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RESUMO

Rinite alérgica € uma inflamac&o da mucosa na cavidade qae patologicamente promove
0 desenvolvimento de sintomas como espirros, prurido, stigeasal, rinorreia e/ou perda
associada de cheiro e gosto desenvolvidos levando a perdalidadg de vida do individuo

A rinite alérgica acomete cerca de 20% da populacdo nluadiastudos vem sendo
desenvolvidos também pela sua correlacdo com outrasadoatérgicas como a asma. A
relevancia mundial da doenca e o alerta aos grupos deigzesmntifica expde a necessidade
de protocolos experimentais para os estudos pré-clinicos. éivobgeste trabalho foi
implementar um protocolo experimental de rinite alérgidanica eficaz nos estudos de
potenciais farmacos com atividades antialérgica no Ladr@ale Imunofarmacologia. Para
tal, foram utilizados camundongos BALB/c fémeas para o desemento do modelo: nos
dias 0 e 7 camundongos foram sensibilizados com 100uL/10g (i.p.) de uma suspensao
contendo 50 pg/mL de OVA e 10 mg/mL de AI(OH); em solucdo salina. Nos dias 14, 15, 16,
21, 22, 23, 28, 29 e 30 doses de 0,50pg de OVA em 20ul de solucéo feedima
administradas por via intranasal (i.n.). Foi dado unmmaile de 15 dias e nos dias 49, 50, 51,
52, 53, 54 e 55 do protocolo foi realizado o tratamento dos anicoan a droga padréo
dexametasona. Os animais foram distribuidos nos seggnipos (n=5): controle negativo
(basa), controle positivo (ovalbumina) e dexametasona 2 mg/kg) (Lnhora antes dos
desafios. Os resultados obtidos foram expressos em médRM e tratados no software
GraphPad Prisma versdo 5.0. A andlise estatistica &dizada pelo ANOVA one-way
seguido de pos teste de Tukey. Os resultados demonstrarars guemais sensibilizados e
desafiados com a ovalbumina desenvolveram o quadro dealiitgca cronica evidenciado
pela intensa migracao de células inflamatoérias paraidacke nasalproducéo de IgE3VA
especifica e alteracdes teciduais inflamatorias-aksgiomo aumento de mastocitos e de
muco. A dexametasona apresentou efeito imunomoduladerteado o processo alérgico
como evidenciado nos parametros avaliados. Concluimos imoelelo experimental de rinite
alérgica crbnica foi implementado no supracitado labdoatstando este apto a realizar
analises pré-clinicas de produtos naturais e sintéticos.

Palavra chave: rinite alérgica, modelo experimental, afarmacologia



ABSTRACT

Allergic rhinitis is an inflammation of the mucosa in thesal cavity that pathologically promotes
the development of symptoms such as sneezing, pruritus, nasastemgehinorrhea and / or
associated loss of smell and taste developed leadinggmiaguality of life of the individual.
Allergic rhinitis affects about 20% of the world population andi®s have also been developed
for its correlation with other allergic diseases such dast The worldwide relevance of the
disease and the alert to scientific research groups expeseedt for experimental protocols for
preclinical studies. The objective of this work was to enpént an experimental protocol of
chronic allergic rhinitis in the studies of potential drugs wathtiallergic activities in the
Laboratory of Immunopharmacology. For this, female BALB / ¢ migere used for the
development of the model: on days 0 and 7 mice were sensitized with 100 uL / 10g (ip) of a
suspension containing 50 pg / mL OVA and 10 mg / mL Al (OH ) 3 in saline solution. On days

14, 15, 16, 21, 22, 23, 28, 29 and 30 doses of 0.50 pg of OVA in 20 pl of saline were administered
intranasally (i.n.). An interval of 15 days was given and on d8y$0, 51, 52, 53, 54 and 55 of
the protocol the animals were treated with the standard drug dexaorehdhe animals were
divided into the following groups (n = 5): negative control (basal) tipescontrol (ovalbumin)
and dexamethasone 2 mg / kg (i.n.) 1 hour before challenge. The results were expressatia
SEM and treated in GraphPad Prisma software version 5.0. Sthastadgsis was performed by
one-way ANOVA followed by Tukey's post-test. The ressliswed that animals sensitized and
challenged with ovalbumin developed chronic allergic rhinitis @sleaced by the intense
migration of inflammatory cells into the nasal cavity, speciigE-OVA production and
inflammatory-allergic tissue changes such as mastaedlsnucus enlargement . Dexamethasone
presented an immunomodulatory effect reversing the allgpgicess as evidenced in the
evaluated parameters. We conclude that the experimental modeloafccallergic rhinitis was
implemented in the aforementioned laboratory, being ableetéonn preclinical analyzes of
natural and synthetic products.

Key words: allergic rhinitis, experimental model, immunopharmacology



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Anatomia da cavidade nasal humana.
Figura 2. Protocolo de rinite alérgica cronica.

Figura 3. Fotomicrografias representante da cavidade nasal dasisanbm rinite alérgica

cronica, coradas com HE observadas no aumento de 400x.

Figura 4. Fotomicrografias representante da cavidade nasal dasisanbm rinite alérgica

crbnica, corada com PAS e visualizadas no aumento de 400x.

Figura 5. Fotomicrografias representante da cavidade nasahitiegis com rinite alérgica

cronica, coradas com AT e visualizadas no aumento de 100x.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tratamento dos animais de cada grupo.
Tabela 2 Solugéao Salina

Tabela 3Solugdo Salina Tamponada

Tabela 4 Solugéo de Turk

Tabela 5. Tampé&o Fosfato pH 7,2 utilizado no EDTA
Tabela 6 HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) pH 7,4
Tabela 7. Corante Azul de Toluidina

Tabela 8. Reativo de Shifft para coloragédo de PAS
Tabela 9. Acido periddico 1% para coloracéo de PAS

Tabela 10. Eosina amarelada para coloracéo de H&E



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1. Efeito da sensibilizacéo por ovalbumina (OVA) mtnento com dexametasona na
migracao de células para a cavidade nasal dos camundongo$dBALB

Gréfico 2. Efeito da sensibilizacédo por ovalbumina (OVA) mtnanto com dexametasona na
migracdo de neutréfilpamacrofagos e linfocitos para a cavidade nasal dos camundongos
BALB/c.

Gréfico 3. Efeito da sensibilizacédo por ovalbumina (OVA) mtnanto com dexametasona na
migracao de eosindfilos para a cavidade nasal dos camund®AbB&C.

Gréfico 4. Efeito da sensibilizacéo por ovalbumina (OVA) &tmanto com dexametasona na
producéo de IgE-ova especifica sérica nos camundongoB/BAL

Gréfico 5. Efeito da sensibilizagédo por ovalbumina (OVA) mitnanto com dexametasona na
producéo de citocinas nos camundongos BALBI/c.

Grafico 6. Efeito da sensibilizacdo por ovalbumina (OVApdratamento com dexametasona
na analise histologica representada em score.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APCs - Células apresentadoras de antigeno
AT — Azul de Toluidina

BAL - Lavado Broncoalveolar

H&E — Hematoxilina e Eosina

HRB — Hiperrresponsividade Brénquica
[.N. — Intranasal

|.P.— Intraperitoneal

IFN-y — Interferon gama

Ig — Imunoglobulina

IgE — Imunoglobulina E

IL — Interleucina

IL-13 - Interleucina 13

IL-17 — Interleucina 17

IL-4 — Interleucina 4

IL-5— Interleucina 5

MHC — Complexo de histocompatibilidade
NALF — Fluido lavado nasal

NO — Oxido nitrico

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

OVA — Ovalbumina



PAS— Acido periodico de shifft
PBS- Solucgédo salina tamponada
PMN — Polimorfonucleares

g.s.p— Quantidade suficiente para
RA — Rinite alérgica

RAC - Rinite alérgica crbnica
RPM - Rotagbes por minuto

SPT- Teste cutaneo prick



Sumario

O [ a1 (0T [ [oF= o B PP SPPP PP 19......
0 T =P 19......
1.2.Hipersensibilidade Imediata..............cooouuuiiiiiiiiiii e 20...
1.3.Relacao rinite alérgica € asmal..........coooviiiiiiiiiiiiiiiie e 24...
1.4.Modelos experimentais de rinite alérgiCa............cccoeeeeeeiieiiiiiiiiiiiiieeenn 25.
1.5. Tratamento da rinite alergiCa............uuuuuuuuiiiiiiiie e 26...

2. ODJELIVOS. ...ttt 27......
2.1 ODJELIVO QETAL....ceeiii e 28.....
2.2 Objetivos ESPECIfICOS.....ciiiiiiiiiiiiiieie e 28....

I IV = LT = =T Y= o To [ 1P 29.....
I 00 O = TP 30......
3.2. Preparo da droga PAOIEQ0........cceuuuuieeiieiiiieee et e e 30....
3.3. Tratamento dOS ANIMALS........ccuuieeriiieeriis e e e e e e e e e aaannes 30....
3.4. Rinite alérgica induzida por ovalbumina (OVA)........cccooeviiiiiiiiiiiieeiieeeees 31
3.5.Coleta do fluido lavado nasal (NALE)........cc.coiiiiiiiiiee e 32..
3.6.Dosagem de imunoglobulina E OVA-especifica..........cccccoeevvvviieiviiineennnnn. 32
3.7. Contagem total e diferencial de células do NALF..............ccccoiieviiineennnnn. 33
3.8. QuantificaCao das CILOCINAS..........uiereriieeeiii e e e e e e eaa e 33...
3.9. Andlise histoldgica da cavidade nasal...........c.c.ccoviiiiiiiiiccii e 34..
3.10. ANAIISE ESTALISHICA. ... .uuu i eiiiiriiie e eeaae 35....
3.11. SUDSLANCIAS € SAIS.....uuuiiiiiiiiiiiie ettt eeeeane 35....
3.12. SOIUGDES. ... e 36......
3.13 ScOore HiStOIOQICO. ... ..ceiei e 41....
.14, APArEINOS ... e 41.....

o =TS U] 1= o [0 1< RSP 42......
4.1. Desenvolvimento da rinite alérgica induzida por ovalbumatfeit de
glicocorticoide na migracao de células totais para o ladadmavidade nasal......43

4.2. Efeito da sensibilizacdo por ovalbumina e do tratangemodexametasona na
migracdo de neutréfilos, macréfagos e linfocitos paevado da cavidade nasat4

4.3 Efeito da sensibilizacdo por ovalbumina e do tratamentode@ametasona na
migracdo de eosindfilos para o lavado da cavidade .nasal............................ 45

4.4. Efeito da sensibilizacdo por ovalbumina e do tratamentodexametasona na
producédo de IgE ova-especifica SEriCa............ccooeeveviiiiiiiii i, 46..

