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REVISAO SISTEMATICA SOBRE MODELOS EXPERIMENTAIS
DE ASMA AGUDA E CRONICA INDUZIDOS COM EXTRATO DE
ACARO DA POEIRA DOMESTICA

SYSTEMATIC REVIEW ON EXPERIMENTAL MODELS OF ACUTE AND
CHRONIC ASTHMA INDUCED WITH HOUSE DUST MITE EXTRACT

Moisés Santos Dutra', Cristian Roncada’, Rodrigo Godinho de Souza',

Aline Andrea da Cunha', Paulo Marcio Pitrez’

RESUMO

Introdugédo: Asma é uma doenca crbnica das vias aéreas inferiores com elevada
prevaléncia. Pesquisadores no mundo todo tém desenvolvido varios estudos
experimentais em camundongos com o objetivo de entender melhor os mecanismos
da doenca e testar novas terapias. Acaros estéo presentes de forma abundante na
poeira doméstica, sendo considerados os alérgenos mais comuns desencadeantes
de asma alérgica. Este estudo objetiva apresentar e discutir desfechos inflamatérios
no tecido pulmonar dos camundongos, verificar a diferenga entre os modelos agudo
e cronico de asma alérgica, tempo de exposicao ao alérgeno, dose administrada e
seu impacto nas pesquisas em modelos experimentais com asma.

Métodos: A revisdo da literatura foi realizada em quatro bancos de dados (PubMed,
Scielo, Scopus e ScienceDirect). Os artigos selecionados foram avaliados primeiramente
por dois pesquisadores de forma independente, de acordo com os critérios de incluséo.

Resultados: Foram separados 126 artigos. Aplicados os critérios de inclusao e
exclusdo, somente 15 foram selecionados. S&o artigos que apresentaram diferentes
protocolos de exposicdo ao HDM. A dose de HDM mais encontrada foi 100ug seguida
por 25ug, e o tipo de modelo foi agudo.

Conclusao: No modelo agudo, observa-se um elevado nivel de inflamagéo das vias
aéreas. Ja o modelo cronico reproduz melhor as caracteristicas da asma em humanos,
hiper-responsividade bronquica e remodelamento das vias aéreas.

Palavras-chave: Asma; acaro; alérgeno; camundongos

ABSTRACT

Introduction: Asthma is a chronic disease of the lower airways with a high prevalence.
Researchers worldwide have developed several experimental studies in mice with
the goal of better understanding the mechanisms of the disease and testing new
therapies. Mites are abundantly present in household dust, being considered the most
common allergens triggering allergic asthma. This study aims to present and discuss
inflammatory outcomes in the lung tissue of the mice, verify the difference between
acute and chronic models of allergic asthma, time of exposure to the allergen, dose
administered and its impact on research in experimental models with asthma.

Methods: Literature review was performed in four databases (PubMed, Scielo, Scopus
and ScienceDirect). The selected articles were first evaluated by two researchers
independently, according to the inclusion criteria.

Results: A total of 126 articles were separated. When the inclusion and exclusion
criteria were applied, only 15 were selected. They are articles that presented different
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protocols of exposure to HDM. The most commonly found HDM dose was 100ug
followed by 25ug, and the model type was acute.

Conclusion: In the acute model, a high level of airway inflammation is observed.
However, the chronic model better reproduces the characteristics of asthma in humans,
bronchial hyperresponsiveness, and airway remodeling.

Keywords: Asthma; mite; allergen; mice

A asma é definida como uma doenca crénica
das vias aéreas inferiores, caracterizada por
inflamacéo persistente e hiper-responsividade
brénquica'. Mudancas estruturais das vias aéreas
inferiores, incluindo espessamento da musculatura
lisa, metaplasia epitelial e hiperplasia de células
caliciformes sao caracteristicas observadas?.
Asma é a doenga crdénica mais comum na infancia,
sendo considerada um problema global de saude3®*.
No mundo todo aproximadamente 350 mil pessoas
por ano sdo internadas por asma®. House duste
mite (HDM) é um pequeno artropode microscopico
presente no habitat humano, considerado o principal
desencadeante de asma alérgica®. O HDM penetra
no epitélio da via aérea, estimulando a migracéo de
células dendriticas para os linfonodos’.

