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ABSTRACT

The atopic dermatitis (AD) is a common allergic disease in dogs that cause
itching and skin inflammation. This study aimed to test a murine model comparable to
the dogs disease, to enable future atopic disease treatment studies. Three groups of
3 mice C57BI/6 received 0.1ml of Dermatophagoides farinae mite extract
percutaneously in up to 4 cycles of induction and subsequently the skin was collected
by biopsy for histopathological evaluation. Each cycles were two allergen applying
that kept fixed onto the skin with a bandage, being thus group G2 (2 cycles), G3 (3
cycles) and G4 (4 cycles) and a control group Gc that did not received allergen, only
bandage. No clinical symptoms such as erythema and excoriations were observed in
any group. There was a significant statistical difference in group G4 regarding
epidermal hyperplasia and mast cell numbers. The perivascular infiltrate was higher
in all groups than the control group. Therefore, further studies should be performed to
obtain a reproducible murine animal model of canine atopic dermatitis treatments.

INDEX TERMS: murine model, C57BI6, canine atopic, allergic disease

RESUMO

A dermatite atopica (DA) é a forma mais comum de alergia que afeta cées
causando prurido e inflamacé&o na pele. O objetivo desse estudo foi avaliar um
modelo murino similar a doenca nos caes, para possibilitar futuros estudos de
tratamento da atopia. Trés grupos de 3 camundongos da linhagen C57BIl/6
receberam 0,1ml de extrato do acaro Dermatophagoides farinae pela via percutanea
em até 4 ciclos de inducdo e posteriormente a pele foi coletada por bidpsia para
avaliacao histopatolégica. Cada ciclo consistiu em duas aplicacdes de alérgeno que
foi mantido aderido a pele com bandagem, sendo grupo G2 (2 ciclos), G3 (3 ciclos) e
G4 (4 ciclos) e um grupo controle Gc que nao recebeu alérgeno, somente
bandagem. N&o foram observadas alteragbes cutaneas clinica como eritema e
escoriacdo em nenhum grupo. Houve diferenca estatistica significante no grupo que
recebeu 4 ciclos de inducdo de alérgenos quanto a hiperplasia de epiderme e
quantidade de mastocitos. O infiltrado perivascular foi maior em todos 0s grupos em
relacdo ao controle. Sobretudo deveréo ser realizados mais estudos para obter um
modelo animal murino reprodutivel para avaliacdo dos tratamentos da dermatite
atopica canina.

TERMOS DE INDEXACAO: modelo murino, C57BI6, atopia canina, alergia.
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INTRODUCAO

A dermatite atopica (DA) canina é uma dermatose comum definida como uma
doenca de cunho genético, que predispbe a inflamacdo e ao prurido cutaneo,
mediado por imunoglobulinas da classe Ige que s&o dirigidas contra antigenos
especificos na maior parte dos casos (Olivry et. al. 2010). A dermatite atopica esta
relacionada a perda da funcdo de barreira tegumentar e sensibilizacado a alérgenos
ambientais, alimentares e microbianos. E uma doenca que deve ser classificada
como multifatorial e que envolve resposta alérgica especifica, infeccbes e defeitos

da barreira cutanea, entre outros fatores predisponentes (Larson e Lucas 2016).

A doenca pode acometer cdes de todas as racas e idades que possuam
predisposicao genética a uma mutacdo que diminui a homogeneidade e quantidade
de lipidios e queratinas da barreira epidérmica, ficando assim mais susceptivel a
entrada de agentes externos. Os sinais clinicos mais comuns da DA s&o o prurido e
as lesdes inflamatérias, sendo responsaveis pela menor qualidade de vida do animal
com DA (Larson e Lucas 2016). A alteracdo histopatoldgica predominante é um
infiltrado de eosindfilos e células mononucleares na derme superficial. A inflamacao
comumente € severa na derme e pode variar de focal a multifocal (Gross et al.
2005).

Baseados em estudos de reacdo positiva em testes intradérmicos contra os
alérgenos de Dermatophagoides (D.) farinae e D. pteronissynus, os acaros foram
considerados os alérgenos mais relevantes na alergologia veterinaria, variando de
acordo com a prevaléncia geogréafica (Mueller 2016, Farmaki et al. 2012). A maioria
dos cdes com dermatite atdpica possui IgE contra esses alérgenos ambientais que

podem ser detectados usando teste sorologicos IgE especifica (Farmaki et al. 2012).