4.5. Efeito da sensibilizagcéo por ovalbumina e do trataor@h dexametasona na
producéo de citonicas no lavado da cavidade nasal................ccccoeviiiiineinnnnn. 46



4.6. Efeito da sensibilizagao por ovalbumina e do trataor@mh dexametasona na
andlise histoldgica da migracéo celular para o tecidaddade nasal............. 468

4.7. Efeito da sensibilizagao por ovalbumina e do tratamentodsx@metasona na
andlise histoldgica de mucopolissacarideo e metaplasi&ulas caliciformes no

tecido da cavidade Nasal............couuuiiiiiiiiiiii 469..
4.8 Efeito da estimulag&o por ovalbumina e do tratamentodexametasona na
andlise histolégica da migracdo de mastdgimsavidade nasal........................ 50
4.9. Efeito da estimulag&o por ovalbumina e do tratan@nmtodexametasona na
analise histoldgica representada €m SCOME...........ovveevviiiiiiieeeeeiiiee e 51.
o I 1S ol 1 17 Lo 52......
GO0 od [0 17= Lo NP 58......

T R I BN CIAS . .. e e e 60......



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1 Rinite

A Rinite, clinicamente, implica em um grupo heterogémweo transtornos nasais
caracterizados por um ou mais dos seguintes sintomas: prooiigestao, rinorreia, dor de
cabeca e fadiga desenvolvida a partir de um processo itdlaongue acomete as membranas
mucosas nasais. (URMILA et. al., 2015)

Do ponto de vista etiolégico, a rinite pode ser decorrententie infeccdo ou apenas
de uma inflamagdo nado infecciosa. A rinite ndo infeccitsa sido tradicionalmente
classificada como alérgica e nao alérgica, e o didgod®m-se baseado na histoéria clinica
do paciente e nas respostas ao teste cutaneo prick (SRINet. al.,2011). No entanto,
recentemente sugeriu-se que essa abordagem nao esta tetatoeeta, pois pacientes
previamente diagnosticado com rinite ndo alérgica oteridiopatica podem realmente ser
classificados como tendo rinite alérgica (LOP&Z al., 2010). A forma alérgica € a mais
comum de rinite, entretanto, ainda se encontra negligineigubnotificada pelos servigos de
saude mesmo sendo considerada uma das dez doencas quearalsulssa por atendimento,

bem como poucos estudos séo realizados sobre a d8&IJ&QUETet. al., 2008)

A rinite alérgica (RA) € uma doenca inflamatoria das @éeas superiores comuns
em criancas e adultos. Os sintomas mais frequentesirel@es das interacdes de células
inflamatorias residentes e infiltrantes, associadasnaxdiadores inflamatoérios produzidos e
liberados tais como as citocinas e neurotransmissorestesfionsaveis pela alteracdo na
gualidade de vida dos pacientes e envolvem custos considepavaia sociedade, afetando o
sono, o desempenho escolar ou de trabalho (CIPRANLEGII., 2007). No final da década de
90 estimou-se que 0s gastos com a RA chegaram aos 5,9 lh@kdares nos Estados
Unidos da América (PRENNER. al., 2006).

Estudos epidemioldgicos demonstram que a RA € uma doenagoaium em todo
0 mundo afetando cerca de 20 a 25% da popula¢do o que codespaproximadamente 1,8
bilhdo de pessoas (OMS, OPAS, 2016). Em adicdo, tem sido nwgtrad rinite alérgica €

um dos varios fatores de risco para o desenvolvimentonaz @® adultos e criancas e que a
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prevaléncia nos paises industrializados aumenta a caddesitto a exposicdo constante a
diversas particulas (GUERR&t. al.,2002; SKONERet. al., 2001). Segundo a Hipdtese de
Higiene, alguns estudos atribuem o aumento da frequéncinitdealérgica na populacéo e,
principalmente na populacdo dos paises mais desenvolvidogdangas na dieta, 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos e outros fatores que altarearga microbiana no inicio

da vida, levando a uma maior susceptibilidade as alergid$¥BES et. al., 2013).

Algumas evidéncias dao suporte a relacdo de doencas msssiBais € a rinite
alérgica, 25 a 30% dos individuos com quadro agudo de sinusiténiearalérgica, e desses
40 a 67% possuem sinusite cronica unilateral e mais de 80% nasitesicronica bilateral
(FOKKENS et. al., 2007). H& relatos demonstrando a relagcdo com alémggas como a
conjuntivite alérgica (YOKt. al., 2012).

O desenvolvimento da RA aumenta a probabilidade de predisposig@cipasite
pela inflamacédo das vias nasais resultando na congesiégiracdo nasal. A diminuicdo da
ventilacdo sinusal e da disfuncéo ciliar, transudato d#oBue estagnacdo do muco, todavia
sdo promovidos também por bactérias patogénicas (FOKK&ENS., 2007; HELLINGet.
al., 2006).

A RA é classificada em sazonal caracterizada principdaémpala associacdo sla
mudancas de estacdo que promovem O contato com estrubgetsiy e/ou animais qu
possuem compostos proteicos extremamente alergénicos gmmaexemplo, na poeira
domeéstica, pélens e animais de estimacédo, e esta assoziag@racimento dos sintomas
durante alguns dias com posterior resolucdo. A RA pereredmica é caracterizada pelo
desenvolvimento dos sintomas durante todo o ano, provocddacpetato com essas

proteinas de forma mais intensa ou repetidamente (MANDH@&IN&., 2011).

1.2. Hipersensibilidade imediata

A cavidade nasal (Figura 1) é dividida, anatomicamente, ggdto nasal, composto
de osso e cartilagem, proximalmente e distalmente respuetita. Apresenta os cornetos

inferiores, médios e superiores responsaveis pelos poxeke filtracdo, umidificacdo e
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regulacéo da temperatura do ar antes que este alcance aderiares. Os cornetos e toda a
cavidade nasal sdo revestidos por uma mucosa epitelglacitolunar pseudoestratificada
gue adere por uma membrana basal e a submucosa (lamina)ptdaniegido da submucosa
sdo encontradas glandulas nasais serosas e seromwdésasie nervos, vasos extensos e
outros elementos celulares. Superficialmente a carepitielial existe uma fina camada de
muco de movimento dindmico continuo desenvolvido pelos cilioslieegdo a nasofaringe
posterior (BRAUNSTAHLet. al., 2001).

Corneto Seio
Seio superior esfenoidal
frontal i 8
Tubo de
Corneto Eustaquio

médio ’\ l
Corneto
inferior \

Valvula |
nasal /
Vestibul

o nasal

Fonte: Dykewicz MS. Rinite e sinusite. Imunologia Gl&i 3a ec
Londres: Moshy Elsevier; 2008 p. 626-39.

Figura 1. Anatomia da cavidade nasal humana.

Nos processos infecciosos virais ou bacterianos bemneomflamacéo alérgica, a
depuracdo mucociliar € prejudicada. Além disso, desenvohae-sbstrucdo nasal pelas
alteracdes vasculares na rica rede presente nestladaviA mucosa nasal é intensamente
inervada e por isso rapidamente estimulada. O nervo somgaestimulado com consequente
aumento na resisténcia das vias aéreas nasais e Nsisgén. ASSim como 0 simpatico, a
estimulacdo também ocorre no nervo parassimpaticopguendo a secrecdo das glandulas
nasais das vias aéreas e a congestdo nasal. Espequia-ae neuropeptideos substancia P,
neuroquinina A e K e peptideo relacionado ao gene da cagitdesempenham um papel na
vasodilatacdo, secrecdo de muco, extravasamento de pladtamacdo neurogénica e

interagcdes de nervos aos mastocitos, necessitandaideestudos para investigacdo dessas
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acoes, visto que todas ou a maioria ja sdo descritas pamuiaslégicasBRAUNSTAHL
et. al., 2001).