Varios modelos de inducdo de asma em
camundongos sé&o desenvolvidos utilizando diversos
alérgenos como: ovalbumina (OVA), HDM e pélen
de vegetais®®. Modelos agudo de resposta alérgica
tém sido amplamente registrados na literatura, pois
permitem elucidar mecanismos mais simples de
respostas inflamatérias de curto prazo, niveis de
IgE, hiperplasia e hipertrofia epitelial. Apesar de
serem utilizados com sucesso, apresentam algumas
limitagdes: o influxo de células inflamatdrias é
constituido basicamente por eosinoéfilos, e muitas
das caracteristicas parecem ser resolvidas alguns
dias ap6s o desfecho da administragao®. Ja outros
protocolos fazem uso de adjuvante, o qual intensifica
a resposta Th2 desencadeada pelo sistema imune.
Por outro lado, temos os modelos crénicos quando
o alérgeno € administrado repetidas vezes, sem a
necessidade de adjuvante. Apresenta resultados mais
proximos da asma clinica como remodelamento das
vias aéreas, espessamento da parede e produgéo
de muco'®.

Por ser uma doenga muito complexa e de grande
prevaléncia, a asma alérgica tem sido muito estudada
através de experimentos com camundongos.
Os camundongos sdo 0s animais mais populares
para estudos experimentais com asma, pois sao de
baixo custo, faciimente sensibilizados por alérgenos e
demonstram hiper-responsividade das vias aéreas’".
Assim, varios protocolos distintos tém sido publicados
com modelos murinos de HDM. No entanto, ndo
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existe na literatura uma analise comparativa desses
modelos experimentais (agudos e cronicos). Portanto,
o presente estudo tem como objetivos apresentar
e discutir os desfechos inflamatérios no tecido
pulmonar dos camundongos, bem como verificar
a diferenga entre ambos os modelos, tempo de
exposi¢cao ao alérgeno, dose administrada e seu
impacto nas pesquisas em modelos experimentais
de asma. Acreditamos que essa analise podera
auxiliar pesquisadores na tomada de decisao de qual
modelo usar para responder perguntas mecanisticas
ou pré-clinicas de intervengdo em asma.

METODOS

Foi aplicada uma ldégica de pesquisa (revisao
sistematica) em quatro bases de dados em saude
(PubMed, Scielo, Scopus e ScienceDirect) com
a finalidade de apresentar e discutir os principais
desfechos inflamatérios no tecido pulmonar dos
camundongos, diferenca entre os modelos e tempo
de exposicéo ao alérgeno.

Critérios de Inclusado

Foram incluidos estudos experimentais com
modelos murinos de indugdo de asma com HDM.
Foram selecionados estudos publicados em revistas
internacionais, no idioma de lingua inglesa, utilizando
extrato de HDM das empresas Greer (EUA), Alk —
Abell6 (Espanha), Bencard Worthing (Reino Unido),
e Biotecnology Charlottes Ville (EUA). Artigos sem
essas informagdes foram excluidos.

Estratégia de Busca

Para realizacdo da busca dos artigos usamos
uma légica baseada nos descritores especificos (em
lingua inglesa), junto com os operadores booleanos
(AND e OR), usando parénteses () para delimitar
intercalagdes dentro de umaldgica, assim como aspas
(*”) para identificar palavras compostas, aplicados
da seguinte forma: ((HDM OR “House dust mite”)
AND Asthma AND “Murine Model”).

As buscas foram realizadas nas bases de dados
até o presente ano de 2017. A pesquisa foi realizada
utilizando os campos do titulo (Title), palavras-chave
(Keywords) e resumo (Abstract). Filtros como idioma
do artigo e publico alvo n&do foram adicionados
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na busca. Os artigos foram importados de seus
bancos de dados utilizando o software especifico
para a elaboracao de revisbes sistematicas StArt
(State of the Art through Systematic Review)".
Para fins de relevancia na selegéo dos artigos, dois
pesquisadores avaliaram de forma independente a
selegao dos estudos.