A padronizacdo de modelos animais € extremamente importante para o estudo
do tratamento da dermatite atdpica canina, visto a dificuldade nos dias de hoje de
utilizacdo de cdes em experimentacdo. Atualmente, modelos de sensibilizacao
epicutanea induzidos por antigenos, como ovalbumina, oxazolona, acaros da poeira
(Dermatophagoides farinae) e trinitroclorobenzeno, tém sido amplamente utilizados

em camundongos. Esses camundongos apresentam alteracdes cutaneas



semelhante dermatite atépica humana em relacdo a hiperplasia epidérmica, infiltrado
epidérmicos e expressdo de genes pro-inflamatérios. Embora esses modelos sejam
considerados controlaveis, reprodutiveis e de baixo custo, a estrutura cutanea e o
mecanismo de cicatrizacado de feridas ainda séo significativamente diferentes entre a

pele murina humana (Jin et al. 2009, Zhao et al. 2017)

O camundongo foi escolhido como modelo para inducdo da dermatite atopica
canina pela facilidade de obtencdo e manuseio desses animais e foi utilizado o
extrato de D. farinae devido sua importancia na dermatite atdpica canina. O objetivo
deste estudo foi padronizar um modelo animal murino de dermatite atopica

reprodutivel para posterior avaliacdo de alternativas terapéuticas.



MATERIAL E METODOS

Animais de experimentacao

Foram utilizados 12 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 8
semanas de idade e peso corporeo médio de 32 gramas. Os animais foram alojados
individualmente em gaiolas de 30cm, sob fotoperiodo de 12 horas, com temperatura
e umidade controladas, ruidos minimos, alimentados com racéo solida comercial e

agua ad libitum.

Reagentes

O extrato de Dermatophagoides farinae foi adquirido da empresa Alcbr (S&o

paulo - Brasil) diluido em solucao salina fenolada na concentracdo 100ug/ml.

Inducéo da dermatite atopica

A metodologia utilizada foi baseada no modelo proposto por Kawakami (2015)
para inducao de dermatite atépica em camundongos. Os animais foram divididos em
4 grupos, sendo um controle, denominado Gc, que recebeu apenas o curativo com
soro fisioldgico em 2 ciclos. E outros trés grupos (G2, G3, G4) que receberam o
alérgeno em 2, 3, 4 ciclos respectivamente. Todas as manipula¢cdes nos animais
foram realizadas com anestesia inalatéria e os devidos cuidados tomados para

minimizar o estresse conforme proposto por Kawakami et al. (2015).

Para inducdo da inflamacéo cutdnea os camundongos foram tricotomizados na
regiao cervico toracico (Figura 1A). Em seguida foi fixado e removido na pele 2cm de
esparadrapo por 4 vezes para retirar o excesso de pelo, untuosidade e ocorrer
disruptura do extrato cérneo para penetracdo do alérgeno. Foi depositada na area
dorsal uma gaze com 0,1ml da solucdo do alérgeno de Dermatophagoides farinae
que foi totalmente ocluida com um curativo adesivo Tegaderm®@3M) (Figura 1B) e
fixado com uma bandagem de tecido ao redor do térax (Figura 1C) por 3 dias e

repetido procedimento por mais 3 dias. Depois o animal foi mantido em descanso



sem curativo por 7 dias e repetidas outras duas aplicagbes com intervalo de 3 dias,
completando assim dois ciclos ap6s 19 dias. Portanto, o alérgeno foi aplicado nos
dias 0,3,13 e 16 e o animal mantido sem curativo entre os dias 6 a 13 conforme
esquematizado na Figura 2. Nos grupos G3 e G4 a metodologia foi repetida até se

totalizar o numero de repeticbes necessérias.

FIGURA 1. Fotografias ilustrativas da vista dorsal demonstrando preparo do modelo

murino para aplicacdo do alérgeno. A: Regido dorsal tricotomizadal. B: Alérgeno

ocluido com curativo adesivo. C: Bandagem de tecido ao redor da regido toracica.




FIGURA 2. Desenho esquematico do protocolo de indugdo de lesdes cutaneas com
aplicacdo de dois ciclos do alérgeno Dermatophagoides farinae (Derf.) em

camundongos C57BI6.

Remocgao da
Remocgao da bandagem e
bandagem bidpsia
Derf Derf. A Derf. Derf
A A A A
: Descanso de 7 dias
® ® ® @ —o—
DIAO DIA3 DIA®6 DIA13 DIA 16 DIA19

Apos o final de todos os ciclos a pele foi coletada para avaliacdo
histopatoldgica por bidpsia cutdanea com punch de 8mm e realizado sutura com fio
mononylon 2.0. No pds operatorio os animais foram mantidos com curativo
Tegaderm por 7 dias e entdo removido o fio. Todos os camundongos foram
anestesidados com anestesia inalatéria com isoflurano para manipulacdo como

tricotomia, remocdo da bandagem, troca do curativo e biopsia.

