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Sensibilizacao por via subcutanea é superior a intraperitoneal

na inducdo de asma por acaro em modelo murino

Sensitization by subcutaneous route is superior to intraperitoneal route
in induction of asthma by house dust mite in a murine mode
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RESUMO

Objetivo: Desenvolver um novo modelo experimental de doenca
pulmonar alérgica cronica por acaro, com proeminente producéo de
imunoglobulina E (IgE) especifica, infiltrado inflamatdrio eosinofilico
nas vias aéreas e remodelamento, comparando duas vias diferentes
de sensibilizacdo. Métodos: O protocolo teve duracao de 30 dias.
Camundongos BALB/c foram divididos em seis grupos submetidos
a sensibilizacao por via subcutanea ou intraperitoneal com solugao
salina (controles negativos), Dermatophagoides pteronyssinus (Der p)
50 ou 500mcg, em trés aplicacdes. Posteriormente, foram submetidos
a provocagao intranasal com Der p ou salina por 7 dias e sacrificados
24 horas ap6s o (ltimo desafio. Avaliamos a titulagao de IgE especifica
anti-Der p, densidade eosinofilica no espaco peribroncovascular
e remodelamento das vias aéreas. Resultados: Tanto os animais
sensibilizados por via subcutdnea como intraperitoneal produziram IgE
especifica anti-Der p. Ocorreu aumento da eosinofilia peribroncovascular
apenas nos animais que receberam menor dose de Der p. Porém
apenas 0 grupo sensibilizado com Der p 50mcg subcutanea apresentou
remodelamento  significativo das vias aéreas. Conclusao: Neste
modelo murino de asma, as duas vias de sensibilizacéo levaram a
producao de IgE especifica e eosinofilia nas vias aéreas. No entanto,
apenas a via subcutanea foi capaz de induzir a0 remodelamento.
Além disso, doses menores de Der p utilizadas foram superiores as
mais elevadas, sugerindo tolerancia. Mais estudos s@o necessérios
para avaliar a eficdcia deste modelo no desenvolvimento da
hiperresponsividade bronquica, mas ele pode ser replicado em
experimentos para criagdo de novas estratégias terapéuticas
medicamentosas ou imunoterapicas.

Descritores: Modelos animais; Asma/induzido quimicamente;
Pyroglyphidae

ABSTRACT

Objective: To develop a new experimental model of chronic
allergic pulmonary disease induced by house dust mite, with
marked production of specific immunoglobulin E (IgE), eosinophilic
inflammatory infiltrate in the airways and remodeling, comparing
two different routes of sensitization. Methods: The protocol lasted
30 days. BALB/c mice were divided into six groups and were
sensitized subcutaneously or intraperitoneally with saline (negative
control), Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) 50 or 500mcg in
three injections. Subsequently they underwent intranasal challenge
with Der p or saline for 7 days and were sacrificed 24 hours after
the last challenge. We evaluated the titration of specific IgE anti-
Der p, eosinophilic density in peribronchovascular space and airway
remodeling. Results: Both animals sensitized intraperitoneally and
subcutaneously produced specific IgE anti-Der p. Peribronchovascular
eosinophilia increased only in mice receiving lower doses of Der p.
However, only the group sensitized with Der p 50mcg through
subcutaneously route showed significant airway remodeling.
Conclusion: In this murine model of asthma, both pathways of
sensitization led to the production of specific IgE and eosinophilia
in the airways. However, only the subcutaneously route was able
to induce remodeling. Furthermore, lower doses of Der p used in
sensitization were better than higher ones, suggesting immune
tolerance. Further studies are required to evaluate the efficacy of this
model in the development of bronchial hyperresponsiveness, but it
can already be replicated in experiments to create new therapeutic
drugs or immunotherapeutic strategies.
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INTRODUGAO

A asma ¢ uma doenca inflamatdria das vias aéreas asso-
ciada a hiperresponsividade bronquica, que leva a epi-
sodios recorrentes de tosse, dispneia, sibilancia e opres-
sao toracica.» A patogénese da asma alérgica, que
responde por até 70% dos casos, envolve a exposicao
a alérgenos, o fendmeno da sensibilizacao e a conse-
quente reagao de hipersensibilidade do tipo I, mediada
por imunoglobulina E (IgE).®% No entanto, o mecanis-
mo imunopatoldgico, inicialmente mediado por IgE, é
muito mais complexo, incluindo diversas células, me-
diadores inflamatorios e citocinas, com perfil predomi-
nante de linfdcitos T auxiliares ou helper 2 (TH2).©) A
complexidade da patogénese da asma humana dificulta
a criacdo de modelos experimentais com animais que
reproduzam de forma fidedigna as formas clinicas que
encontramos na pratica diaria.(%?