A mucosa das vias aéreas superiores humana ¢ composta por uma “citobarreira” de
células apresentadoras de antigénio (APCs) sendo elaSfagas e células dendriticas (DCs)
espacialmente e estreitamente relacionados. DCs residsrespacos para e em torno das
células epiteliais basais e atuam eficazmente na indacéegulacdo da resposta imune
primaria (BANCHEREAUEet. al., 2000). Quando um alérgeno € inalado encontra as APCs
nas paredes das vias respiratérias, essas células resonmhenglobam, e processam o
antigeno em peptidios curtos que sdo associados com fasléiocucomplexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il e deslocados paransbra@a celular onde serao
apresentadas as demais células do sistema imune. Aarenigpara o linfonodo, as APCs
induzem a mudanga dos linfocitos TCD4 auxiliares em células pon2intermédio de
citocinas, tais como IL-4 e IL-13, IL-5 (LAMBRECHgdt. al., 2001)

As células Th2, efetoras do processo alérgico irddyaip citocinas e mediadores tais
como IL-4 e IL-13, as quais realizam diversas funcOedfyjiimdo a estimulacdo da producéo
de IgE especifica ao antigeno pelos linfécitos B. Osa@piis IgE se ligam a um grupo de
células, como mastocitos e basofilos, que se origm@artir de precursores da medula 6éssea
gue expressam o receptor CD34. Os mastécitos e basoffjosssam um receptor de alta
afinidade (FceRlI) para a regido Fc de IgE e, por conseguinte, a IgE liga-se essencialmente de
forma irreversivel a estes (BAHEKAR. al., 2008)

Na reexposicdo ao mesmo antigeno ocorrera a ligacacs thessegido variavel da IgE
ligada na superficie de mastécitos. A ligacdo cruzada de duasisunoléculas de IgE em
mastoécitos induz mudanca de dominios intracelulares de agrugpadnreceptores de Fc
ligado na célula, levando a uma complexa sequéncia déeeagie geram um gatilho de
degranulacdo das vesiculas dos mastocitos. Sequencelestas liberam uma cascata de
mediadores inflamatorios pré-formados como histaminaiptase e recém-sintetizados
prostaglandinas e leucotrienos, resultando na obstrucdo agsdaias respiratérias. Os
mediadores pré-formados histamina e triptase atuam induzindfiamacao localizada,
estimulando o sistema nervoso e manifestando os sstartinicos da rinite alérgica
(MANDHANE et. al., 2011).
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Estudos recentes investigam a atuacdo dos mediaddessatdrios e seus receptores
na patogénese da rinite alérgica, dentre eles os rece@@R3 e CCR4 (WILLEMSt. al.,
2009; BANFIELDet. al, 2010)

O receptor CCR3, predominante na superficie celular dos élmsimibde ser ativado
por varias citocinas levando a quimiotaxia e a ativagldar (WILLEMS et. al., 2009). O
receptor CCR4 expresso nos linfécitos Th2 sdo caraieszgpor participarem do
recrutamento dos linfocitos T auxiliares e no desenvolMionda inflamagéo da mucosa nasal
naresposta frente ao alérgeno (BANFIEED al., 2010). Devido a sua atuacgao, os receptores
sdo excelentes alvos potencias para drogas para o tratataenite alérgica.

Presentes no processo inflamatorio alérgico da rindi#&oe os eosinofilos. Os
eosinofilos sdo recrutados aos sitios em processesosay duradouros de alergia onde atuam
de forma citotoxica pela liberagdo de componentes catibrioo® proteinas e de suas
peroxidases. Os eosinofilos serdo quimiotaticamente atrp@ml@so tecido, esse processo
envolve mediadores inflamatorios tais como a IL-5 quespansavel pela diferenciacéo,
mobilizacdo, ativacdo, recrutamento, sobrevivéncia e cionesto dos eosinofilos
(SRIVASTAVA et. al., 2010; COOK-MILLSt. al., 2013).

Assim como os eosindfilos, os mastocitos sdo céluld® em definidas no processo
alérgico atuando via liberacdo de seus mediadores princigalmestamina e o0s
eicosanoides. A ativacdo e estimulacdo dos masséotorrem via ligacdo cruzada de IgE
Nnos seus receptores e o antigeno. Em adicdo, os bssétlolas sanguineas que fazem
transmigracao para o tecido inflamado, assim como ogaitas, apresentam receptores do
tipo FceRI para a IgE alergeno-especifico e dessa forma desempenham fung¢des impartante

na rinite alérgica (HEt. al., 2012).

Nas reacfes inflamatérias da cavidade nasal, alguns qudidioss de rinite alérgica
se devem a participacdo da familia de citocinas IL-17ndaiudo LThl7, associadas a
processos mais agressivos envolvendo principalmente niegtréfeosinofilos (WANGet.
al., 2008). Em humanos, a regulacédo entre os perfis iti@fios presentes na rinite alérgica,
como o Thl7 é suprimido pela expressao de IL-13 (NEWC@MEI., 2011), bem com a
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producdo de IL-17A é inibida pela IL-4 (HELLINE&. al., 2003). Em modelos alérgicos, a
IL-17 promoveu uma neutrofilia acompanhada da inibicdo de eitiainabs tecidos
periféricos desenvolvendo um processo inflamatério stesge aos glicocorticoides
(HELLING et. al., 2003)

Em outros modelos de alergia, como a asma onde aninwises&ibilizados com
alérgeno, a superproducdo de IL-17 e niveis mais baixos deelli413 desencadeia
migracao celular de neutrofilos demostrando que a regulagé® & células Th2 e Thl7
define o perfil celular encontrado (HE al., 2009)

Nos modelos em que h& a atuacdo caracteristica de c€&€has producdo dos
mediadores inflamatorios 1L-4, IL-5 e IL-13 conduzem a mplatda de células da mucosa em

modelos animais e ha hiperproducéo de muco (ZU&Ddl.,2000.

1.3. Relacgéo entre rinite alérgica e asma

A palavra atopia esta diretamente relacionada a prodiedgE-alergeno especifica
definindo, portanto, a alergia atopica. Dentre as divells&mcas atopicas, além da rinite
alérgica, temos a rino conjuntivite alérgica, asmameste alérgica e alergia alimentar.
Muitos fatores estdo associados a predisposicdo novidgenento de alergias atopicas,
dentre elas a causa genética ligada os cromossomas 2, 31613, 16 e 20/ON-MUTIUS
et. al., 2003).

Tem sido descrito que até 80% de asmaticos sdo afetadosAperaRe 40% dos
pacientes com RA tem asma concomitante (LOEfiAal.,, 2013). Um em cada trés pacientes
com RA pode evoluir para asma dentro de 10 anos (BOUSQ&iE@l., 2001). Estudos
realizados com pacientes com RA sugerem que se a inflardas&vias aéreas superiores for
tratada adequadamente impede a progressao para a asma (PABSHL 2013), reduz a
sintomatologia das vias aéreas inferiores, e melha@ntrole da asma (STELMACH et. al.,
2006).
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Um terco dos pacientes com RA apresenta quadros assnétimm algum processo
inflamatorio nas vias aéreas inferiores que levam a@epso de hiperresponsividade
brénquica (HRB) (BROWNet. al., 2007). O contato nasal de pacientes com alérgen@s caus
eosinofilia exacerbada e HRB em pacientes com rinitgiedee asma (BRAUNSTAHIet.
al, 2001; BONAY et. al., 2006). E os pacientes com rinite moderada ou geawentais
chance de evoluir para quadros de asma grave resisterdecagicoides (HALPERNet. al.,
2004; CORRENEt. al., 2007).

Estudos sugerem que essas duas doencas apresentam maegediaicas de mesma
etiologia, portanto podendo acometer todo o trato respogb@ia sua anatomia e fisiologia
(LINNEBERG et. al., 2002). Foi observado que criangas, nos seus pareios de vida,
gue desenvolvem quadros de RA apresentam maior chance de desemtolvilda asma
guando comparados com criangas que nunca tiveram RA. Arbaeg&e frequente que ocorre
nos casos de asma, coincidentemente acontece em tosrderdesenvolvimento de sintomas
nasais caracteristicos da RA (MATSUNOD al., 2006).

1.4. Modelo experimental de rinite alérgica

No presente estudo, a abordagem experimental utilizada, desangel inicialmente
com a administracdo do agente alergénico ovalbumina,omlestido pelo sistema
imunoldgico dos animais, na cavidade peritoneal induz enhexcimento do antigeno pelas
células de defesa presentes nessa cavidade, 0 que @&dooffza para esse procedimento.
Portanto, caracterizando o processo de sensibilizagidwlbdgica dos animais. No periodo de
sensibilizacdo sédo produzidas imunoglobulinas da subclasspigBao liberadas na corrente
sanguinea e tecidos para reconhecimento do antigenoedsstas IgE se ligam, com alta
afinidade, a receptores nos mastoécitos. Posteriormemexposicdo na cavidade nasal, via
desafios imunolégicos com o alérgeno desere/eé, nos animais, um processo de
hipersensibilidade caracterizada pela mediacdo dos anticdgio-alérgeno especificas
acoplados aos mastocitos, ligacdo do alérgeno as IgE mezem a degranulacdo dessas
células com liberacdo de mediadores vasoativos culminaodo a producdo de muco,
producdo de mediadores inflamatdérios, pelo recrutamenttacetroliferacdo leucocitaria,

levando o animal ao desenvolvimento da rinite alérgica.
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1.5. Tratamentos para rinite alérgica (RA)

A RA, como as demais alergias, € uma doenca sematéra,momento. Entretanto, a
farmacoterapia da RA tem como objetivo a melhoria daidpdd de vida dos pacientes
acometidos pelo controle dos sintomas e dessa formarpnele também sequelas. A
principal forma de tratamento utilizada hoje na clirfic@ manejo dos sintomas clinicos
inibindo a liberagcdo dos mediadores alérgicos peladasééfetoras do processo, portanto
evitando o inicio rapido dos sintomas e posteriormemeanejo de outros mecanismos de
acdo interrompendo a manutencdo das estimulactes desdélldamatorias. (MANDHANE
et. al., 2011). Desta forma, hoje estao disponiveis algulasses de farmacos como os anti-
histaminicos, os glicocorticoides, anti-leucotriencstalglizadores de mastocitos, agentes
anticolinérgicos e mais recentemente a imunoterégiapia com os imunobioldgicos, para o

controle da rinite alérgica

Apesar do numero significativo de medicamentos paraalerdos sintomas clinicos
na RA, nenhum é capaz de levar a cura da doenca. Ossedeiversos provocados pelos
farmacos sdo fatores que impedem 0 seu uso continuo dagvpartanto, as pesquisas
cientificas na busca de moléculas de fontes naturasntéticas com potencias para serem
acrescidas ao arsenal de medicamentos para o mangjeidaas em especial a RA. Para tal,
se faz necessario modelos experimentais estabelecidosniguetizem a RA para que
moléculas, com potencial de tratamento da RA com bafeit®® colaterais, sejam testadas
pré-clinicamente para entdo serem consideradas posenaiaontinuidade de seus estudos na

fase clinica.