Avaliacéao clinica das lesGes cutaneas

Para avaliar a gravidade da inflamacé&o e a evolucdo da dermatite, um sistema
de pontuacdo objetiva foi utilizado com base no escore visual de trés parametros
(TIS- Three Item Severity): eritema, escoriacdo/descamacdo e edema. Foi
classificada em uma escala de severidade de 0-3, sendo O (equivalente a nenhum
sintoma), 1 (equivalente a leve), 2 (equivalente a moderado) e 3 (equivalente a
marcado). A somatoria do total de lesdes foi classificada em um escore de 0 a 9
para cada animal (Oranje et al. 2007). Os camundongos foram avaliados para
obtencdo do escore de lesdes ao final dos ciclos de cada grupo e os dados

mostram-se dispostos no quadro 1.



Processamento e avaliacdo histoldgica das amostras

Os fragmentos de pele foram coletados e fixados em solugdo aquosa a 10% de
formaldeido e entdo incluidos em parafina, seccionados a 4um de espessura e
corados com Hematoxilina-Eosina (H&E). Isto para a determinacédo das alteracdes
como hiperplasia da epiderme, presenca de infiltrado perivascular, caracterizacao do
tipo de infiltrado e ainda a presenca ou ndo de edema dérmico superficial. J& para
deteccdo e quantificagdo dos mastocitos laminas foram coradas com azul de
toluidine. O numero de mastdécitos foram contados na epiderme por um escore semi

guantitativo com a soma de 10 campos de grande aumento microscopico (400x).

Analise estatistica

Para obter a média e desvio padao foi utilizada andalise descritiva. O teste
Kolmogorov-Smirnov foi realizado para avaliar a normalidade. A quantificacdo do
namero de mastdcitos entre os grupos foi avaliada a partir do teste one-way Anova,
com pos teste de Friedman de mdultipla comparacao. A analise foi realizada usando o
software Sigma-Stat 3.5 em p < 0,05.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A dermatite atopica (DA) canina € uma dermatose frequente nos caes, definida
como uma doencga cutanea inflamatdria e pruriginosa com predisposi¢cao genética,
cujas carateristicas clinicas estdo associadas aos anticorpos IgE, dirigidos na
maioria dos casos, contra alérgenos ambientais (Olivry et. al. 2010). Originalmente
acreditava-se que os alérgenos adentravam no organismo atraves da inalacao,
porém, atualmente, acredita-se na entrada trans ou percuténea e, de forma menos
importante, pela via oral. Assim a sensibilizac&o inicial e a reexposi¢cdo necessaria
para causar sintomas clinicos deve ocorrer através do contato do alérgeno com a

pele (Larson e Lucas 2016).

Foi realizada modificacdo no protocolo proposto por Kawakami (2015), que
sugeria utilizacdo de dois alérgenos para inducdo da inflamacgéo, para uso apenas
do alérgeno Dermatophagoides farinae, visto que este é principal realacioando a
dermatite atépica canina (Mueller, 2016). De acordo com o modelo de Kawakami
(2015), sdo necessarios 2 a 4 ciclos de aplicacdes de alérgenos para a obtencéo de
resposta inflamatéria, o que pode variar de acordo com a linhagem e alérgenos
(Kawakami et al. 2015). Foi observado que ocorreu maior inflamacgéo cutadnea apés
4 ciclos de aplicacédo do alérgeno.

Os camundongos submetidos a maior exposicao alergénica, G4, apresentaram
prurido na regidao dorsal e orelhas. Contudo ndo houve sugnificante alteracéo clinica
cutdnea quanto a eritema, edema, descamacdo e escoriagcbes em nenhum grupo
(Quadro 1).

QUADRO 1. Somatéria do escore de severidade 0-9 das lesdes avaliadas ao
final de todos os ciclos de cada grupo.

Grupos Eritema Escoriacéo Edema Prurido Escore

Gc 0 0 0 0 0
G2 0 0 0 0 0
G3 0 0 0 0 0
G4 1 1 0 3 5




Yamamoto et. al (2007) induziram lesGes cutdneas em camundongos que
apresentaram sinais clinicos de escoriacdes e prurido. Sobretudo, nestes animais foi
realizada alteracdo da barreira cutanea antes da aplicacdo do alérgeno na regiao
dorsal. Sendo assim, essa diferenca metodologica pode justificar e explicar a néo
obtencdo de sinais clinicos no presente trabalho. Mas, esta metodologia adotada
nao invalidou e nem inibiu a ocorréncia de achados que comprovem a agédo do
alérgeno na pele dos animais, pois foi observado um comprometimento inflamatoério
tecidual. Revelando que apesar da auséncia de acuracia da avaliacdo clinica, parte

relevante da afeccéo foi evidenciada nos camundongos induzidos.

