protocol
group. Our findings suggest that this short-term protocol can be used as a first-line pre-clinical test for the
study of new medications, reducing the costs and observation periods.
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Introducao

A asma ¢ uma doenca cronica das vias aéreas
inferiores que acomete cerca de 300 milhdes
de pessoas em todo mundo, com elevada
morbidade e custos para a sociedade. A asma ¢
caracterizada pela infiltracdo de células CD4+
Th2 e eosinofilos nas vias aéreas, associada a
producio de 1gE especifica contra alérgenos."” Na
pesquisa de novas terapias para o tratamento da
asma, bem como para um melhor entendimento
da fisiopatogenia da doenca, modelos animais
sdo utilizados ha décadas.”’ Modelos murinos
foram desenvolvidos envolvendo processos de
sensibilizagdo sistémica a antigenos, com posterior
provocagao das vias aéreas, a fim de desencadear
uma resposta pulmonar alérgica semelhante a
asma.? Esses modelos ainda sdo os mais utilizados
em pesquisas experimentais em asma, apesar do
surgimento de criticas mais recentes a fatores
relacionados aos modelos animais de asma vigentes,
que ndo desenvolvem caracteristicas fenotipicas
semelhantes & asma em humanos.®

Dentre os animais estudados, o camundongo
isogénico ¢ o mais popular, devido ao baixo
custo, o detalhado conhecimento da sua genética
e pela clara resposta imune Th2 desenvolvida
em seus pulmdes quando expostos a alérgenos
especificos.®) Classicamente, camundongos da
linhagem BALB/c sdo expostos a ovalbumina por
sensibilizagdo i.p., em um intervalo de 14 dias,
juntamente com um adjuvante — hidroxido de
aluminio (alum); apesar de seu uso rotineiro, essa
¢ uma forma artificial de potencializar a resposta
alérgica pulmonar.” Esse tem sido o protocolo
padrdo mais utilizado na literatura como modelo
murino de asma. A superacdo de duas limitacdes
frequentemente descritas (uso de adjuvante e
tempo prolongado de protocolo) poderia ser
atraente para a realizacdo de modelos murinos
de asma mais aprimorados, principalmente em
testes pré-clinicos de novos farmacos.

Buscando uma alternativa para néo utilizar
o adjuvante em modelos murinos de asma,
Conrad et al. demonstraram recentemente
que a sensibilizagcdo s.c. por ovalbumina, sem
a utilizacdo de adjuvante, resulta em uma
resposta pulmonar alérgica semelhante aquela
em protocolos previamente estabelecidos.®” Os
resultados daquele estudo permitem excluir o uso
do adjuvante em modelos murinos de asma em
estudos futuros, que tem resultado em criticas
justificadas sobre a forma artificial corrente de
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estudar asma em modelos animais. No entanto,
naquele estudo utilizaram-se trés sensibiliza¢des,
com intervalos de 7 dias, mantendo o protocolo
ainda muito longo. Com isso, em relacdo ao
tempo de duracdo dos modelos murinos de asma,
protocolos de curta duracdo, particularmente
associados a auséncia de adjuvante, ndo foram
testados até o presente. A viabilidade de um
modelo desse tipo seria uma forma interessante de
estudar preliminarmente novas terapias em asma,
particularmente aquelas relacionadas a resposta
pulmonar eosinofilica, desfecho esse central em
alvos terapéuticos de asma de origem atdpica.
No cendrio da industria farmacéutica, protocolos
longos tém sido uma limitacdo significativa no
estudo de novos farmacos.®

Assim, o objetivo do presente estudo foi buscar
alternativas de protocolos com modelos animais de
asma com caracteristicas menos artificiais e com
duracdo mais curta. Foi comparado um protocolo
de duracdo de 10 dias, utilizando somente uma
sensibilizacdo s.c. com ovalbumina e sem o uso
de adjuvante com outros protocolos padrdes ja
publicados em estudos prévios.