A compreensdo dos mecanismos patoldgicos, das
vias criticas envolvidas e de alvos para novas estratégias
terapéuticas seria idealmente determinada por estudos
em seres humanos.®” Porém, por questoes éticas Ob-
vias, os estudos necessarios para tais conclusoes nao sao
realizados em asmaticos humanos.© Desse modo, a for-
mulagao de modelos animais simples, eficazes e que nao
demandem custo muito elevado se faz imprescindivel.

Os animais mais comumente utilizados em modelos
de asma tém sido os roedores, particularmente os ca-
mundongos e ratos, pela maior disponibilidade, custo-
-efetividade e facilidade de manuseio.® A maioria dos
modelos de asma com camundongos utiliza a ovalbu-
mina como proteina estranha sensibilizante associada a
um adjuvante, notadamente o hidréxido de aluminio.”
No entanto, modelos mais recentes vém utilizando oval-
bumina sem adjuvante para sensibilizagao, com resulta-
dos comparaveis aos modelos cldssicos, com alume.®

A via mais utilizada para sensibilizacdo € a intra-
peritoneal (IP), em geral com duas injecOes, separadas
por um periodo de 7 a 14 dias e, normalmente, ocorre
nova exposi¢ao a proteina antigénica diretamente na
via aérea, via inalatdria (aerossol), instilagdo intranasal
(IN) ou intratraqueal.”” Porém tem sido questionada a
significancia clinica de modelos com ovalbumina para
mimetizar a asma humana. Dessa forma, vém sendo uti-
lizados modelos com écaros, pdlens, baratas ou fungos,
que sao conhecidos aeroalérgenos envolvidos na pato-
génese da asma alérgica humana.’” Aeroalérgenos ja
foram estudados para sensibilizacdo e provocagao por
diferentes vias e com doses variadas.('*!3 Nosso grupo
ja demonstrou, inclusive, que diferentes linhagens de
camundongos podem apresentar respostas antagOni-
cas em curvas dose-resposta de sensibilizacdo ao acaro
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) em um modelo

de conjuntivite alérgica.'¥ No entanto, uma das gran-
des dificuldades na montagem de modelos eficazes de
asma tem sido a cronicidade do processo, com desen-
volvimento de doenca IgE mediada, com eosinofilia
pulmonar, mas que acarrete também remodelamento
das vias aéreas.

OBJETIVO

Desenvolver um novo modelo experimental de doenca
pulmonar alérgica cronica por dcaro, com proeminen-
te producdo de IgE especifica, infiltrado inflamatdrio
eosinofilico nas vias aéreas e remodelamento, € compa-
rar duas vias diferentes de sensibilizacdo e duas doses
distintas de acaro neste processo.

METODOS

Foram utilizados camundongos machos adultos, livre
de patdgenos especificos (SPF, sigla do inglés specific-
pathogen-free), da linhagem BALB/c, com idade de 6 a
8 semanas. Os animais foram provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo. Os camundongos foram mantidos no bioté-
rio de manutencao dos Laboratérios de Investigacao
Médica (LIM) 05 e 20, sob alimentacdo e agua ad
libitum. Todos os animais receberam cuidados de
acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratdrio, publicado no National Institutes of Health
(NIH; publication 85-23, revisado em 1985), e todos
os experimentos foram realizados sob anestesia geral.
O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (protocolo 405/11).

Os animais foram divididos em seis grupos expe-
rimentais, de acordo com as solucoes administradas
na sensibilizagdo e provocac@o, a via de sensibilizacao
utilizada e as doses de 4caro aplicadas nos grupos de
estudo. Os seis grupos estao detalhados na tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais de acordo com a via de sensibilizacéo, substancias
aplicadas (salina ou Dermatophagoides pteronyssinus - Der p) e doses aplicadas

Grupos Sensibiliza_géo Provoca_géo on n
(dose e via) (10mcL, via IN) (inicial) (final)
SalSC Salina SC Salina 6 6
Derp50SC Der p 50meg SC Der p 50mcg 6 6
Derp500SC Der p 500mcg SC Der p 50mcg 6 6
SallP Salina IP Salina 5 5
Derp50IP Der p 50mcg IP Der p 50mcg 6 5
Derp500IP Der p 500mcg IP Der p 50mcg 6 6

