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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Asma é uma doença crônica das vias aéreas que ocorre em todas as idades em 

todo o mundo, frequentemente iniciada na infância. Sua prevalência tem aumentado 

nas últimas quatro décadas em alguns países, sendo em muitos lugares a doença 

crônica mais comum na infância. Estima-se que 300 milhões de pessoas sofram dessa 

doença em todo o mundo, representando um problema global e com elevada 

morbidade e mortalidade, tendo assim grande importância econômica, necessitando 

de amplos investimentos em novos tratamentos para seu melhor controle. 1, 2 

A asma é caracterizada por limitação do fluxo aéreo e hiperresponsividade 

das vias aéreas inferiores, levando a episódios recorrentes de sibilância, dispnéia, dor 

torácica e tosse, principalmente à noite e ao despertar. Os principais fatores de risco 

para o desenvolvimento da asma estão associados à genética e a componentes 

ambientais. A inflamação brônquica exerce um papel central na fisiopatogenia da 

doença, envolvendo inúmeras células e mediadores inflamatórios.2 A infiltração de 

células CD4+ T-helper 2 (Th2) e eosinófilos nas vias aéreas, associada à elevação de 

imunoglobulina (Ig) E alérgeno-específica no plasma são os principias componentes 

envolvidos no mecanismo da doença.  As células Th2 são responsáveis pela secreção 

de interleucinas (IL-4 e IL-5), que estimulam a síntese de IgE, e o 

recrutamento/ativação de eosinófilos. 3 
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Devido à alta prevalência da doença em todo o mundo, a asma é uma doença 

amplamente estudada. As pesquisas nessa aérea têm crescido exponencialmente, 

mostrando que a asma é uma complexa e heterogênea doença impulsionada por 

inúmeros processos em nível celular, molecular e genético. Para um melhor 

entendimento dos seus mecanismos e identificação de novos caminhos de terapias 

medicamentosas, muitos estudos ainda devem ser conduzidos.  No entanto, por 

razões éticas, o conhecimento novo da doença tem sido freado pela necessidade de 

exames invasivos (ex: biópsias brônquicas) que auxiliam para um melhor 

conhecimento da fisiopatogenia e desenvolvimento da doença. Estes estudos tornam-

se muitas vezes inviáveis em humanos, particularmente em crianças. Neste aspecto, 

os modelos animais, mesmo com suas limitações translacionais, são uma linha 

atraente de pesquisa nesta área. Dessa maneira, parte desse trabalho de Mestrado foi 

conduzida em busca de um protocolo mais “ideal” de modelo animal para o 

aprimoramento de estudos dessa doença. 

Em nosso laboratório de pesquisa temos estudado modelos agudos de asma, 

como na maioria dos centros de pesquisa do mundo, em busca de novas terapias para 

o controle, e até mesmo, quem sabe, prevenção da doença.  Entretanto, sabemos que 

a asma é uma doença crônica, que se inicia muitas vezes ainda no primeiro ano de 

vida. Assim, o desenvolvimento de protocolos crônicos da doença em modelos 

animais deve ser melhor estabelecido e entendido. Com isto, revisamos protocolos 

não só da doença aguda, mas também da asma na sua fase crônica e desenvolvemos 

um modelo, discutido na literatura, mas testado pela primeira vez sob alguns 

aspectos no nosso laboratório, que é o estudo central desta dissertação de Mestrado.   
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A partir do interesse pelo estudo da asma na fase crônica, observamos que 

determinadas características patológicas ocorrem de forma não reversível. Sabemos 

que a inflamação persistente das vias aéreas inferiores pode resultar no que 

chamamos de remodelamento brônquico (RB), característica que pode ser observada 

quando amostras histológicas são analisadas na asma crônica, e que parecem 

desenvolver-se nos primeiros anos de vida do paciente e da doença. Dessa forma, 

decidimos estudar o tema remodelamento brônquico na criança, escrevendo um 

artigo de revisão sobre o assunto para apresentação neste Mestrado, discutindo a 

escassa literatura no assunto. 