O Laboratério de Imunofarmacologia lotado nas depend&doidnstituto de Pesquisa
de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) na UFPB, s@smomsabilidade da Profa. Dra.
Marcia Regina Piuvezam, tem por vocacao estudar e desmantificamente moléculas e/ou
extratos de plantas medicinais em modelos experimediisnflamacdo aguda, leséo
pulmonar aguda e asma brénquica objetivando a descobertadittamentos para 0 manejo
de tais doencas, portanto ha a necessidade preeminentergieest estudos implementando
modelos experimentais de RA para complementar os egudealizados e descobrir drogas
com capacidade de manejar o0s sinais e sintomas eliretacionados com doencas do trato

respiratorio.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Implementar o modelo experimental de rinite alérgicaniced no laloratério de

Imunofarmacologia do Centro de Ciéncias da Saadénd/ersidade Federal da Paraiba, Jodo

Pessod?B.

2.2 Objetivos especificos

221

222

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Avaliar o desenvolvimento da rinite alérgica cronica indupitlaovalbumina (OVA)

Avaliar a migragéo celular para a cavidade nasal dos anpoaisrinite alérgica

crénicag

Avaliar a producéo de IgE-ova especifica pelos animais oot@ alérgica cronica,

Avaliar a producdo de citocinas na cavidade nasal dos aniomigicite alérgica

cronicg
Avaliar histologicamente a reacdo inflamatoria tecidugbroducdo de

mucopolissacarideo, presenca de células caliciformes senme de mastocitos na

cavidade nasal dos animais com rinite alérgica crénica;
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3.MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Camundongos isogénicos BAIB fémeas e ratas wistar foram utilizados nos
protocolos experimentais e fornecido pelo biotério HDof. Thomas George do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da UniversidadealFddeParaiba, Brasil. Os
animais tiveram livre acesso a agua e alimentacdo balanadsd® de racao tipo Pellets,
numa temperatura média de 24 + 1°C. Os camundongos pesatran2@ e 25g e as ratas
entre 200 e 250g. O projeto foi aprovado pelo Comité de Btichlso de Animais sob o
nimeroCEUA N° 114/2015Anexo ).

3.2. Preparo da droga padrao

A droga padréao utilizada foi a dexametasona (Sigma Aldointig a dose utilizada foi
2 mg/kg Para o seu preparo foram pesadaantidades da droga, em vidro de relégio, de
acordo com o peso dos animais do grupo para atingir 2 mg/kgeguida este pd foi
solubilizado em solucéo salina em um volume de 1000 pl obtendcsuspensao pronta para

administracdo nos animais.

3.3. Tratamento dos animais

A via de administracdo bem como a dose da droga padrao admdiaigos animais
foram baseadas na literatura e na sua utilizacdo naaclieiddoencas alérgicas crénicas. O
grupo de animais (n=5), definido como grupo dexa, foi tratadwip intranasal (i.n.) com a
droga padréo (dexametasona, 2 mg/kg) sensibilizado e desafiadovatbumina (OVA), no
grupo basal, os animais foram tratados com o veiculmgd¥a ndo foram sensibilizados e
desafiados com OVA, e no grupo OVA os animais foram tratadm salina, sensibilizados

e desafiados com OVA. Os tratamentos foram realizadoshamaantes do desafio.
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Tabela 1. Tratamento dos animais de cada grupo.

GRUPOS SENSIBILIZACAO DESAFIOS TRATAMENTO
BASAL Salina Salina Salina
OVA OVA OVA Salina
DEXA OVA OVA Dexa

3.4. Rinite alérgica induzida por ovalbumina (OVA)

O modelo experimental de rinite alérgica escolhido foiedds no protocolo
experimental desenvolvido e publicado por Wang e colaborador@9X3n com adaptacdes
para sua realizacdo no Laboratério de Imunofarmacoldegaa tal, nos dias 0 e 7 os
camundongos foram submetida uma injegdo de 100 pulL para cada 10g de animal via
intraperitoneal (i.p.) de uma suspensdo contendo 50 pg/mL de ovalbumina (OVA) grade V
(SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 10 mg/mL de AI(GHYETEC, Rio de Janeiro, RJ) em
solucdo salina 0,9% caracterizando o0 processo de s&agidd imunologica. Em seguida,
foram submetidos aos desafios com doses de 0,50 pg de OVAWede0uL de solucao
salina 0,9% administrados via intranasal (i.n.) durarée tlias na semana, trés semanas
seguidas, sendo estes o 14°, 15° 16° 21° 22° 23° 28° 29°da&as3@b protocolo
experimental. Apds um intervalo de 15 dias, nos dias 4%15%2, 53, 54 e 55 foi realizado
o tratamento com dexametasona ou veiculo e, uma lps doi realizado o desafio

alergénico nos animais (Figura 2).

Sensibilizagdo Imunolégica Desafios Imunoldgicos Tratamento + Desafio Coleta
N P11 1117

i

20
N

OVA 50 pg/mL + OVA (0,5ug) DEXA (2mg/Kg)
10 mg/mL de AI(OH), salina 0,9% salina 0,9%

56

Figura 2. Protocolo de rinite alérgica crbnica
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3.5. Coleta do fluido lavado nasal (NALF)

Para andlise do material nasal, no ultimo dia do praioegperimental os animais
foram eutanasiados pela administracao intramusculavelelase de solucédo anestésica de
cetamina com xilasina (30 mg/kg e 300 mg/kg respectivamente) e o fbAicBletado. O
lavado foi realizado utilizando 1 mL de solucdo HBSS raidrisadministrada por via
intratraqueal no animal no sentido traqueia-nariz e adlwoletados em microtubos pela
cavidade nasal. Os tubos foram centrifugados (Centrifuga ME4R a 1500 rpm, em uma
temperatura de 4°C, por 10 minutos. Os sobrenadantes fopmrad®es e coletados do
sedimento e congelados no freezer a uma temperatu20¥e para posterior dosagem de

citocinas e o sedimento celular utilizado para avaliacG&muogposicao leucocitaria do lavado.

3.6. Dosagem de imunoglobulina E OVA especifica

Para a dosagem da IgEDVA especifica foi desenvolvida via protocolo de anafilaxia
cutanea passiva. As amostras de sangue foram retiradapl@edo braquial dos animais
recém eutanasiados, centrifugadas a 4°C por 10 min a 1500 mmseguida o soro foi
coletado e armazenado em microtubdpartir de entdo foram realizadas diluicdes seriadas
deste soro em solucdo de PBS iniciando em 1:32 até a diluiedd:4096. Estas
concentracbes foram introduzidas no dorso de ratas Wigtarsubcutanea em regides
distantes trés centimetros entre si. As diluicbessalm revelam-se contendo IgEYA
especifica apés a administracdo intravenosa de umaisodie; OVA grade V associada ao
corante Azul de Evans no intervalo de 24 horas. O fenéraeontece pela ligacdo da OVA a
IgE acoplada aos mastoécitos do tecido e degranulacdosdeskdas com liberacdo de
histamina que promove a vasodilatacdo com aumento da |odidsske vascular
promovendo portanto, uma coloracdo azulada do tecido subcufidseratas na regido de
aplicacdo do soro. O didametro do halo formado foi medidés a eutanasia das ratas e
retirada a pele do dorso. O menor halo azulado formade +redermaior diluicdo do soro e

gue determina o titulo de IgE-OVA especifica no animal.
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3.7. Contagem total e diferencial de células do NALF

O numero total de células presente no NALF foi obtidozatido a camara de
Neubauer. O NALF foi diluido na proporcdo de 1:2 em solucdo de (MEKEC, Rio de
Janeiro, RJ). O liquido de Turk é um agente hemolitico epjiestor plaquetério utilizado
para a contagem de leucocitos. A contagem foi realizagaiaroscopio éptico (40X - BX40,
OLYMPUS). Para contagem diferencial foram retirados 200 pL de cada amostra de NALF e
estes foram cito centrifugados em Citospin (FANEN, Baolo, SP, Brasil Mod 2400). As
laminas obtidas foram fixadas e coradas utilizando coradfedos do tipo pandtipo. A
contagem diferencial das células foi realizada na micnpia éptica onde foram contadas cem
células por lamina, usando critérios morfolégicos pdeantificar os tipos de leucécitaes
dessa forma determinar o percentual (Setisal., 2010).

3.8.Quantificacdo das citocinas

As citocinas IL-4,IL-13, IL-17 e IFNy foram quantificadas no NALF pelo ensaio
imuno enzimatico - ELISA sanduiche baseadas no protocoiedido no Kit pelo fabricante
(BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-U32gra tal, as placas de
ELISA (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas com os anticorpos de captura kant,
anti-IL-13, antidL-17 e anti-IFNy preparados por diluigdes em tampao fosfato pH 6.5 e
incubadas por 18h a 4°C. Em seguida, as placas foram las@daRBBS 0,05% de Tween 20
(PBST) e bloqueadas com a solucéo de bloqueio (PBS contedalé(®FB) por uma hora.
Em seguida, as placas foram lavadas com PBST e nos pdipionadas as amostras a serem
analisadas ou as diferentes concentracdes das citeegc@sbinantes IL-4, IL-13, IL-17 e
IFN-y para a formacdo da curva de concentracdo padrdo. As placas foraamenoie
incubadas por 18 horas a 4°C. Apos este periodo de inculsacplacas foram lavadas e o
complexo detector formado pelo anticorpo de deteccao biotini@dadicionado aos pogos
das placas e essa incubadas por uma hora. Posterioraseptacas foram novamente lavadas
e o complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP)aétcionado e incubadas por
mais meia hora a temperatura ambiente. Apés lavagensraig;ia reacdo foi revelada pela
adicdo da solucdo substrato contendo tetrametilbenz{@M&) e perdoxido de hidrogénio
(H20,) e apds 15 minutos, a reacao foi interrompida com &auidfarico 1IN. A leitura das

placas foi realizada em espectrofotdmetro (MICROPLATRRABER versa Max, tunable, BN
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2529 Molecular Devices) em comprimento de onda 450 nm. As cong@esdrde citocinas

foram calculadas a partir das absorbancias em retagéisorbancia obtida na curva-padrao.