IN: intranasal; SC: subcuténea; IP: intraperitoneal; n: nimero de camundongos.
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O A4caro estudado foi o Der p, utilizando-se ex-
trato em po liofilizado (Alergia Clinica Laboratorial
e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), diluido em
solucdo salina 0,9% sem conservante e armazenado em
geladeira (4°C). A concentracdo do alérgeno principal
(Der p 1 e Der p 2) era de 34mcg/mg de extrato. Para a
sensibilizacao, foi utilizado como adjuvante o hidréxido
de aluminio (alume), na dose de 6mg por aplicagao. Os
grupos de estudo receberam trés aplicacoes de Der p
nas doses de 50mcg (1,7mcg de alérgeno principal) ou
500mcg (17mcg de alérgeno principal), diluidos em
salina com alume 6mg, com intervalos de 7 dias. Os
Grupos Controles receberam trés aplicacoes de solu-
cao salina com alume 6mg, com o mesmo intervalo en-
tre as doses. O volume aplicado em cada injecdo foi de
0,2mL (Tabela 1).

Durante a fase de desafio ou provocacao, as insti-
lagoes nasais continham 10mcL da solucdo, com salina
(Grupos Controles) ou Der p na dose de 50mcg, diluido
em soro fisioldgico 0,9%.

O protocolo de sensibilizacdo pulmonar e inducao
da inflamacao por acaro teve a duracdo de 30 dias, con-
forme esquematizado na figura 1. Os animais recebe-
ram as injecoes do agente sensibilizante nos dias 0,7 e
14, sendo submetidos as provocagdes com instilacoes
IN diarias entre os dias 22 e 28 e sacrificados para estudo
no dia 29.

Sensibilizagao SC ou IP

l (U.ZMLIiniegéal l Sacrifmo
L

|

Do D7 D14 D22 D28 D29

I R N

Provocagédo IN
[10meL/instilagao)

SC: subcuténea; IP: intraperitoneal; IN: intranasal.
Figura 1. Esquema do protocolo de sensibilizagéo, provocacéo e sacrificio com
duracéo de 30 dias (D0 a D29)

As vias de sensibilizacdo utilizadas foram a subcu-
tanea (SC) e IP. As injecoes SC foram aplicadas na base
da cauda. Os animais foram divididos em seis grupos,
segundo a via e as doses utilizadas na sensibilizagao
(Tabela 1). Todos os grupos receberam alume na dose
de 6mg.

Os animais receberam as instilacoes IN da substancia
de estudo do dia 22 a 28, diariamente, entre 9h e 11h. Os
grupos SalSC e SallP receberam 10mcL de solucao salina,
enquanto os grupos DerpS0SC, Derp500SC, Derp50IP
e DerpS00IP foram submetidos a administracao IN de
50mcg de Der p, diluido em salina, totalizando 10mcL.
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No dia 29, 24 horas apds a dltima instilacao IN, os
animais foram anestesiados por injecao IP de tiopen-
tal (70mg/kg) e, em seguida, traqueostomizados. Ainda
sob efeito anestésico, os camundongos foram exsangui-
nados, via disseccido da aorta abdominal, com remocao
dos pulmoes para analise histoldgica.

Ap0s a coleta do lavado broncoalveolar, os pulmoes
foram removidos em bloco para serem submetidos a
andlise histoldgica. A fixacdo do material foi feita com
formaldeido 4%, por 24 horas. O material foi cortado
para posteriormente ser incluido em parafina e cora-
do com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram
analisadas em microscopio Optico comum para a de-
terminacgao do diametro alveolar médio, infiltrado peri-
bronquico e parametros indicativos de remodelamento
pulmonar.

A andlise morfométrica foi realizada com o auxilio
de um reticulo de 50 retas e 100 pontos, com area co-
nhecida, acoplado a ocular do microscépio 6tico. A co-
loracdo com HE foi utilizada para quantificacao de eo-
sin6filos no espaco peribroncovascular. A densidade de
eosindfilos foi determinada pela contagem do ntimero
de eosinofilos presentes no infiltrado inflamatério entre
o bronquio e a artéria adjacente, dividido pelo nimero
de pontos, correspondendo a area total do infiltrado in-
flamatorio, num aumento de 1.000X. Em cada lamina
preparada com tecido de apenas um animal, cinco vias
aéreas foram analisadas.