 

Asma e modelo animal 

 

Os modelos animais têm sido utilizados há mais de 100 anos para elucidar a 

fisiopatogenia de doenças humanas e para avaliar novos alvos terapêuticos. 

Tornaram-se a ferramenta que permite que estudos sejam conduzidos em um 

contexto com sistemas biológicos “intactos”. Os modelos murinos de asma 

desencadeiam uma importante resposta alérgica Th2 e têm sido úteis para um melhor 

entendimento dos processos de mecanismo de doença alérgica e testes pré-clínicos de 

novos fármacos. 4, 5 No entanto, grande número de medicamentos que mostraram 

relativa eficácia em modelos animais de asma teve pouco beneficio clínico, quando 

utilizados em ensaios clínicos em humanos.4 
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Nenhum animal de laboratório desenvolve características exatamente iguais à 

asma em humanos.6 Mesmo assim, devido principalmente a aspectos éticos de 

pesquisa, modelos animais tem sido desenvolvidos e utilizados, com processo de 

sensibilização a antígenos, e posterior desafio das vias aéreas, a fim de desencadear 

uma resposta pulmonar alérgica semelhante à asma em humanos.4 

Muitas características da asma atópica foram descobertas em alguns modelos 

animais, entre eles camundongos, ratos, ovelhas, gatos, cachorros e cavalos.7 Os 

camundongos são o modelo mais popularmente utilizado para avaliação da resposta 

alérgica das vias aéreas. Esta é a espécie ideal para o estudo de várias doenças já que 

possuem genética detalhadamente conhecida, são animais de fácil manipulação e 

apresentam custo relativamente baixo.4,8,9 Além disso, os camundongos são 

facilmente sensibilizados com inúmeros antígenos, aos quais não estão normalmente 

expostos, incluindo a ovalbumina (OVA),4, 10 poeira doméstica,11
 Aspergillus 

fumigatus,12 extrato de erva-daninha,13 entre outros. A sensibilização e posterior 

desafio com esses antígenos resultam em uma clara resposta Th2, elevando níveis de 

IgE alergeno-especifica e gerando uma inflamação eosinofílica.14  

Existem diversos protocolos de sensibilização dos animais, sendo mais 

utilizado o modelo murino com fêmeas adultas (6-8 semanas) da espécie BALB/c, 

através da sensibilização com OVA e hidróxido de alumínio (alum), via 

intraperitoneal (Figura 1), com intervalo de 14 dias, e posterior desafio com OVA 

após 11 dias, utilizando a via intranasal (Figura 2), durante 3 dias consecutivos para 

os modelos agudos e durante 8 semanas para os modelos crônicos. No entanto, estes 

protocolos têm sido bastante criticados por utilizar um adjuvante (alum) para 
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sensibilização ao antígeno, agente este que potencializa artificialmente a resposta 

imune e a produção de citocinas de características alérgicas. Conrad et al. 

recentemente realizaram um experimento para modelos de asma agudo 

demonstrando que o uso de um protocolo sem adjuvante e com sensibilização 

subcutânea com OVA era tão eficaz quanto o protocolo tradicionalmente utilizado 

com OVA intraperitoneal com adjuvante.15 A partir de então reproduzimos um 

estudo semelhante, sensibilizando os animais com OVA via subcutânea sem a 

utilização de alum, porém em um período de tempo mais curto. Além disso, 

protocolos de asma crônica também têm sido bastante criticados e precisam ser 

aprimorados. Assim, desenvolvemos também um protocolo de asma crônica 

utilizando sensibilização via subcutânea e livre de adjuvante. 

 

 

Figura 1- Instilação de OVA intraperitoneal em camundongo BALB/c. 
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Figura 2- Instilação de OVA intranasal em camundongo BALB/c, após 
anestesia geral em câmara anestésica. 

 

Asma e remodelamento 

 

Com a escassa literatura sobre RB em asma, principalmente em crianças, 

temos estudado protocolos de asma na sua fase crônica, analisando a histologia do 

pulmão de camundongos, observando a presença de características relacionadas ao 

que chamamos de remodelamento brônquico. Decidimos então aprimorar os 

conhecimentos nesta área, bastante discutida na literatura, mas ainda com inúmeras 

perguntas sem respostas definidas. 