3.9. Analise histologica da cavidade nasal

Para avaliar as caracteristicas histologicas da cavidedal dos grupos de
camundongos descritos anteriormente foi feita a cdieteabeca de cada animal 24h apés o
tltimo desafio, apds a coleta do NALF. As cabecgas faaloctadas e identificadas em tubos
do tipo Falcon com fixador formalina tamponada por 24h para interrompegedacao do
tecido pela acdo de enzimas celulares (autdlise) ou d®rganismos apds a morte do
animal. O fixador preserva a estrutura dos tecidos @&vagit com 0S grupos aminos das
proteinas, por pontes de hidrogénio. Logo em seguida, asrasdstam colocadas em
solucdo de EDTA para processo de descalcificacdo e 15 diasfa@jaon introduzidas e
identificadas em cassetes e submetidas em banho emadgerae por 24 horas para retirada
do excesso de fixador e de descalcificador. Em seguidan@estras foram incubadas em
alcool etilico 70% para iniciar a bateria de processtmefs cabecas lavadas foram
inicialmente desidratadas em diferentes concentracéékald etilico 80, 90, 95 e 100%, 1
hora em cada solucdo. O processo de desidratacdo éaniecpasa preparar as amostras
para a diafanizacéo, ja que a agua nos tecidos ndo igehsmm substancias apolares como o
xilol e a parafina de inclusdo. Apos a desidratacdo as amsiofsiram submetidas a
diafanizacdo, banhos em xilol | e xilol Il por 1 hora pamgparar as amostras para a incluséo
em parafina. Em seguida, os cassetes foram imersos gafin@aliquida mantida a
temperatura de 56°C, sendo dois os banhos, cada um de &nhgrarafina | e Il para
infiltracdo desta na amostra. Posteriormente, o tedddrdnsferido para o molde (forma
histologica) onde foi imerso em parafina (Parafina pagtisnhistologica- QEEL, Sdo Paulo,
SP). Poucos minutos apoés ser colocada na forma, a pasafidifica e assim obtivemos o
"bloco" de parafina contento a amostra de tecido em rdeuior, esse foi identificado e
deixado em temperatura ambiente para resfriamento. Prasdegeom o protocolo, foi
realizada a microtomia, processo de corte dos blocospmiea fque se forme fitas de
aproximadamente 5 um de espessura com o auxilio de um micrétomo (LEICA, SP Labor
300). Os cortes foram colocados em banho-maria—(38°C), sendo retirados apo6s, com
laminas de vidro para microscopia. A secagem das laminazdbzada ao ar livre, em

temperatura ambiente. Com os cortes aderidos as lamaras) fealizadas as coloracdes
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Hematoxilina-Eosina (HE) para andlise de parametros inflainatéomo migracao celular e
vasodilatacdo, Acido Periddico de Schifft (PAS) para ewigegdo de muco e as células
caliciformes e o corante Azul de Toluidina (AT) pararcacdo de mastdcitos na regido da
cavidade nasal visto ser uma célula efetora do procissica.

3.10. Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos com média padmdio da média e analisados
estatisticamente utilizando o software Graphpad Prismnsaw®.0 (Graphpad Oftware Inc.,
San Diego, USA), empregando-se o teste ANOVA one-way segigidmws-teste de Tukey
para multiplas comparacbes, onde o0s valores de +++p<0,d00d4m considerados
significativos quando comparados ao grupo OVA,; *p<0,05, **p<0,001 e ***p <0,00@info
considerados significativos quando comparados ao grupo Wasablados das analises
histologicas foram tratados com o teste de Kruskal-¥vallbs parametros considerados para
0 célculo da pontuacéo foram infiltracéo celular, prodwgEmuco e nimero de mastécitos
(Tabela 1). Os testes foram escolhidos conforme a natureza dos alaiitbss e descritos nas

legendas das figuras.

3.11 Substancias e sais

Acido acético glaciat MERK

Cloreto de potéassio (KCH MERK
Cloreto de sodio (NaCl) SIGMA
Corante Azul de EvansVETEC
Corante Azul de Toluidina VETEC
Corante Eosina amarelad&/ETEC
Corante Hematoxilina- VETEC
Corante Reativo de schift VETEC
Corante Violeta de GenciaraVETEC
10. EDTA - SIGMA

11. Formaldeide- MERCK

12. Fosfato de sodio dibasico (Na2HPG4YIERCK

© © N o o w0 NP
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13. Fosfato de sédio monobasico (NaH2PO4) - MERCK
14. Hidroxido de Aluminio (AI(OH)) — VETEC

3.12. Solugdes

Tabela 2. Solugéo Salina

Substancia Quantidade
NaCl (Cloreto de sédio) 9¢
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Para preparo da solucdo salina, apés a pesagem do salicionado o volume de
agua destilada em béquer de 1L e este colocado no agitagoético VWR (MINIHOT
PLATE / STIRRER). O sal foi adicionado e homogeneizad® a@impleta dissolucao,

posteriormente a solucao foi filtrada.

Tabela 3. Solucéo salina tamponada (PBS)

Substéncia Quantidade
Cloreto de sddio 8,76 g
Fosfato de Sddio dibasico 2,249 ¢
Fosfato de S6dio monobasico 0,255¢
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Para preparo da solucéo salina tamponada, inicialment® foeaados todos os sais
necessarios. Em seguida o volume de agua foi colocadmener, em agitador magnético
VWR (MINI-HOT PLATE / STIRRER) e foi adicionado o cloreto de s6diop@ie da sua
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dissolucéo foi adicionado o fosfato de s6dio monobé&sipetindo o processo e por ultimo foi
adicionado o fosfato de sodio dibasico.

Tabela 4. Solucao de Turk

Substancia Quantidade
Acido Acético Glacial 1,5 mL
Violeta de Genciana 1% 1,0 mL
Agua destilada g.s.p. 100mL

Para preparo da solucdo de Turk, inicialmente foi adicioeaddéquer de 250 ml o
volume de 50 ml de 4gua destilada. Apos, 0 acido acéticalglaon seguida foadicionadaa

violeta de genciana e o volume foi completado para os 10@Ponl tltimo a solucéo foi
filtrada.

Tabela 5Solucdo Tampéao Fosfato pH 7,2 utilizado no EDTA

Substéncia Quantidade
Solucédo A
NaH,POy 13,79
Agua destilada 1000 mL
Solucdo B
Na,HPO, 35,89
Agua destilada 1000 mL

Tampao Fosfato

Solucdo A 750mL

Solucao B 250mL
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EDTA

Tampéao Fosfato 1000 mL

EDTA 100 g

Inicialmente foram pesados os sais fosfato de sédio rasimmbe fosfato de sddio
dibasico. Em seguida para preparar a solucdo A foicadido a béquer de 1L, 900 ml de
agua destilada. Apés, foi adicionado o fosfato de soOdio bdmico. A solucdo foi
homogeneizada em agitador magnético VWR (MHOT PLATE / STIRRER) para
completa dissolucao e adicionada 4gua para completar oerdRara preparo da solugéo B, o
fosfato pesado foi adicionado a béquer contendo 900 ml dedégtida. Foi colocada em
agitacdo magnética VWR (MINHOT PLATE / STIRRER) até completa dissolucdo e o

volume foi completado para 1L.

Tabela 6. HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) pH 7,4

Substéncia Quantidade
KCI 409
KH.PO, 0,64
NacCl 80,09
Na,HP O, 0,4788 g
D-glucose 10,0 ¢
Agua destilada 1000 mL

Inicialmente foi adicionada a agua em béquer de 1L. Emdsefuiam adicionados os
sais um apoés a diluicdo do outro. Em seguida, foi misturadasaesestcéo 3,5 g de NaHGO

Posteriormente, o pH foi ajustado para 7,4 utilizando NaOH 1NIANC
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Tabela 7. Corante Azul de toluidina

Substancia Quantidade
Azul de toluidina 10g
Acido acético glacial 10mL
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Inicialmente foi adicionado o acido acético a 900 ml de agudérjuer e em seguida
o azul de toluidina. Posteriormente foi adicionadootuwe restante para completar 1llae
solucdo foi mantida em homogeneizacdo por 5 minutos gitadar VWR (MINI-HOT
PLATE / STIRRER).

Tabela 8Reativo de Schifft para coloracdo de PAS

Substéncia Quantidade
Fucsina basica 29
Metabissulfito de sédio 49
Carvao ativado 29
HCI 1N 40 mL
Agua destilada 200 mL
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Para preparo do reativo de schifft inicialmente dissobe a fucsina basica em agua
destilada quente. Apds a dissolucdo, deixa-se esfriar6@R€. Nessa temperatura foi
adicionado o carvao ativado agitando por 1 minuto e emdseglirando a solugéo.

Tabela 9. Acido periddico a 1% para coloragéo de PAS

Substancia Quantidade
Acido periddico 1g
Agua destilada 100 mL

Para preparar o acido periédico, foi adicionada a agua guoebé homogeneizado
por 5 minutos em agitador VWR (MINI-HOT PLATE / STIRRER

Tabela 10. Eosina Y para coloracédo de H&E

Substéncia Quantidade
Eosina Y 10g
Alcool 95% 900 mL

Agua destilada 100 mL

Para preparo da eosina y, depois da pesagem do coranticimnada a agua a um
béquer de 1L e em seguida a eosina, homogeneizando gtéetzodissolucdo em agitador
VWR (MINI-HOT PLATE / STIRRER). Posteriormente foi awinado o alcool a 95%

homogeneizado e por ultimo filtrado.
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3.13. Score Histolégico dos parametros inflamatorios alérgicos

Tabela 11. Parametros inflamat& e pontuacao analisados para histologia da
cavidade nasal

SCORE INFILTRADO CELULAR E MUCO
0 Auséncia de alterac6es histologicas
1 Suave: menos de 25% do campo microscopico
2 Moderado: 25-49% do campo microscopico
3 Acentuado: 50-75% do campo microscépico
4 Muito acentuado: mais de 75% do campo
SCORE MASTOCITOS
0 Menos de 5 células por campo
1 5 a 15 células por campo microscopico
2 De 15 a 25 células por campo microscépico
3 De 25 a 35 células por campo microscopico
4 Mais de 35 células por campo microscopico

Para realizacdo do score histolégico, foram analisqdago laminas de cada grupo, para
cada coloracdo de acordo com o parametro avaliado. Fatrénida as pontuacdes de
acordo com o nivel de alteracfes visualizado em cada labhedecendo a tabela descrita

acima.