Para quantificar as fibras de coldgeno presentes
no espaco peribroncovascular, as laminas foram cora-
das com Picrosirius (Direct Red 80, CI 35780, Aldrich,
Milwaukee, Wisc., EUA). Foi medida a area de fibras
colagenas (mm?) em cinco vias aéreas distais, utilizan-
do-se luz polarizada no aumento de 400X, com um sis-
tema analisador de imagem (Image J, versao 1.30).1>
A area do colageno foi expressa em uma relagao entre
a area das fibras colagenas (mm?) e o perimetro da via
aérea (mm).

O soro do sangue coletado pela disseccao da aorta
abdominal foi utilizado para a pesquisa de imunoglo-
bulinas especificas anti-Der p, por meio da técnica da
anafilaxia cutinea passiva (PCA - passive cutaneous
anaphylaxis) para deteccao de IgE e de ensaio imuno-
enzimatico (ELISA) para determinacdo de IgG1 espe-
cificas anti-Der p. Apods a coleta do sangue, as amostras
foram imediatamente centrifugadas por 10 minutos
(5°C; 3000rpm). Amostras do soro foram armazenadas
a -80°C até o dia da realizagao dos ensaios.

A reacdo da PCA foi usada para detectar e estimar
os niveis de IgE especificas para Der p, como descrito
previamente.('*'” Brevemente, o dorso de ratos foi de-
pilado e 0,1mL de diferentes diluicoes do soro foi injeta-
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do por via intradérmica. Trés ratos machos da linhagem
Wistar foram usados para realizar a PCA, e o soro de
cada animal foi incluido no estudo. Apds um periodo la-
tente de 24 horas, os animais foram desafiados por via in-
travenosa (IV) com 1mL de solucdo de azul de Evans a
0,5% em salina, contendo 1.000mcg do antigeno (Der p).
Os animais foram submetidos a eutanésia 30 minutos
apos a injecao do antigeno e o diametro das pépulas
azuis na superficie interna da pele foi medido. Os titu-
los do PCA foram definidos como as maiores diluicdes
que levaram a uma reacgao alérgica intradérmica maior
do que Smm de didmetro. Os experimentos foram rea-
lizados em triplicata.

A dosagem de anticorpos foi realizada por ELISA
indireto. Para determinacdo de IgG1, a microplaca foi
recoberta com antigeno Der p. Apds incubacao e lava-
gem, os soros foram adicionados em uma diluicao pre-
viamente determinada. Para revelar a reacdo, foram
adicionados anticorpos de detecgao biotinilados espe-
cificos para IgGl, seguido de incubagao e lavagem. A
seguir, a solugdo reveladora contendo conjugado en-
zimético de estreptavidina-peroxidase, substrato e cro-
moégeno foi adicionada.

A reacdo de cor foi lida em espectrofotometro
a 490nm e foi proporcional a quantidade das imuno-
globulinas na amostra. Os resultados foram expressos
como a média das absorbancias + erro padrao das di-
luicoes seriadas das amostras de cada grupo.

As analises estatisticas foram realizadas por meio
do programa SigmaStat 10.0 (Jandel, Calif., EUA). A
comparacao entre os grupos foi feita com andlise de va-
riancia simples (One Way ANOVA), seguida pelo méto-
do Holm-Sidak. Foi considerado significante p menor
que 0,05.

RESULTADOS

O protocolo mostrou-se seguro e eficaz na inducdo da
doenca pulmonar alérgica cronica. Apenas um animal
do Grupo 5 evoluiu a ébito antes do 299 dia, o que nao
foi imputado a sintomas respiratorios.

Tanto as vias de sensibilizacdo SC como IP foram
eficazes na indugdo da producido de IgE especifica
para Der p (Figura 2). As duas doses de acaro utili-
zadas também levaram a sintese de IgE especifica,
sem diferenca entre os dois grupos sensibilizados por
via IP, mas com maior titulagdo no Grupo Derp50SC
(1:80) em relagc@o ao Derp500SC (1:20), como mostra-
do na figura 2. Nenhum animal dos Grupos Controle
(Salina) apresentou positividade na pesquisa de IgE
especifica (Figura 2).
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Der p: Dermatophagoides pteronyssinus, PCA: passive cutaneous anaphylaxis.
Figura 2. Valores de média =+ erro padréo da titulagao da IgE especifica anti-
Dermatophagoides pteronyssinus pela técnica da passive cutaneous anaphylaxis

A IgG1 quantificada por ELISA também foi detec-
tavel em altos titulos nos quatro grupos submetidos ao
acaro, sem diferenca entre eles (Figura 3).