Meétodos

Foram utilizados 44 camundongos isogénicos
da linhagem BALB/c (fémeas adultas, 6-8 semanas
de vida), provenientes da Fundacio Estadual de
Producdo e Pesquisa em Saude do Rio Grande
do Sul. Os animais foram alimentados com racéo
balanceada e agua ad /ibitum e mantidos em
gaiolas em um ciclo claro/escuro de 12/12 h.
Os animais foram divididos em cinco grupos de
estudo, com 7 animais cada, nos quais foram
testados diferentes modelos de inducio de resposta
pulmonar alérgica; grupo controle positivo (C+),
com 5 animais; e grupo controle negativo (C-)
com 4 animais. Os grupos foram classificados de
acordo com a forma de sensibilizagdo — ovalbumina
i.p. ou s.c., com ou sem o uso de adjuvante —,
numero de sensibilizacdes — uma ou duas vezes
—, numero de provocacgdes intranasais (i.n.) —
duas ou trés —, dosagem de ovalbumina na
provocacdo i.n. — 40 pg ou 100 pg — e tempo de
observacdo — 21 ou 10 dias. Os grupos controles
foram observados por 28 dias.

A sensibilizacdo e provocacdo i.n. com
ovalbumina foram realizadas com volumes totais
de 200 pL e 50 pL, respectivamente, diluidos em
Dulbecco’s PBS (DPBS). Para a sensibilizacio, a
dose utilizada de ovalbumina foi de 20 ug em
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todos os grupos, exceto para o grupo C—. Na
realizacdo da provocacdo i.n. com ovalbumina,
para permitir a aspiracdo pulmonar, os animais
foram anestesiados em uma camara anestésica,
utilizando-se isoflurano.

Os animais dos grupos de estudo foram
submetidos ao que segue:

® Grupo 2sc2in-100: duas sensibilizacdes
com ovalbumina s.c. (dias 0 e 7) e duas
provocacdes com ovalbumina i.n. (100 pg)
em dias consecutivos (dias 19 e 20)

® Grupo 2s5c3in-100: duas sensibilizagdes s.c.
(dias 0 e 7) e trés provocagdes i.n. (100 pg)
em dias consecutivos (dias 18, 19 e 20)

e Grupo 2sc3in-40: duas sensibilizacdes s.c.
(dias 0 e 7) e trés provocacgdes i.n. (40 pg)
em dias consecutivos (dias 18, 19 e 20)

® Grupo 2sc2in-40: duas sensibilizagdes s.c.
(dias 0 e 7) e duas provocagdes i.n. (40 pg)
em dias consecutivos (dias 19 e 20)

e Grupo 1sc3in-100 (com tempo de observacio
curto, objeto principal do presente
estudo): uma sensibilizacio s.c. (dia 0)
e trés provocacoes i.n. (100 pg) em dias
consecutivos (dias 7, 8 e 9).

Os quatro primeiros grupos foram observados
por 21 dias, enquanto o grupo 1sc3in-100 foi
observado por 10 dias (protocolo curto).

Os animais dos grupos controles foram
submetidos ao que segue:

e Grupo C+: duas sensibilizacdes com

ovalbumina + alum (1 mg) i.p. (dias 0 e
14) e trés provocacdes com ovalbumina
i.n. (100 pg) em dias consecutivos (dias
25, 26 € 27)

® Grupos C-: duas aplicagdes de DPBS s.c.
(dias 0 e 14) e trés instilacGes i.n. com DPBS
em dias consecutivos (dias 25, 26 e 27).

Os protocolos sdo apresentados na Figura 1.

A LBA foi realizada através da canulagido
da traqueia com agulha de ponta romba, apds
anestesia com xilazina (100 mg/mL) e cetamina
(100 mg/ml), na propor¢io de 1:9 na solucido
(dose, 0,1 mL). Uma solucdo de DPBS (1 mlL)
foi instilada via i.t. e aspirada logo apds, por
trés vezes consecutivas. Apos o procedimento,
os animais foram sacrificados com doses letais
dos farmacos utilizados para a anestesia (dose,
0,3 mL i.p.) e descartados de acordo com as
normas da instituigao.