Qualidade Metodolégica

A qualidade dos artigos selecionados foi avaliada
pelo sistema PRISMA™. Apds, foi aplicado um
checkilist (figura 1) que verifica o nivel de significancia
cientifica de cada artigo selecionado, composto por
quatro fases: a) Identificagdo: busca dos artigos
nos bancos de dados PubMed, Scielo, Scopus e
Science Direct. b) Selegéo: Os artigos duplicados
foram excluidos a partir da leitura dos titulos e
resumos. Obteve-se os artigos pré-selecionados.
c) Elegibilidade: Realizamos leitura completa dos

artigos. d) Incluséo: Inser¢do dos artigos elegiveis,
conforme os critérios de inclusao pré-estabelecidos.

Ressalta-se que cada fase foi realizada
separadamente por dois pesquisadores e analisada
por um terceiro revisor. Os artigos selecionados pelos
dois pesquisadores foram inclusos, ja os artigos nao
selecionados foram excluidos. Os artigos selecionados
por somente um pesquisador foram analisados pelo
revisor, fase em que foram excluidos ou incluidos.

Extragdo e Apresentacao dos Dados

A apresentagao dos dados foi estruturada para
demonstrar o desenho de selegcdo dos estudos
(figura 1). Tabelas pré-formatadas foram utilizadas
para registrar o autor principal, sexo e linhagem dos
camundongos, protocolo de HDM aplicado, dose de
HDM e tipo de exposicédo (tabela 1). Por fim, séo
apresentados os autores e os dados dos desfechos
inflamatoérios no pulméo e na fungao pulmonar
(tabela 2).

pesquisa de banco de dados
n=128)

Identificacdo I

Registros identificados através de

Registros adicionados por meio de
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l

!

Registros duplicados na base de dados.
Excluidos
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l

Registroz pré-selecionados
{Analize de artigos resumos)
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Registros excluidos (falta de
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(n=88)

¥

h

Artigos de textos completos
{analise completa dos artigos)
{n=18)

Elegebilidade

Artigos de textos
completos excluidos
(n =03}

l
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|

Figura 1: Fluxograma de elegibilidade e inclusdo dos estudos.
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Tabela 1: Modelos murinos de exposicédo ao HDM.