35- . *

3,04 .._I_.

2,5 4
2,04 T

1,54

IgG1 anti-Der p
(OD 490nm)

1,0 4

054 I
0.0 ¥ ¥ V) { Q Q
¥ & P &

= &
Qe'& S L N Q""\Q

*p<0,01 para respectivos grupos salina. Der p: Espermatozoide pteronyssinus.

Figura 3. Valores de média =+ erro padréo da titulagéo da IgG1 especifica

anti- Dermatophagoides pteronyssinus pela técnica da ensaio imunoenzimatico
(ELISA)

A inflamacao eosinofilica no espaco peribroncovas-
cular foi analisada pela densidade de células. Avaliando
a densidade de eosinéfilos no espago peribroncovascu-
lar, ndo houve diferenca entre as duas vias de sensibili-
zacao. Nos grupos sensibilizados por via SC, houve au-
mento da densidade eosinofilica no Grupo Derp50SC
em relagdo ao Grupo SalSC (p=0,049). Entre os gru-
pos sensibilizados por via IP, o Grupo Der50IP teve
maior densidade eosinofilica do que os Grupos SallP e
DerpS001IP (p=0,017 e 0,025, respectivamente). Os re-
sultados da analise da densidade eosinofilica estao de-
talhados na figura 4.
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* p=0,049 (entre grupos Derp50SC e SalSC); t p=0,017 (entre grupos Derp50IP e SallP); + p=0,025 (entre grupos
Derp50IP e Derp5001P).

Figura 4. Valores de média = erro padrao da densidade eosinofilica no espago
peribroncovascular (hematoxilina e eosina). A densidade foi determinada pela
contagem do niimero de eosinéfilos presentes no infiltrado inflamatério, entre o
brénquio e a artéria adjacente, dividido pelo nimero de pontos correspondendo a
érea total do infiltrado inflamatério, num aumento de 1000x

O remodelamento das vias aéreas foi analisado pela
area de fibras colagenas em relagao ao perimetro da via
aérea. Apenas o Grupo Derp5S0SC teve aumento das
fibras coldgenas em relagao a todos os outros grupos
experimentais. A via intraperitoneal e a dose de 500mcg
de Der p nao se mostraram eficazes na inducao de re-
modelamento, tendo resultados semelhantes aos dos
camundongos tratados apenas com salina (Figura 5).
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*p<0,005 (entre Grupo Derp50SC e todos os demais grupos). MB: membrana basal.
Figura 5. Avaliacdo do remodelamento das vias aéreas pela quantificagéo de
fibras colagenas coradas por Picrosirius. A area do coldgeno (média =+ erro
padrao) foi expressa em uma relagéo entre a area das fibras colagenas (em um?)
e o perimetro da via aérea (em um?)

DISCUSSAO

A asma alérgica é uma doenca de alta prevaléncia, es-
pecialmente nas sociedades ocidentais. Nos ultimos
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anos, houve muito progresso na compreensao dos me-
canismos imunopatoldgicos, € os modelos animais tém
sido fundamentais no estudo das complexas interagoes
celulares e fisiologicas que ocorrem na doenga huma-
na.!® Além disso, sabe-se que a sensibilizacao aos aca-
ros da poeira é o principal fator de risco para desenvol-
vimento de doencas alérgicas respiratorias.'® Com isso,
vem aumentando o nimero de trabalhos publicados uti-
lizando 4acaros em modelos animais, de modo a mime-
tizar de forma mais fidedigna a doenca encontrada na
pratica clinica e compreender melhor seus mecanismos
patoldgicos.

Vérias combinacoes de diferentes vias de sensibi-
lizacao e provocacdo ja foram utilizadas em modelos
murinos de asma por acaros, entre elas sensibilizagao
por via IP, SC, IN e provocagao aerossol, IN e intratra-
queal.(1132) Porém poucos foram os estudos publicados
com a combinacgao de sensibilizacio SC e provocagao
IN.092D) As vias SC e IP para sensibilizagdo sao com-
paraveis em modelos de ovalbumina,® mas, até onde
sabemos, o presente estudo foi o primeiro a comparar
as vias de sensibilizacdo SC e IP em um modelo de asma
por acaro.