3.14 Aparelhos

Agitador Magnético - VWR- STIRRER

Balanca analitica Marte MOD: AY220

Centrifuga refrigerada Centra MP4R- International Equipement Company (IEC)
Cytospin— FANEM — MOD: 2400

Espectrofotdmetre MICROPLATE READER versa Max, BN 2529

Microscopio optico- Motic MOD: BA210

Micrétomo— LEICA, SP Labor 300

N o g M w D RE
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4. RESULTADOS

4.1. Desenvolvimento da rinite alérgica cronica induzida por ovalbumina efeito de
glicocorticoide na migracdo de células inflamatérias totais para o lavado da caeide
nasal.

O desenvolvimento da rinite alérgica foi alcancado no pratoexperimental
adaptado no Laboratério de Imunofarmacologia. A utilizagio ovalbumina (OVA)
inicialmente sensibilizando, em duas etapas, e posteritgrdesafiando, via intranasal, por
varios dias (nove desafios) antes dos tratamentdscdpaz de induzir o processo
inflamatorio-alérgico nas mucosas nasais. No grupo deaansensibilizados e desafiados
com OVA e tratados com salina (grupo OVA) foi possivel ideatif um aumento
significativo (p<0,0001) no nimero de células que migrarara pacavidade nasal desses
animais quando comparados aos animais do grupo salina que a#o densibilizados e
desafiados com OVA, mas tratados com salina. O tratammortovia intranasal com o
glicocorticoide dexametasona (2,0 mg/kg), 1 h antes dos desafina OVA (sete desafios),
inibiu a migracdo das células para a cavidade nasal quamdpacdo ao grupo OVA
(Gréfico 1). E, como esperado, o grupo basal ndo apresenigracdo de células

inflamatorias para a cavidade nasal.

0.5-

*kk

0.4-

0.3

+++

NALF

0.2-

0.1+

Células Totais x 16/mL

0.0 . .
BASAL  OVA DEXA

Gréfico 1. Efeito da sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) e tratamerdm dexametasona (DEXA) na
migracdo de células para a cavidade nasal dos camundong@&BAls camundongos foram tratados com a
dexametasona na dose de 2 mg/kg (DEXA) ap6s 1 h, receberansfilacdio nasal a OVA. A analise da
migracgao foi observada pela contagem das células presentesmdo nasal (NALF) pela cAmara de Neubauer.
Os resultados estédo apresentados como média + erro gadrélia onde os valores para ***p<0,0001 quando
comparados ao grupo basal e, +++p< 0,0001 quando comparados ao dfApdor@m considerados
significativos. Os dadofram analisados utilizando o ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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4.2. Efeito da sensibilizagdo com ovalbumina e do tratamento com ax@&metasona na
migracao de neutrofilos e macrofagos para o lavado da cavidade nasal.

O gréfico 2 apresenta os resultados relacionados a seasi#d dos animais com a OVA
e a relacdo com a migracao das células inflamatériasvitada nasal. Macréfagos, neutrofil®s
linfécitos fazem parte do processo inflamatério atuando no dendma agente agressor para
retorno do tecido a homeostasia. Embora ndo seja alscélesencadeadoras dos processos
alérgicos sdo de fundamental importancia no processo infemalérgico. E como podemos
observa nos gréficos 2A e 2B o numero dessas populaciesmresludsta aumentado
significativamente. Ja o numero de linfocitos observados em BCam@senta elevagdo nos
animais sensibilizados com OVA.

A droga padrdao, dexametasona (2 mg/kg), como esperado, foi capaz deirdimi
significativamente a migracdo de neutroéfilos e macréfagos quando compargrupo OVAEm
relagcdo aos linfocitos, a dexametasona diminuiu 0 nUmero dessas eéh relacdo ao basal, sem

diferenca estatistica do grupo OVA.
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Gréfico 2. Efeito da dexametasona na migracdo de neutréfilos (A), mgosfB) e linfocitos (C) para a
cavidade nasal dos camundongos BALB/c desafiados com @Amundongos foram tratados com a
dexametasona na dose de 2 mg/kg (DEXA) e 1 h depois foram desafadustilacdo nasal com a ovalbumina.
A analise da migracao foi observada pela contagem dalaséia a citocentrifugacdo de parte da suspensao
celular do lavado nasal, coradas com pandtico e analiséa@sas ao microscopio. Os resultados estao
apresentados como média + erro padrdo da média onde pssvadra ***p<0,0001 quando comparados ao
grupo Basal e, +p<0,05 quando comparados ao grupo OVA forande@dos significativos. Os dados foram
analisados utilizando o ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.

4.3 Efeito da sensibilizacdo com ovalbumina e do tratamento com dexarasbna na
migracao de eosindfilos para o lavado da cavidade nasal.

O grafico 3 apresenta os resultados relacionados a seas#d dos animais com a OVA
e a relagdo com a migracéo de eosindfilo, célula que demondesenvolvimento do processo
alérgico. Como pode ser observado a OVA foi capaz de induzigragé&o de eosindfilos para a
cavidade nasal quando comparados ao grupo basal. E, como esperddamaapadréo
dexametasona foi capaz de diminuir, significativamente, a ndigrd€ eosinofilo para a cavidade

nasal quando comparada ao grupo OVA.
Pelos resultados apresentados, o protocolo experimental un@duzmigracdo dos
eosindfilos para a cavidade nasal, evidenciando o desenvolvimentdoenca alérgica,

consequentemente demonstrando que o protocolo foi eficaz para acéealdas andlises pré-

clinicas da rinite alérgica.

*k%*

0.05+ Tt

Eosinofilos x 16/mL
NALF
o
3

0.00- T
BASAL OVA DEXA

Gréfico 3. Efeito da dexametasona na migragao de eosindfilos paradadawasal dos camundongos BALB/c
desafiados com OVA. Camundongos foram tratados com a desumatna dose de 2 mg/kg (DEXA) e 1 h
depois foram desafiados via instilacdo nasal com awwvéfia. A analise da migracéo celular foi observada pela
contagem dos eosindfilos no lavado nasal via cito feg#tao de parte do material, coloracdo com pandtico e
andlise das laminas ao microscépio. Os resultados &xtésentados como média + erro padrdo da média onde
os valores para ***p<0,0001 quando comparados ao grupo Basal e, 6;0604 quando comparados ao grupo
OVA. Osdados foram analisados utilizando o ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.
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4.4. Efeito da sensibilizacdo com ovalbumina e do tratamento com dexetasona na
producédo de IgE ova-especifica sérica.

O gréfico 4 apresenta os resultados relacionados a seasgi#d dos animais com a OVA
e a relacdo com a producdo de Imunoglobulina E OVA-especifiqaiftpsala nos soros dos
animais. O tratamento com dexametasona na dose de 2 mg/kg,tds ldas desafios reduziu
significativamente a producéo de IgE OVA-especifica quando codypas animais do grupo
OVA.

A producdo de IgE pelos linfocitos B ocorre apds o contato comérgealo e €
intensificada a medida que o0s animais sao expostos diaramerdlérgeno e sao liberadas na
corrente sanguinea e nos tecidos quando se ligam aos recelgt@ia afinidades presentes nos

mastocitos.
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Gréfico 4. Efeito da sensibilizacdo com OVA e tratamento com dexasona na producdo de IgeEOVA
especifica nos animais com rinite alérgica. O tituldgte— OVA especifica foi determinado pela técnica de
anafilaxia cutanea passiva (PCA). O titulo da IgE é defimddnoca maior diluicdo do soro capaz de promover o
desenvolvimento de um halo azulado mensuravel no dorsttatewistar (vide 3.6 do Materi@Métodos). Os
resultados estdo apresentados como média * erro padraaldaomée os valores para ***p<0,0001 quando
comparados ao grupo Basal e, +++p<0,0001 quando comparados aoQyfApdoram estatisticamente
significantes. Os dados foram analisados utilizandANOVA “one-way” seguido do pos-teste de Tukey.

4.5. Efeito da sensibilizacdo por ovalbumina e do tratamento com dametasona na
producao de citocinas caracteristicas do processo alérgico.

A producédo das citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-13), no proces8amatdério alérgico, é
essencial para o desenvolvimento da rinite alérgica. Axiits, acima citadas, sdo
produzidas por varias células entre elas os LT CD4 tipo Ehetanto, a imunomodulacéo

do processo alérgico pode ocorrer e 0 INF-gama é o maegadpriado para verificar tal
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processo. Os processos alérgicos resistentes as drogws dexametasona tém sido
caracterizados com a producao da IL-17. Os gréaficos 4A4@R; 4D demonstram que nao
foi possivel identificar diferencas significativas nasodugdes das citocinas, acima
mencionadas, entre o grupo basal e o grupo OVA bem cotne @n animais do grupo

tratado com a dexametasona e o grupo OVA.
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Gréfico 5. Efeito da sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) e tratamerdm dexametasona (DEXA) na
producéo de citocind& -4 (A), IL-13 (B), IFN+ (C) e IL-17 (D) na cavidade nasal dos camundongos BALB/c.
Os camundongos foram tratados com a dexametasona na ddsegikg (DEXA) apds 1 h, receberam por
instilacdo nasal a OVA. A dosagem foi realizada peétodo de ELISA-sanduiche obedecendo ao protocolo
determinado pelo fabricante. Os resultados estdo apresestadosmédia + erro padrdo da média onde os
valores para ***p<0,0001 quando comparados ao grupo basal e, ++8@&l0yuando comparados ao grupo
OVA foram considerados significativos. Os dados foram analisados utilizando o ANOVA “one-way” seguido do
pés-teste de Tukey.
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4.6. Efeito da sensibilizagdo por ovalbumina e do tratamento comdexametasona na
analise histolégica da migracéo celular para o tecido da cavidade nasal

A andlise histoldgica permitiu avaliar, pela coloracdo dé&E a morfologia dos
vasos sanguineos, das membranas, a infiltracdo descélpErénquima nasal. O tecido nasal
dos animais do grupo basal (Figura 6A) ndo apresentou akeragdrfologicas citadas
acima. Entretanto o tecido nasal dos animais do giiNdd (Figura 6B)apresentou-se com
alteracdes patoldgicas, com exacerbada infiltracdo ldéasénas regibes perivasculares e
subepitelial que caracterizam o processo inflamatorigra® em comparacdo com o grupo
basal (Figura 6A). O tecido nasal dos animais do grupo DEXQ&i6C) mostrou diminuir
a infiltracdo de células em comparacdo costecidos nasais do grupo OVA evidenciando

seu potente efeito anti-inflamatério e antialérgico.