A amostra da LBA foi pesada e centrifugada
em centrifuga refrigerada a 4°C (1.500 rpm por
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10 min). O precipitado foi ressuspendido com
1 mL de DPBS. Em todas as amostras, foram
realizadas a contagem total de células e o calculo
de viabilidade celular na suspenséo, através do
método de exclusdo com azul de tripan, em cdmara
de Neubauer (BOECO, Hamburgo, Alemanha). Para
a andlise da citologia diferencial, a suspensao do
precipitado foi colocada em uma citocentrifuga
(30 g por 5 min). As células foram analisadas
de acordo com sua morfologia, apds coloracdo
com May-Griinwald-Giemsa. Os tipos celulares
observados ao microscopio dptico foram expressos
em percentagem, apds a contagem de 200 células.

Para avaliar a atividade eosinofilica no
tecido pulmonar, apos a realizacdo de LBA e
resseccdo do pulmio, foi realizada uma reacdo
quimica do tecido pulmonar com o substrato
cromogénico orto-fenilenodiamina. Com esse
método, conforme demonstrado por Strath et al.,”)
¢ possivel quantificar a atividade eosinofilica pela
reacdo da enzima eosinophil peroxidase (EPO,
peroxidase eosinofilica), através de uma medida de
absorbancia optica, sem a interferéncia de outras
peroxidases que possam estar presentes no tecido
analisado. Resumidamente, fragmentos do tecido
pulmonar foram congelados e descongelados
por trés vezes em nitrogénio liquido. Apds
centrifugac¢io a 4°C por 10 min, foram realizadas
cinco diluicoes seriadas do sobrenadante em
placas de 96 pogos (50 pL/pogo). Em seguida,
foi adicionado 100 pL de substrato (1,5 mM
de orto-fenilenodiamina e 6,6 mM de perdxido
de hidrogénio diluidos em 0,05 M de tampéo
Tris-HCI, pH 8,0). Apds 30 min, a temperatura
ambiente, a reacdo foi interrompida com solucio
de 1 M de acido sulfurico, e a absorbancia das
amostras foi determinada a 492 nm.

Apos a remocédo dos pulmdes, foi realizada
perfusdo com formalina tamponada a 10% em
coluna de gravidade (20 mmHg). As ldminas foram
preparadas a partir de cortes de 4 pm de blocos
de parafina de tecido pulmonar e corados com
H&E. Uma avaliacdo qualitativa da presenca de
resposta inflamatoria bronquica sob microscopia
optica foi realizada, com contagem do numero
de eosinofilos em um campo, em trés bronquios
diferentes, para a classificacdo de gravidade da
inflamacéo eosinofilica.

A analise estatistica foi realizada através
do programa Statistical Package for the Social
Sciences versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, 1L,
EUA). Apos a analise descritiva das variaveis, o
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Figura 1 - Protocolos utilizados para inducdo de reposta pulmonar alérgica aguda em camundongos BALB/c.
OVA: ovalbumina; i.n.: intranasal; C-: controle negativo; C+: controle positivo; DPBS: Dulbecco’s PBS; e alum:
hidréxido de aluminio. Grupos: 2sc2in-100: duas sensibilizagées com OVA s.c. e duas provocacdes com OVA
i.n. (100 pg) em dias consecutivos; 2sc3in-100: duas sensibilizagées com OVA s.c. e trés provocacoes com
OVA in. (100 pg) em dias consecutivos; 2sc3in-40: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e trés provocacées com
OVA i.n. (40 pg) em dias consecutivos; 2sc2in-40, duas sensibilizaces com OVA s.c. e duas provocagdes com
OVA i.n. (40 pg) em dias consecutivos; e ‘1sc3in-100: uma sensibilizacdo com OVA s.c. e trés provocagdes

com OVA i.n. (100 pg) em dias consecutivos.

teste de Kruskal-Wallis foi utilizado, com analise
post hoc de Dunn, para aquelas comparacdes
que atingiram significancia estatistica. O grupo
C- foi testado estatisticamente em separado
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com os grupos estudados, utilizando-se o teste
de Mann-Whitney, com ajuste para multiplas
comparacdes. O nivel de significancia estabelecido
foi de 0,05. Como desfecho principal, utilizamos
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a contagem de eosindfilos nas amostras de LBA,
pelo fato de que o eosindéfilo ¢ a célula efetora
do sistema imune mais importante nesse modelo
experimental.