Autor Sexol/linhagem

Protocolo de HDM aplicado

Dose do HDM Exposigcao

Piyadasa et al. (2016)“  Macho, Balblc Desafios i.n por 5 dias consecutivos 35 pl of HDM Aguda
durante duas semanas. (0.7 mg/ml)
Seyedrezazadeh et al 200, 100,
(2015)" " Fémeas, Balb/c Sensibilizagéo i.n nos dias 0, 7, 14 100 pg Cronica
respectivamente
Zaslona et al. (2014) C57BL/6 Desafio orofaringeo nos dias 0, 7,8, 444 g Aguda
com eutanasia no dia 9
Desafio i.n 5 dias consecutivos/
Chen et al. (2013)" Fémeas, Balb/c semana, durante 5 semanas 25 ug Crobnica
consecutivas, eutanasia no dia 33.
Protocolo #1: desafio i.n no dia 0O, Pr.otocolo
. . L #1: 100 pg
seguido dos dias 7-11, com eutanasia (dia 0), 10
N no dia 14. Protocolo #2: desafio i.n L Hg #1: aguda; #2:
- s Machos e fémeas, (dias 7-11). a ;.
Draijer et al. (2013) 3x/semana, por 3 semanas, com cronica; #3:
Balb/c - . . Protocolo
eutanasia no dia 21. Protocolo #3: . dado ausente
- . #2: 25 pg.
desafio i.n nos dias 0, 7, 14 e 21, com .
g, ; Protocolo #3:
eutanasia no dia 24.
100 pg
R Desafio i.n nos dias 0, 7, 14 e 21
19 s 0 )
Hagner et al. (2013) Fémeas, Balb/c eutanasia no dia 22. 100 pg Aguda
» Machos, C57BL/6 Sensibilizagdo i.p nos dias 1 e 7. Sensibilizaggo:
Kelada et al. (2011) ) ) - 10 ug. Aguda
e BALB/cJ Desafio no dia 14 por via orotraqueal. .
Desafio: 50 pg.
. Fémeas, C57BL/6, Desafio i.n por 10 dias consecutivos e
21 ) )
Nikota et al. (2011) CD1 e BALB/C eutanasia apos 3 dias. 25ug Aguda
Sensibilizagédo i.p. nos dias 0 e 14.  Sensibilizagao:
Desafio por aerossol entre os dias 20 ug
Tourdot et al. (2011)2>  Fémeas, BalB/c  21-24 por 20 min. Desafio reexpostos  (com alum). Aguda
ao HDM 2 dias consecutivos, com Desafio:
eutanasia no dia seguinte. 1,10 e 50 pg
. Fémeas, WT Desafioi.n nos dias 0, 7, 14, e
23 ’ s by 3
Marichal et al. (2010) C57BI/6 cutanasia no dia 17. 100 pg Aguda
Herrerias et al. (2009)* Fémeas, Balb/c  Desafios i.n por 10 dias consecutivos 25 ug Aguda
Fémeas Sensibilizagéo i.p nos dias 0 e 4. Imur51|zagao:
Matheu et al. (2009)% ’ Desafio i.n nos dias 14 e 15, e OVA L9 Aguda
C57BL/10 - . (com alum).
com alum e eutanasia no dia 16. .
Desafio: 5 ug
Sensibilizagdo i.n nos dias 0, 1 e 2.  Sensibilizagao:
Phipps et al. (2009) BALB/c Desafio i.n. nos dias 14, 15, 16 e 17, e 25 pg. Aguda
eutanasia no dia seguinte. Desafio: 5 ug
Desafio i.n por 5 dias consecutivos/
semana, por 5 semanas e 7 semanas
Johnson et al. (2008)?”  Fémeas, Balb/c consecutivas, respectivamente. 25 ug Crobnica
Eutanasia 24 horas apds ultima dose
de BUD/FORM.
Sensibilizagao:
100 pg
Sensibilizagdo s.c e ACF. Reforgo éﬁ%@sﬁgxgje
Kim et al. (2006)* Fémeas, BALB/c 7 dias mais tarde com (ACF). Desafio P e Crobnica
: 72 horas apos
i.n 6 vezes/semana. o
a primeira
imunizagéo).
Desafio: 10 ug
Inoue et al. (2005  Machos, C3H/HeN Sensibilizagao i.n. por 4 dias 100 g Aguda

consecutivos durante 2 semanas.

HDM: house dust mite; BUD/FORM: budesonina/formoterol; ACF: adjuvante completo de Freund, i.n.: intranasal; i.p.: intraperitoneal. Alum:

hidréxido de aluminio.
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Tabela 2: Resultados dos desfechos inflamatérios no pulméao e na fungédo pulmonar.

Autores

Desfechos inflamatérios no pulmao

Piyadasa et al. (2016)"

Aumento de eosindfilos e macréfagos, aumento da resisténcia das vias
aéreas. Andlise histoldgica mostra um influxo celular significativo para a area
peribronquial e perivascular.

Seyedrezazadeh et al. (2015)'®

Resposta fibrética elevada, mudancga estrutural das vias aéreas e aumento das
células inflamatodrias

Zastona et al. (2014)'6

Elevado numero de eosindfilos e macréfagos no BALF.

Chen et al. (2013)"

Inflamacéo das vias aéreas e significativo aumento de eosindfilos, linfécitos e
neutrofilos. A exposicéo continua causa hipersecrecdo de muco e hiperplasia de
células caliciformes.

Draijer et al. (2013)'®

Alta porcentagem de eosindfilos e células T efetoras no tecido pulmonar.

Hagner et al. (2013)"°

Significativa inflamagé&o eosinofilica e neutrofilica.

Kelada et al. (2011)*

Significativo aumento de linfécitos, macrofagos e da produgéo de muco.

Nikota et al. (2011)?!

Extensiva inflamagao eosinofilica, enquanto que a exposic¢éo prolongada induziu
remodelamento das vias aéreas.

Tourdot et al. (2011)?2

Inflamagéo eosinofilica e neutrofilica, aumento da hiper-responsividade
a metacolina, além do aumento da resisténcia brénquica e diminui¢cdo da
complacéncia.

Marichal et al. (2010)?

Inflamacéo eosinofilica, inflamagao das vias aéreas hiperplasia das células
mucosas, hiper-reatividade das vias aéreas e aumento de IgE no soro.

Herrerias et al. (2009)*

Significativa hiper-reatividade nas vias aéreas e forte inflagéo eosinofilica.