150 pm
150 pm

150 pm

Figura 3. Fotomicrografias representante de tecido da cavidade nasahnimais dos diferentes grupos
experimentais de rinite alérgica. Os tecidos corados cor 88 representativos de quatro se¢bes nasais de
cada grupo de animais: BASAL (A); OVA (B) e DEXA (C). A analistoldgica foi realizada em microscopia
Optica no aumento de 400x.
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4.7. Efeito da sensibilizagdo por ovalbumina e do tratamento comlexametasona na
analise histoldgica da producdo de mucopolissacarideo e metaplasia deuledl
caliciformes no tecido da cavidade nasal.

A coloracdo pela reacdo do acido periédico com o ReataoShifft permitiu
visualizar o tecido nasal dos animais do grupo basal demodstgae ndo houve alteracdes
significantes quanto a producdo de muco (Figura 7A). Enteetartecido nasal dos animais
do grupo OVA apresentou elevada producdo de mucopolissacaridess gi@hdulas
exocrinas unicelulares (células caliciformes) no épitm comparacdo com o grupo basal
(Figura 7B). O tratamento com a dexametasona na dose dgkd foi capaz de regular a
producéo de muco quando comparado com o tecido nasal dossatingrupo OVA (Figura
7C).
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Figura 4. Fotomicrografia representante de tecido da cavidade nasaifdoentes grupos experimentais de
rinite alérgica. Os tecidos corados com PAS séo repets@mst de quatro secdes nasais de cada grupo de
animais: BASAL (A); OVA (B) e DEXA (C). A analise histolégidoi realizada em microscopia Optica no
aumento de 400x.
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4.8. Efeito da sensibilizagdo por ovalbumina e do tratamento comlexametasona na
analise histolégica da presenca de mastocitos na cavidade nasal.

As amostras submetidas a coloracdo com AT permitirasuahizacao dos mastécitos
presentes na cavidade nasal dos animais, seja ha mucosassejeidos adjacentes. A figura
8A representa o tecido nasal de animais do grupo basal e godéservar que o numero de
mastocitos no tecido € inferior ao observado na figuray@Brepresenta o tecido nasal de
animais do grupo OVA. Como pode ser observado nessa figuranermide mastocitos
aumentou de forma significativa. Os mastocitos sdo cékfietoras da alergia. O tratamento
com dexametasona na dose de 2 mg/kg (Figura C) foi capaz dewidimipresenca dos

mastdécitos na cavidade nasal quando comparada com aossatongaupo OVA (Figura B).

600 pm
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Figura 5. Fotomicrografia de tecido representante da cavidade nasabdelo de rinite alérgica. Os tecidos
foram corados com AT (Azul de Toluidina) para marcacao atduitos visualizados no microscépio éptico no
aumento de 100x. A analise histoldgica foi feita em quagi@esenasais de cada grupo de animais: BASAL (A);

OVA (B) e DEXA (C).
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4.9. Efeito da sensibilizagdo por ovalbumina e do tratamento comlexametasona na
analise histoldgica representada em score.

A avaliacdo estatistica das laminas histologicas demostraumento dos parametros
inflamatorios alérgicos nos animais estimulados com sitsbracdo com ovalbumina. Os
resultados para infiltracdo celular e producéo de muco péliakss caliciformes corroborou com
a andlise visual por demostrar o aumento significativo nos snseasibilizados com OVA e a
diminuicdo nos animais tratados com a DEXA. Em relacdo sepga de mastécitos € possivel
visualizar uma diminuicdo do nimeros dessas célulasmosia tratados com a DEXA, porém

nao foi significativamente diferente do grupo OVA.

Score Histologico
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Gréfico 6. Efeito da sensibilizagdo com ovalbumina (OVA) e tratamerdm dexametasona (DEXA) na
avaliacdo histolégica da cavidade nasal dos camundongos/BAOB camundongos foram tratados com a
dexametasona na dose de 2 mg/kg (DEXA) apoés 1 h, receberanstjacdo nasal a OVA. Foram analisadas
guatro seccdes de cada grupo. A atribuicdo de pontuacdo paraliass histoldgicas foi realizada seguindo a
Tabela 110s resultados estao apresentados como média + erro pedndédia onde os valores para **p<0,001
guando comparados ao grupo OVA foram considerados significafdeogsultados foram tratados com o teste
de Kruskal-Wallis.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o modelo experimental dalkéng&a cronica foi
implementado no Laboratério de Imunofarmacologia da BJEBmpus I/Jodo Pessoa-PB
para ser utilizado nas andlises pré-clinicas de moléotlazdas de plantas medicinais e/ou
sintéticas. O protocolo experimental foi desenvolvido utiliitaa ovalbumina (OVA), como
alérgeno, em camundongos fémeas da linhagem BALB/c descritdpsesensivel a essa
molécula, em um periodo de 56 dias envolvendo sensilfiézagesafios e tratamentos dos
animais promovendo um processo inflamatério crénico caizenter pela migracao celular
majoritariamente de eosindfilos, producdo de IgE-OVA efipacimetaplasia das células

caliciformes e migracdo de mastécitos na cavidade nasal.

A analise do trabalho demonstrou a reversdo do procedismatorio alérgico
experimental da rinite com a droga padréo dexametasongsattavmelhora dos parametros
tais como: migracao celular, producdo de imunoglobulinéigeam-especifica e alteracdes

histologicas inflamatoério-alérgicas pelo seu mecanisnmmndeossupressao descrito.

O protocolo experimental, com adaptacdes, se mostrolz.eficés a sensibilizacao
com OVA induziu a migracao de ceélulas inflamatérias paracavalade nasal, sendo elas
eosinofilos, neutrofilos e macréfagos. O nimero deditdd nos animais sensibilizados com
OVA néo diferiu estatisticamente do grupo salina, pois cendrde linfécitos no grupo OVA
nao apresentou-se elevado ja que a andlise é relatigajayyercentual, e pela elevacédo do
namero de eosindfilos e neutréfilos os linfécitos sgduridos. Apesar disso, o perfil desses
linfécitos € totalmente diferente dos linfocito dos aninsaitna, possivelmente nos animais
do grupo OVA os linfécitos presentes séo caractersstiooperfil alérgico. Essa diferenciacdo
poderia ser realizada utilizando citometria de fluxo pelacag@io do tipo celular que se
deseja observar. Aoishi e colaboradores (2015), demastrarafiltracdo eosinofilica na
cavidade nasal de animais sensibilizados com OVA em umlonoee63 dias. Sakine e
colaboradores (2016), demostraram recentemente o aumemantero de eosindéfilos no
NALF de camundongos BALB/c sensibilizados com OVA em modegi@@mental de rinite
alérgica e a reducdo dessas células ocorreu quando oaisarfioram tratados com a
substancia em teste. No presente estudo a dexametasaumur significativamentea
migracdo dessas ceélulas no NALF dos animais com ringéegied cronica. Jung e
colaboradores (2013) demostraram o aumento das célulamatfiaas, principalmente
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eosindfilos no NALF dos animais do grupo OVA quando comparadgsupm controle e a
reducdo dessas células nos animais tratados com deganzetarroborando com 0S N0Ss0s
resultados.

Os animais sensibilizados e desafiados com OVA apresentaraoro altos titulos de
IgE-OVA especifica comprovando que a sensibilizacdo com a @WwaAu células T e Bbem
como o aumento do numero de linfocitos no fluido lavaaeah O tratamento dos animais
com a droga padrdo dexametasona inibiu a producdo da IgE cproado pelo seu
mecanismo de acdo imunossupressor. Hong Li e colabora(®0#25) demostraram, em
modelo de rinite alérgica com animais BALB/c sensibilizadgosn OVA, o aumento
significativo dos niveis séricos de IgE/A especifica. Yi-Zheng e colaboradores (2011) e
Ning e colaboradores (2015) demostraram em modelos de rigitgica (OVA como
alérgeno) niveis elevados de IGB/A especifica. Em adigadri-Zheng e colaboradores
(2011) mostraram reducao dos niveis de IgE com o uso dogglicoade budesonida como

droga padrao.

O modelo de rinite alérgica experimental induzida por OVA demadaramentea
elevacdo dos niveis de IgE total e OVA-especifi®ONG-SEOK et. al.,, 2015),
caracterizando e estabelecendo, portanto, o modelo deaiéigica experimental. Portanto,
podemos inferir que o0 modelo experimental de rinite alérigipgantado no laboratorio de

Imunofarmacologia esta de acordo com os descritosenatlira.