O calculo do tamanho amostral foi de
7 animais por grupo de estudo. Esse calculo
foi feito utilizando como desfecho principal
a contagem absoluta de eosinofilos no lavado
para uma média de 0,7 x 10° células/mL, com
desvio-padrdo de 0,34, um valor de p = 0,05, e
poder de 80%, com diferenca entre as médias
dos grupos estimada em 80%.

0 estudo foi realizado de acordo com as normas
¢ticas para pesquisa em modelos animais, sequindo
o preconizado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratdrio, respeitando-se a
utilizagdo do menor numero de animais, o0 manejo
da dor e sofrimento durante os procedimentos
e a eutanasia, com aprovacdo da comissdo de
ética para o uso de animais da instituicao.

Resultados

No presente estudo, foram comparados modelos
indutores de resposta pulmonar alérgica aguda
em camundongos, utilizando ovalbumina s.c.
na sensibilizacdo e diferentes doses/numeros de
aplicacdes da mesma na provocacio i.n. entre
si e com o modelo tradicional (grupo C+). O
principal alvo da pesquisa era avaliar se o uso
de um protocolo de duragdo mais curta (uma
dose de sensibilizacio, com duracio de 10 dias)
apresentaria uma resposta pulmonar alérgica
semelhante a dos protocolos padrdes utilizados
na literatura. A média de retorno das amostras de
LBA de todos os animais foi de 0,55 + 0,15 mL,
e a viabilidade celular média foi de 100%. A
média de eosindfilos nos grupos C— e C+ foi de
2,5 + 3,000 e 40,1 + 10,0%, respectivamente.

Em relacdo aos grupos estudados, ndo houve
diferencas significativas entre os grupos, quando
comparados ao grupo C+, no que se refere a
contagem total de células (p = 0,1), numero de
linfocitos (p = 0,36), macrofagos (p = 0,24) e
neutrofilos (p = 0,059) nas amostras de LBA.
Em relacdo ao numero de eosinofilos, o grupo
2s5c3in-40 apresentou uma contagem maior de
eosinofilos do que o grupo 2sc2in-40 (p = 0,032;
Figura 2). Ndo houve diferencas significativas na
resposta inflamatdria celular nos pulmées dos
animais no grupo com protocolo de curta duragio,
sem o uso de adjuvante, quando comparados
aqueles do grupo com o protocolo amplamente
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utilizado na literatura em modelos de asma, com
duracdo de 21 dias. Quando os grupos estudados
foram comparados ao grupo C-, todas as variaveis
da contagem de células totais e diferenciais foram
significativamente maiores (p < 0,05).

A andlise histologica demonstrou infiltrado
inflamatdrio peribroncovascular intenso, com
predominio de linfécitos e presenca de mais
de 100 eosindfilos peribronquicos por campo,
em todos os grupos. Os animais do grupo
C- apresentaram anatomia preservada, sem
alteracdes inflamatdrias, caracteristico de animais
saudaveis. Ndo houve diferenca entre os grupos em
relacdo a intensidade da inflamagio pulmonar, do
ponto de vista histoldgico, incluindo o grupo de
curta duracdo (Figura 3). A andlise dos niveis de
EPO no tecido pulmonar, que refletem a atividade
de eosinofilos no pulméio, ndo demonstrou
diferencas entre os grupos estudados (Figura 4).