Matheu et al. (2009)%

Alta porcentagem de eosindfilos e linfécitos nas vias aéreas.

Phipps et al. (2009)%

Inflamacgéo eosinofilica, elevado niumero de células caliciforme. Secregéo de
muco. Aumento da resisténcia e diminuicdo da complacéncia.

Johnson et al. (2008)*

Forte inflamacao das vias aéreas, inflamacgéo extensiva peribronquial e
perivascular. Aumento da produgéo de muco e da deposigéo de colageno na via
aérea subepitelial.

Kim et al. (2006)

Elevado infiltrado de células inflamatdrias na submucosa das vias aéreas como
eosindfilo e macréfagos

Inoue et al. (2005)?°

Alto niumero de eosindfilos e neutréfilos no BALF. Aumento de citocinas Th2

como IL-13 E IL-5.

LBA: Lavado broncoalveolar; IgE: Imunoglobulina E; Th2: Célula Th2; IL13: Interleucina 13; IL-5: Interleucina 5.

RESULTADOS

Foram selecionados 126 artigos (PubMed: 49;
ScienseDirect: 18; Scopus: 59 e Scielo: 0). Em uma
primeira analise, 40 artigos foram excluidos por
duplicidade (duas ou mais bases de dados), 68 artigos
foram excluidos por ndo se enquadrarem nos critérios
de inclusdo e dois artigos foram excluidos por néo
usarem HDM como alérgeno. Portanto, para o presente
estudo foram incluidos 16 artigos experimentais.
Na Figura 1 é apresentado o fluxograma da evolugéo
do estudo conforme o PRISMA™,

Para um maior esclarecimento do nosso estudo
de reviséo sistematica, os artigos selecionados
estao resumidos em duas tabelas. Na Tabela 1 sao
apresentados os modelos usados na administragao
do HDM, e na Tabela 2 séo exibidos os objetivos e
resultados principais dos desfechos inflamatérios
pulmonares de cada estudo elegivel.

136 Clin Biomed Res 2017;37(2)

DISCUSSAO

Os artigos selecionados neste estudo sao
de grande relevancia para a ciéncia, trazendo
informacdes importantes no entendimento da asma.
Modelos murinos de asma com HDM exibem varias
caracteristicas da doenca, pois muito se aproximam
da doenga que acomete os pacientes, tornando-se
uma alternativa para investigar os mecanismos da
asma e resposta a tratamentos®. No presente artigo,
verificamos diferentes modelos de asma induzida por
HDM, mostrando a diferenga entre modelos agudos
e cronicos, tempo de exposi¢cao ao alérgeno e dose
administrada.

O modelo agudo de exposigao ao HDM ¢é
uma forma mais rapida de obter resposta. Pode
ser seguido ou ndo da presenga de adjuvante™.
Reproduz muitas caracteristicas da asma, como
elevado nivel de inflamagéo das vias aéreas, IgE

http://seer.ufrgs.br/hcpa
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e células caliciformes'. Nos artigos selecionados
observou-se que o0 modelo agudo foi usado em
dez artigos. Os resultados mostram, em relagéo
ao desfecho inflamatério no pulmao, que os grupos
expostos ao HDM apresentam percentual elevado
de eosindfilos, alto numero de células nas contagens
total, inflamacéo das vias aéreas, producio de
células caliciformes, hiper-responsividade das vias
aéreas, IgE total no soro, aumento de citocinas IL-4
e IL-5 e alto influxo celular na area peribronquial
e perivascular'#16.18.19.21.23.24-2628  Fm relagdo a
funcdo pulmonar, o trabalho de Phipps et al.?®
mostra um aumento da resisténcia e diminui¢cao
da complacéncia das vias aéreas. Outros estudos
mostram que o influxo de células inflamatdérias é
predominantemente eosinofilico e que a hiper-
responsividade brénquica é rapidamente revertida
apos cessar a exposicado ao alérgeno®®?'. Portanto,
depreende-se que o modelo agudo de exposi¢do ao
HDM é um método importante para avaliar e obter
resultados preliminares e sem uso de adjuvante.
Os desfechos inflamatérios no tecido pulmonar séo
baseados em eosinofilos'6:19.2425,