Estudos anteriores demonstraram que o extrato de D. fariane no veiculo
suspensao induziu lesdes cutaneas em camundongos similares a dermatite atdpica,
porém o inicio do quadro foi tardio (Matsuoka et. al. 2003). Yamamoto et. al (2007)
observou uma rapida e intensa modificacdo do escore de lesbes e alteracdes
histolégicas com a aplicagdo de D. fariane porém sobre a forma de pomada. A
hipotese de que o alérgenos na forma de pomada permanece por um periodo maior
em contato com a pele do camundongo pode ser considerada a razao pelo qual néo
houve surgimento de les@es clinicas quando aplicado na forma de suspensao neste

experimento.

Na literatura ndo ha descrito um modelo animal que mimetize completamente
as manifestacdes clinicas das doencas alérgicas cutaneas, os modelos fornecem
uma expressdo fenotipica semelhante, porém ndo sdo espontédneas e crbnicas
(Takeda 2009).

Jin et al. (2009) que descreveram que camundongos Nc/Nga desenvolveram
espontaneamente lesdes cutaneas semelhantes a dermatite atopica humana em
condicdes convencionais. As lesGes possuiam um acumulo marcado de mastdcitos e
eosinofilos, com hiperqueratose epitelial, hiperplasia e espongiose acompanhada de
aumento da resposta Th2 e alteragbes de barreira cutédnea. Tanaka et al (2012)
demonstraram que modelos animais sensibilizados pela via epicutanea
apresentaram caracteristicas histopatolégicas de hiperplasia da epiderme,
espongiose e infiltrado de CD4+ e CD8+. Tais achados corroboram com o0s
resultados do Quadro 2, que descreve as lesbes histopatologicas nos diferents

grupos. Houve significante hiperplasia na epiderme no grupo G4 que recebeu maior



quantidade de inducdes de alérgenos. Células inflamatorias, incluindo mondcitos e
eosindfilos, foram observadas nos grupos G2, G3 e G4. Os grupos nao

apresentaram edema dérmico superficial.

QUADRO 2. Distribuicdo das lesGes microscépicas nos diferentes grupos avaliados.

Hiperplasia Infiltrado Edema dérmico
_ _ Tipo de infiltrado o
epiderme perivascular superficial
Gca - - - -
Gceb - - - -
G2a - + mondcito -
G2b - + monacito + eosindfilo -
G2c - + mondocito + -
G3a - - mondocito + -
G3b - + monacito -
G3c - + mondcito -
G4a + + monocito + -
G4b + ++ mondocito + -
G4c + + monocito + -

+ leve / ++ moderado / — ndo observado. Letras a, b e ¢ representam os

diferentes animais de cada grupo.

A resposta inflamatoria cutanea apdés o estimulo alergénico foi evidenciada pelo
aumento do namero de mastdcitos, corados pelo azul de toluidina (Figura 3). Um
aumento significativo no nimero dessas células em relagdo ao grupo controle foi
demonstrado nos grupos G2 e G4 (Quadro 3). Olivry et al. (2001) avaliaram o
infiltrado inflamatorio cutaneo de cées atopicos através de inje¢des intradérmicas de
D. Farinae e obtiveram ndo apenas reagdo de urticaria imediata, mas também uma
inflamacé&o visivel e microscopica de longa duracdo, com reacao de fase tardia apos
exposicdo antigénica. Observaram que o numero de mastocitos na pele de cées
normais variou em torno de 12-15 células/mm? e em cées atépicos este valor variou

19-25 células/mm? apds o estimulo promovido pelo alérgeno D. farinae.



QUADRO 3. Numero de mastdcitos dos diferentes grupos comparados em relagéo
ao grupo controle, considerando que a quantidade de mastdcitos foi determinada por
dez campos/lamina, adotando ANOVA one-way com o emprego do Teste de

Friedman, sendo p<0,05.

Grupos Numero de mastocitos
Gc 26+1,04%
G2 84,675,992
G3 48+11,94
G4 137,315,29"

Letras iguais em linhas diferentes representam diferenca estatistica.
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FIGURA 3. Pele regido dorsal de camundongo. Setas vermelhas indicam os
mastocitos. A. Poucos mastocitos cutdneos em grupo controle. B. moderada
guantidade de mastécitos em G2. C. aumento de mastoécitos na derme de animal do

grupo G4. (azul de toluidina, Barra=50um).
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CONCLUSOES

Em concluséao, propomos a utilizagdo do camundongo C57BI6 como modelo
animal para estudo da dermatite atdpica canina através de repetidas aplicacdes de
extratos de Derf pela via percutanea. As alterag6es cutaneas histolégicas foram
similares as ocorridas em cdes com dermatite atopica, portanto, o modelo é util ndo
apenas para estudo da patogénese da doenca mas também para a avaliagdo de
Nnovos agentes terapéuticos.
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