Os niveis aumentados de citocinas do perfil Th2 incluindo-4 & IL-13 estdo
presentes nos processos alérgicos, entretanto no neg¢eldmental desenvolvido no nosso
laboratorio ndo foi possivel observar diferencas naerdrecdo de IL-4 entre 0s grupos
basal, OVA e DEXA bem como néo foi possivel visualdigrencas nos niveis das citocinas
do perfil Thl - IFNy (imunomodulatoéria) ou IL-17 entre 0s grupos sugerindo que o tempo
gue se realizou a coleta das amostras ndo seja ooleahda o método ELISA-sanduiche
ndo seja sensivel ao ponto de detectar diferencas tipgsde material (NALF). Outra
possivel explicacdo para esses resultados seria peldefage tratar de uma cavidade aberta
(cavidade nasal), ou seja, muco, células, citocinas esoatealiadores sao expelidos pela
narina do animal. Talvez pelo método da reacdo de cadeidimenase (PCR) fosse possivel

detectar as citocinas em analise. Jiaxing e colaboradafd$) também ndo conseguiu
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diferenciar os niveis de citocinas no NALF de animaitodes os grupos com rinite alérgica
através do método de ELISA. Yi-Zheng e colaboradores (2@Gilitando modelo de rinite
alérgica, possivelmente por ndo conseguir analisar c®ain NALF, analisou a presenca
das citocinas no lavado broncoalveolar (BAL). Semeéhastudo foi observado Yong-Seak
col. (2015) possivelmente pelo mesmo motivo, avaliou a pémdde citocinas entre animais

do grupo OVA e controle em amostras de soro dos animais.

No processo alérgico da rinite, a inflamacdo da camadauswisan do tecido das vias
aéreas superiores esta associada a migracdo de céhalastaaregido. (BOUSQUET et. al.,
2008). O modelo de rinite desenvolvido no nosso laboratorio ilndurecrutamento celular
para o tecido da cavidade nasal visualizado pelo corte lyj&toldo tecido nasal e corado
com H&E com aglomerados na regido subepitelial e peuNas observando também
processos de vasodilatacdo e decréscimo dessas céluta® s animais foram tratados
com dexametasona. Jung e colaboradores jafdri@ostraram essas alteragdes histologicas
pela coloracdo do tecido com H&E nos animais do grupo OMid&ma reducdo dessas
alteracdes quando tratados com o glicocorticoide dexapmetasJrmila e colaboradores
(2015) também demostraram a infiltracdo de células na cavidesdé em amostras coradas
com H&E de animais com rinite alérgica desenvolvida com O&Aa reducdo dessa

infiltracdo nos animais tratados com a droga padréo utiliziémraetazolina.

No processo alérgico da rinite observa-se metaplasiaéalas caliciformes na regido
do epitélio respiratorio. A analise histologica de codegecido da cavidade nasal e corada
com a coloracdo de PAS permitiu a visualizacdo do aunagentaimero dessas células bem
como de sua ativacdo pela presenca de muco na sua saperfi@ interior. Aoishie
colaboradores (2015), em modelo de rinite alérgica (OVA cateogeno) de 63 dias
demostraram a metaplasia das células caliciformes.n&aki colaboradores (2016)
demostraram a metaplasia dessas células em analisdicst e imunohistoquimica em
modelo de rinite alérgica utilizando també&éanOVA nas sensibilizacbes e nos desafios

intranasais, corroborando com 0s nossos resultados.

O tratamento com a dexametasona reduziu visualmente a pwvodacénuco e a
ativacdo das células caliciformes no epitélio do tratsah Mehmet e colaboradores (2016)

demostraram o aumento do namero de células calicifbemmeanimais com rinite alérgica e a
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reducdo dessas células no grupo de animais tratado coritozodicoide fuarato de

mometasona, corroborando com o0s resultados obtidosestgse.

InteragBes complexas entre mastécitos, célulagligmst células dendriticas, células
T, células linfoides inatas, eosindfilos e basofilosdiberagdo de quimiocinas e citocinas
regulam os sintomas clinicos na rinite alérgica podendsispepor horas apos a exposicao
ao alérgeno. Sendo assim, as drogas que estabilizam ou dingrmuemero de mastdcitos no
tecido nasal melhoraram os sintomas de rinite. Nasanédcidual pela coloragéo de Azul de
Toluidina, especifica para marcacdo de mastécitos, demongtie nos animais do grupo
OVA houve um aumento de mastécitos quando comparado ao grs@loeba tratamento
com dexametasona reduziu o numero dessas células demonsuaratividade antialérgica.
Alguns estudos tém demostrado (Sakine et. al., 2016) pasahdtologica, 0 aumento de
mastocitos na cavidade nasal no modelo de rinite alérgicenwdggida por OVA pela
coloracdo com May-Grunwald e Yong-Seok e colaboradores \20d€raram a inibicao da
reacao inflamatéria mediada por mastocitos no processoitgealérgica pela fosforilacao de
proteinas citoplasmaticas evidenciando sua participacavaefegses resultados corroboram

com os resultados obtidos no nosso estudo.

A andlise das laminas para mensuracdo do score histologicsibifitos
estatisticamente visualizar as diferencas existentes @ animais de cada grupo. Pelo score
confirmou-se a analise visual pois migracdo de célulataptasia de células caliciformes no
tecido respiratorio da cavidade nasal, producdo de muco & @dtlas e a presenca de

mastocitos apresentaram resultados semelhantes aocamluserv

Portanto, frente ao exposto acima podemos inferir que o merpérimental de rinite
alérgica crénica foi devidamente implementado no Labacatbe Imunofarmacologia de
UFPB, podendo ser utilizado para testar moléculas de divaysgens com potencial

antialérgico.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse estudo concluimoso gmedelo de rinite
alérgica cronica foi adaptado e implementado no Labdvatle Imunofarmacologia do
Centro de Ciéncias da Saude da UFPB e que permitird estoihos fim de testar moléculas

naturais ou sintéticas que possam interferir na:

1. Migracdo de células inflamatérias para a cavidade nasal,
2. Producédo de citocinas, mediadores inflamatérios, ndadeinasal;
3. Producédo de IgE-alérgeno especifica;

Além dos parametros acima mencionados, o modelo experirdesemnvolvido permitira:

4, Avaliacao histologica do tecido nasal quanto a migrac@eld&s;
5. Avaliacdo histolégica do tecido nasal quaatmetaplasia de células caliciformes e
producéo/secrecédo de muco;

6. Avaliacéo do tecido nasal na quantificacdo de mastécitos
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL [ni PARATEA ﬁ
COMISSAD DE ETICA NO USD DE AMIMAIS [CEUA)

PARECER COMSUBSTANCIADD DD FROJETD DE PESOLAISA

L. \OhADATYS: (D30 PROGETD)

1. Titula do projeto-

Aumliagio de Atividade Artimlersics da Warifbeine, om Almboide de Cisrampslos sympodictis Echi
[Wenispermacess]

2. Pﬂ-qjs-u-ﬂal'rupnmfw:l:

Marcia Regina Piuvvezam

3. Centro [Siglal: 4. Departamento:

s De=partamento de Fisinlogia = Patolosia
E.ﬁ:nﬂuuepl'utnmln: &, Data de submissioc 7. Dabe da relstoria:
11477013 007 3013 o2/ 032015

E. Apresentaiso do projeioc

0 pressmi= projsio progDe svadar o trabamertc intranassl com o alcaiceds weriteing sxtraido de
Charampeics spmpodiols Eichl [Merispermacess| =m mocsio experimental de rinite alergica,
consigerands a mssociagdo & =sma. Fers desenwolimentn g0 modslo de dnite  alergica
amurdongos fEmeas ca linhagem sogenica BALEfc serSo distribesdos nos grupos basal,
ouslbuming {ova), ceinmetasona & warifteine. Edes, serfo sensibilizados & cessfiados com ova e
tratedos om & substancis Em UM profoooio de 57 diss. Aa finad 8o protocoln, sere molstado o fasdo
do levado ds rasofsringe & avalisdo o efeito do tratsmento intrenasal com o sl@lcice wsrTREIns,
em modele saperiments! de rinite, aralisanda 8 produgBo de Ctocinas dos perfis T (Fh-y) = Th2
[H2, B-3 = 1-13], indotors da ririte alergics & pelos corbes histologicos da mbega dos anEmais,
svaiiar o perfil cxlulsr presents no nariz dos animais com rinits = tratedos com B wanteins,

5. Substituicio de metodologia: [ | =ama [ nfo

3.1 Comentarios:

|5e oy dereaadniy, uatifiour ¢ Jupio Gy o mitodsivgva bard redupdo dio momers G eiacia)

1. INFORMACOES RELATIVAS A0S ANIMAR.

1. Espedie: | (= Hlmero amostralk

Camundonges BALBI Emeas 32 =nimais

3. Justiticative do numers amostral: [% ) adeqguese | | inacequsdo
3.4 Camentarios

A justificetive S0 tamanho smostral stende & remomiendaghes dests Comizsaa.

. Acomodacio & manutencdo: l | Bdeguada L ..Inudeq-ﬂu

4.1 Comentarios:
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5. Manipulacic dos animais: X | Adequado Inadequado

4.1 Comentarios:

6. Analgesia dos animais [se aplicavel): Adequado Inadequado

6.1 Comentarios:
Mio se aplica.

7. Anestesia dos animais [se aplicivel): ¥ | Adequado Inadequado

7.1 Comentarios:
\ide 8. Eutanasia dos animais.

8. Eutandsia dos animais [se apliciavel): ¥ | Adequado Inadequado

8.1 Comentdrios:

A eutandsia sera realizada por sobredosagem de solugdo anestésica xilasina (8,33%) e cetamina
[25%), sendo assim 30 mgfkg de xilasina e 300 mg/kg de cetamina aplicada via intramuscular nos
animais.

L. SITUACAD DO PROJETO

X Aprovado Com pendéncia Negodo

1. Consideragdes sobre o parecer:
Com base nestes argumentos, o parecer & favoravel 3 aprovagdo e execugdo do projeto, salvo
melher juizo deste conselho.

Joao Pessoa, 09 de margo de 2016,
Comiss3o de Etica no Uso de Animais.
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