Por outro lado, modelos crénicos de exposicéo
ao alérgeno assemelham-se ao modelo agudo'.
Na presente revisado sistematica foram selecionados
cinco artigos de administragao crénica. Os resultados
mostram uma robusta inflamagdo e aumento da
espessura das paredes das vias aéreas, com
deposicéo de colageno peribronquial e perivascular,
produgéo de muco, expressao da citocina actina alfa
de musculo liso (a-SMA) e hiper-responsividade
brénquica a metacolina®™':'%22_ | ogo, modelos
crénicos fornecem desfechos mais proximos a asma
clinica com resultados sobre remodelamento das
vias aéreas, espessamento da parede, e aumento
da produgao de muco. O protocolo de HDM aplicado
tende a ser de longo prazo, sendo indicado para
reproduzir a asma cronica, mais agressiva'’:1827.28,
Apesar disso o modelo cronico apresenta algumas
limitagdes, como, por exemplo, em camundongos a
inflamacéao nao fica restrita as vias aéreas condutoras,
ja nos seres humanos a inflamagao e remodelamento
no parénquima pulmonar sdo observados. Além
disso, para Kumarr®® ndo ocorre o recrutamento de
mastécitos no epitélio das vias aéreas.

Outra analise importante é a dose de HDM.
Observa-se na Tabela 1 que a dose mais usada foi
de 100pg. Os resultados desses trabalhos mostram
que o numero de células totais e diferenciais no
lavado broncoalveolar (BAL) é significativamente
alto, assim como a inflamagéao das vias aéreas e a
produgao de células caliciformes®19232° A contagem
total e diferencial das células, o nivel de IgE no soro

http://seer.ufrgs.br/hcpa

e aresisténcia das vias aéreas a metacolina também
sdo elevadas. Ja com o modelo crénico, a mesma
dose apresenta extensiva inflamacgao peribronquial
e perivascular, produgao de muco e deposi¢ao de
colageno'%,

Asegunda dose mais usada foi de 25ug. Os resultados
demostraram que a hiper-responsividade das vias
aéreas, inflamagéao eosinofilica, contagem total de
células, e IL-13 aumentaram quando comparado
com o grupo controle?'?*, Outro dado importante
que nosso estudo demonstra € o uso de adjuvante
(alum). O adjuvante intensifica a resposta Th2 pelo
sistema imune®. Nos artigos cujo adjuvante foi
usado os niveis de IgE especifica para HDM e total
no soro aumentaram no grupo exposto ao HDM,
assim como as citocinas IL-4, IL-5 e IFN-gama, e a
hiper-responsividade das vias aéreas?'*3,

Apesar do modelo utilizado e a dose administrada
serem fundamentais para o desenvolvimento da
doencga, os resultados nao dependem tao somente
do modelo ou dose. A linhagem do camundongo,
0 sexo e a via de administracdo do alérgeno séo
fatores que influenciam no desfecho®'.

HDM é um alérgeno ambiental de extrema
importancia, derivado de acaros da poeira doméstica
que estdo presentes em todos os ecossistemas e
cultivam diversos habitats. Apesar de varios grupos
cientificos terem desenvolvido diferentes modelos de
exposigcdo ao HDM, o objetivo principal de todos é
de reproduzir as caracteristicas clinicas da doenga,
desenvolver novas terapias e avaliar o efeito de
novos farmacos.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes.
Os artigos que utilizaram, como alérgeno, proteinas
recombinante Derf 1, Derf2 ou Blott 1 paraindugéo
do modelo experimental de asma aguda e cronica
nao foram incluidos®42°, Além disso, nao foi possivel
mensurar o nimero de camundongos empregado
em cada artigo avaliado®®.

Concluindo, nosso artigo mostra diferentes estudos
de protocolos de indugdo de asma com HDM. O tempo
de exposi¢cdo ao HDM influencia nos resultados
finais, bem como a dose usada. Os modelos de
inducéo de asma crénico e agudo sdo importantes
para o entendimento da asma. Os modelos agudos
sdo geralmente usados para elucidar e entender
respostas imunolégicas e inflamatérias na asma™
e 0s modelos crbnicos oportunizam a investigagéao
das mudancas estruturais das vias aéreas®®.
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