Discussio

A busca de modelos animais de asma com
protocolos com duracdo mais curta e sem o uso
de adjuvantes parece uma alternativa atraente
para pesquisas experimentais dessa doenga em
algumas situagdes especiais. No presente estudo, ao
compararmos diferentes grupos de camundongos
BALB/c sensibilizados com ovalbumina, nio
observamos diferencas significativas entre os
diferentes protocolos estudados, utilizando as
variaveis de desfecho mais relacionadas a atividade
e presenca de eosinofilos no pulméio, mesmo
utilizando um protocolo bastante curto (10 dias).

0 mais importante resultado do presente estudo
diz respeito ao tempo de duracgdo dos protocolos,
entre os quais nenhuma diferenca foi encontrada
apesar dos diferentes tempos de duracio (10, 21
e 28 dias), principalmente quando consideramos
que nenhum adjuvante foi utilizado. Os autores
demonstraram pela primeira vez que um protocolo
mais curto, sem o uso de adjuvante, resulta em
uma resposta pulmonar alérgica esperada nesse
tipo de modelo. A utilizacdo de um protocolo
de 10 dias com a mesma resposta eosinofilica
pulmonar daquela de modelos anteriormente
mais longos, utilizados amplamente na literatura,
facilitaria a realizacdo de testes pré-clinicos,
principalmente na descoberta de novos alvos
terapéuticos, permitindo a reducéo de custos e da
duracdo de experimentos. Além disso, protocolos
mais curtos também seguem todos os preceitos
éticos correntes em relacdo ao uso de animais em
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Figura 2 - Comparacdo da contagem total de células e da citologia diferencial no lavado broncoalveolar
(em nuimeros absolutos e percentuais) entre os grupos estudados. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, com
post hoc de Dunn. *p < 0,05. Para comparacio entre os grupos e o controle negativo (C-), foi utilizado
o teste de Mann-Whitney, com ajuste para multiplas comparacdes (p = 0,035). Todas as varidveis foram
significativamente maiores que as do controle negativo. CTC: contagem total de células. Grupos: 2sc2in-
100: duas sensibilizacdes com ovalbumina (OVA) s.c. e duas provocagdes com OVA intranasal (i.n.; 100 pg)
em dias consecutivos; 2sc3in-100: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e trés provocacdes com OVA in. (100
pg) em dias consecutivos; 2sc3in-40: duas sensibilizagées com OVA s.c. e trés provocacdes com OVA i.n.
(40 pg) em dias consecutivos; 2sc2in-40: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e duas provocacoes com OVA
i.n. (40 pg) em dias consecutivos; 1sc3in-100: uma sensibilizagdo com OVA s.c. e trés provocagdes com OVA
i.n. (100 pg) em dias consecutivos; C—: controle negativo; e C+: controle positivo.
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’ Mix 3 A = B
Figura 3 - Analise histologica dos grupos de camundongos estudados: grupo 2sc2in-40 (em A); grupo
2s¢2in-100 (em B); grupo 2sc3in-40 (em C); grupo 2sc3in-100 (em D); grupo protocolo curto (em E); grupo
C+ (em F); e grupo C— (em G). Presenca de intenso infiltrado inflamatorio peribronquico e perivascular
(A-F, setas pretas) em todos os grupos sensibilizados. O grupo de curta duracio (em E) apresenta alteracoes
histopatoldgicas semelhantes a dos outros grupos sensibilizados. A histologia dos pulmdes dos animais do
grupo C— (em G) apresenta bronquios com paredes de espessura normal, vasos com agregados linfoides
perivasculares de distribuicio normal e espaco alveolar permedvel e aerado (H&E; aumento 100x). No infiltrado
celular peribroncovascular (setas pretas), em todos os grupos, observa-se mais de 100 eosinofilos por campo,
sendo caracteristico da resposta pulmonar alérgica nesses modelos. No grupo de protocolo curto (em H,
setas claras), foi encontrado intenso infiltrado intersticial de eosinéfilos (H&E; aumento 1.000x). Grupos:
2sc2in-100: duas sensibilizacdes com ovalbumina (OVA) s.c. e duas provocagdes com OVA intranasal (i.n.;
100 pg) em dias consecutivos; 2sc3in-100: duas sensibilizacoes com OVA s.c. e trés provocacdes com OVA
i.n. (100 pg) em dias consecutivos; 2sc3in-40: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e trés provocagdes com
OVA i.n. (40 pg) em dias consecutivos; 2sc2in-40: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e duas provocacdes
com OVA i.n. (40 pg) em dias consecutivos; C—: controle negativo; e C+: controle positivo.
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Diluicoes