Como a asma é uma doenca de perfil TH2, com
mecanismo IgE-mediado, a primeira condigdo para
desenvolver um modelo eficiente de doenga pulmonar
alérgica € uma sensibilizagao eficaz, com sintese de IgE
especifica em niveis adequados.!” Conseguimos altos
titulos de IgE, medidos pela técnica de PCA. Mostra-
mos também formacio de altos titulos de IgG1 ana-
filatica, corroborando achados da IgE. Além disso, as
duas vias de sensibilizacdo (SC e IP) foram eficazes,
bem como as duas doses estudadas (50 e 500mcg de
Der p por injecdo). Os grupos submetidos a doses de
50mcg de Der p parecem ter apresentado niveis mais
elevados de IgE especifico do que os grupos 500mcg,
particularmente nos animais sensibilizados por via SC,
nos quais encontramos diferenca de duas titulagoes, o
que € considerado significante na técnica de PCA. Em
estudo prévio, nosso grupo demonstrou que o aumen-
to da dose utilizada na sensibilizacio levava a aumen-
to da IgE em camundongos BALB/c e diminuicdo em
C57BI1/6.%Y Nossos resultados sugerem a ocorréncia de
uma imunomodulacao com a dose de 500mcg adminis-
trada em trés injecgoes.

Outro dado importante € a participacao do eosindfi-
lo na patogénese da asma.**?¥ O eosindfilo € recrutado
por citocinas e quimiocinas para o sitio da inflamacao
apos a desgranulacao do mastdcito ativado pela ligagao
alérgeno-IgE e, depois de chegar ao local da agressao,
causa dano epitelial, aumento do processo inflamatdrio
e € considerado o principal responsavel pelo processo
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inflamatdrio persistente na via aérea do asmatico.®)
Conseguimos demonstrar o aumento da eosinofilia no
espago peribroncovascular apos a sensibilizagao com
50mcg IP em relacao aos outros grupos sensibilizados
via IP. Nos grupos sensibilizados por via SC, apenas o
de dose menor (DerpS0SC) apresentou aumento da
eosinofilia peribroncovascular em relacdo ao seu con-
trole negativo (SalSC). Mais uma vez, a dose elevada de
500mcg por aplicacao no Grupo SC pode ter acarretado
desvio da resposta imune para tolerancia.

No entanto, a diferenca mais marcante encontrada
no presente estudo se deu em relacao ao remodelamen-
to das vias aéreas. O Grupo Derp50SC apresentou um
aumento proeminente da drea de fibras coldgenas em
relacdo ao perimetro das vias aéreas quando compara-
do aos outros grupos. A dose de 500mcg por via SC nao
desencadeou maior producao de fibras colagenas nem
mesmo em comparacido ao Grupo Salina. Esses acha-
dos corroboram nossa hipdtese de que as doses mais
altas devem ter induzido populacgoes regulatorias, di-
minuindo a producao de IgE, a inflamacao alérgica e
a cronificacao do processo. Além disso, a via de sen-
sibilizacao IP também nao se mostrou eficiente na in-
ducao de remodelamento, tanto no grupo que recebeu
a dose menor (50mcg) como no que foi submetido as
injecoes de S00mcg. Isso mostra a importancia de mais
estudos como o aqui apresentado, que comparem vias
e doses diferentes para induzir a sensibilizagao com
aeroalérgeno. A comprovagao de que as doses de 50mcg
foram mais eficazes que as de 500mcg nao s6 fortalece
o conceito de tolerancia por altas doses, mas permite
que estudos futuros sejam realizados utilizando meno-
res quantidades de alérgeno, com maior custo-eficicia.

CONCLUSAO

O modelo de asma experimental com duracao de 30
dias, baseado na sensibilizagdo SC com 50mcg de Der p
com hidréxido de aluminio, em trés aplicacoes, segui-
das por provocagao nasal didria com Der p 50mcg em
10mcL de salina por 7 dias, e sacrificio ap6s 24 horas do
ultimo desafio foi eficaz no desenvolvimento de IgE e
IgG1 especificas, eosinofilia no espago peribroncovas-
cular e remodelamento das vias aéreas. A via intrape-
ritoneal mostrou-se menos eficaz neste estudo do que
a SC e doses mais elevadas de acaro para sensibiliza-
¢ao (500mcg) foram inferiores as de 50mcg, sugerindo
imunomodulacdo. Mais estudos sdo necessarios para
avaliar a eficicia deste modelo no desenvolvimento
da hiperresponsividade das vias aéreas, mas ele pode
ser replicado em experimentos para criacao de novas
estratégias terapéuticas com medicamentos ou mesmo
imunoterapia.
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