-=- 25c2in-100
-= 2s5c3in-40
-= 25c2in-40
-= 25¢3in-100
-= 1s¢3in-100
= C+

1 1/2 1/4

Absorbancia

1/8 1/16

Figura 4 - Andlise do ensaio de atividade de peroxidase eosinofilica em tecido pulmonar entre os grupos
estudados. Ndo houve significancia estatistica entre os grupos estudados. Grupos: 2sc2in-100: duas
sensibilizacdes com ovalbumina (OVA) s.c. e duas provocacdes com OVA intranasal (i.n.; 100 pg) em dias
consecutivos; 2sc3in-100: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e trés provocacdes com OVA i.n. (100 pg) em
dias consecutivos; 2sc3in-40: duas sensibilizacdes com OVA s.c. e trés provocacdes com OVA i.n. (40 pg) em
dias consecutivos; 2sc2in-40: duas sensibilizagées com OVA s.c. e duas provocagdes com OVA i.n. (40 pg)

em dias consecutivos; e C+: controle positivo.

pesquisa, visto que os animais sofrem menor tempo
de exposicdo a procedimentos em experimentos.
O protocolo curto testado no presente estudo,
quando comparado aquele do grupo C+, mostrou
ndo apresentar diferencas significativas entre a
contagem total de células e de eosinofilos nas
amostras de LBA, assim como entre os niveis
de EPO no tecido pulmonar. Além disso, no
protocolo curto, a analise histoldgica apresentou
importante infiltrado peribroncovascular de células
inflamatdrias, com predominio de eosinofilos,
com as mesmas caracteristicas das analises dos
outros protocolos.

Em 2008, Hahn & Erb publicaram um
artigo questionando o tempo despendido para
a identificacdo e o desenvolvimento de novos
tratamentos para asma, que tém origem desde a
identificacdo de uma molécula, a determinacio se
essa molécula estad realmente envolvida no processo
da doenca, a identificacdo dos componentes da
sua estrutura e sua modificacdo sintética, até os
testes pré-clinicos em animais.® Esse processo,
ja suficientemente longo e dispendioso, ainda
se soma aos longos periodos de experimentos
com camundongos. E importante salientar que
nossos resultados utilizando o modelo proposto
envolvem somente a andlise da resposta aguda
a um unico alérgeno (no caso, ovalbumina).
E importante destacar também que modelos
experimentais de asma com exposi¢io cronica tém
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sido propostos e sdo importantes em pesquisas
de novos farmacos, provavelmente realizados em
uma sequéncia posterior de experimentos, quando
da busca de alvos terapéuticos.'®'" Protocolos
mais curtos, de qualquer forma, podem ser um
modelo interessante de triagem para novos alvos
terapéuticos.

Cates et al., em 2004, realizaram um estudo
com um protocolo curto de 10 dias utilizando
house dust mites (HDM, dcaros de poeira doméstica)
para sensibilizacdo, demonstraram inflamacio
eosinofilica pulmonar e aumento da expressio
de células Th2 efetoras em camundongos (CD3+,
CD4+ e T1/ST2+), bem como aumento de IgE
total e 1gG1 especifica para HDM.'"” Em relacéo
aquele estudo, nossos resultados demonstram
que ¢ possivel a realizacdo de um protocolo
curto (10 dias), tanto com ovalbumina quanto
com HDM.

Virios autores tém criticado o uso de alum
em modelos murinos de asma, por essa ser uma
substancia artificial na inducio de resposta
imune, que induz a producdo de citocinas
pro-inflamatarias, ativando linfécitos Th2.5>'4 O
alum ainda ativa o sistema imune via maturacao
de células dendriticas e pela coestimulacdo de
moléculas de expressdo.>'% Além disso, o alum
demonstrou causar estresse importante nos
animais, até 4 h apds a exposi¢io.® Estudos
realizados sem uso de alum demonstraram que o
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mesmo ndo ¢ necessario na inducdo da resposta
pulmonar alérgica em camundongos, ndo havendo
diferenca na sensibilizacdo por via s.c. sem o uso
de adjuvante em relacdo a via i.p. com o uso
do mesmo. Esses estudos, utilizando protocolos
sem adjuvante, demonstraram diferentes niveis
de inflamacdo, de imunotolerancia ao alérgeno
ou protocolos muitas vezes longos demais.
(717200 Conrad et al., mais recentemente, ndo
relataram diferencas significativas em relacio a
celularidade a partir de LBA, histologia pulmonar
e niveis de interleucinas (IL-5, 1L-10 e 1L-13),
utilizando sensibilizacdo s.c. com ovalbumina,
sem adjuvante.®” No entanto, naquele estudo,
foram utilizadas trés sensibilizacdes, que tornam
o experimento relativamente longo para um
modelo agudo de asma. O mecanismo pelo qual a
sensibilizacdo s.c. ¢ efetiva sem o uso de adjuvante
ainda ndo tem uma explicacdo clara. Uma hipotese
levantada seria que o compartimento tecidual
subcutaneo pode ter um numero maior e mais
efetivo de células apresentadoras de antigenos,
que resultam em uma resposta mais robusta a
um alérgeno, sem a necessidade de adjuvante.

Na contagem de células a partir de LBA do
presente estudo encontramos uma contagem
de eosinofilos reduzida entre os grupos com
uso de ovalbumina s.c. (21 dias) que realizaram
provocacdo intranasal (40 pg) por duas vezes,
quando comparados ao grupo que realizou
provocacdo por trés vezes (Figura 2). Esse achado
pode ser explicado pelo fato de que o numero
menor de provocacdes i.n. com ovalbumina induz
menos inflamacdo no animal. Esse achado, no
contexto dos objetivos principais do nosso estudo,
ndo parece apresentar uma relevancia maior nos
nossos resultados.

Uma limitacdo do presente estudo foi a nio
realizacdo de mensuracdes de citocinas e de IgE
especifica para ovalbumina, além de testes de
funcdo pulmonar. Em virtude de nio estarmos
estudando nenhum mecanismo de doenca ou
de sensibilizag¢do a antigenos, acreditamos que
a analise utilizada no presente estudo, focada
principalmente na atividade eosinofilica no
pulméo (eosindfilos em LBA, eosinofilos em
cortes histoldgicos e EPO no tecido pulmonar),
ndo altera de forma importante a interpretacdo
final dos resultados de forma geral. Os autores
entendem, porém, que novos estudos necessitam
ser realizados, com uma melhor caracterizagdo
da resposta inflamatdria pulmonar, a fim de
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que nosso modelo seja validado. Uma pergunta
ndo respondida € se esse periodo curto seria
suficiente para uma producéo significativa de
1gE especifica para ovalbumina.

Concluindo, novos modelos de asma utilizando
doses menores de ovalbumina, com menor
numero de sensibilizacdes, menor numero de
provocacoes i.n. e auséncia de uso de adjuvante
mostraram uma resposta inflamatdria pulmonar
com predominio de eosinofilos (célula efetora
central na resposta imune Th2). Nosso modelo
proposto, de duracdo mais curta, pode ser uma
opcdo futura para testes pré-clinicos e pesquisa de
alvos terapéuticos em asma, reduzindo o tempo e
os custos de pesquisa, desde que novos trabalhos
sejam realizados e que haja a comprovacdo da
adequacdo do uso do mesmo.
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