Muitos pacientes asmáticos em idade adulta apresentam alterações crônicas 

na estrutura das paredes das vias aéreas (ver artigo de revisão).16 Fatores de risco 

para o desenvolvimento de RB ainda são muito pouco claros.17 Muitos autores 
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observaram características semelhantes de remodelamento em adultos e crianças pré-

escolares sibilantes,18 porém não sabemos ao certo quando essas alterações começam 

a se desenvolver. 

Concluindo esta introdução, a presente dissertação apresenta um artigo 

original e um artigo de revisão intitulados, respectivamente, "Estudo de novos 

modelos experimentais em doença pulmonar alérgica em modelo murino" e 

“Remodelamento brônquico na asma da criança”. 
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RESUMO 

 

Remodelamento brônquico (RB) é uma característica não reversível de causa 

ainda indeterminada que se caracteriza pela inflamação persistente do tecido 

pulmonar. Espessamento da membrana basal (MB), hiperplasia de células 

caliciformes, aumento no número de glândulas submucosas, aumento do número e 

área dos vasos sanguíneos, hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa e aumento de 

depósito de colágeno na parede das vias aéreas são as alterações observadas que 

caracterizam o remodelamento. O espessamento da MB tem sido descrito em 

crianças com asma, mas não existem medidas objetivas e não há dados que 

relacionem essa característica com a idade e a duração dos sintomas em crianças. 

Também não está claro se o espessamento gradual da MB é uma consequência de 

repetidos episódios de exposição à alergenos ou episódios inflamatórios agudos. O 

objetivo do presente artigo é, revisando a literatura, oferecer um melhor 

entendimento do processo de remodelamento brônquico, particularmente na criança. 

Como fonte de dados inicial foi utilizada a base de dados do PubMed, utilizando os 

descritores asthma AND remodeling. 
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ABSTRACT 

 

Airway remodeling is a non reversible feature of asthma, with undetermined 

cause, and it is characterized by persistent inflammation of lung tissue. Basement 

membrane thickening, globet cells hyperplasia, increased number of submucosal 

glands, increased number and size of blood vessels, hypertrophy and hyperplasia of 

smooth muscle and incresead collagen deposition in the airway wall are observed 

changes in the remodeling process. The basement membrane thickening has been 

described in children with asthma, but no objective data to relate remodeling with 

age and duration of symptoms in children has emerged. It is also unclear whether the 

gradual basement membrane thickening is a consequence of repeated episodes of 

allergen exposure or acute inflammatory episodes. The aim of this paper is, based on 

a review of the literature, to provide a better understanding of remodeling, 

particularly in children. As initial data source, we have used the PubMed databases, 

searching for asthma and remodeling keywords. 
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INTRODUÇÃO 

 

A asma é a doença crônica mais comum da infância, e também uma das 

principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, com aumento 

considerável na sua prevalência nas últimas décadas.1, 2 É uma doença de complexa 

interação entre fatores ambientais e componentes genéticos, resultando em um 

processo inflamatório crônico das vias aéreas, caracterizado pelo desenvolvimento de 

limitação do fluxo aéreo e hiperresponsividade brônquica, manifestando-se 

clinicamente por episódios recorrentes de dispnéia, sibilância, tosse e aperto no 

peito.3 Todos os compartimentos das vias aéreas, grandes e pequenas, podem 

apresentar alterações na asma. Em alguns indivíduos predispostos, ainda por causas 

não determinadas, essa inflamação persistente pode ser acompanhada por alterações 

morfológicas e funcionais chamadas de remodelamento brônquico, de características 

não reversíveis.4  

O remodelamento brônquico das vias aéreas pode ser definido como um 

processo complexo multicelular que resulta em mudanças estruturais que envolvem a 

composição, conteúdo e organização de muitos dos componentes celulares e 

moleculares da parede brônquica.5,6 A alteração mais marcante, e onde as 

repercussões funcionais são mais claramente observadas, ocorre na musculatura lisa 

do brônquio.7 Essas alterações característicamente incluem espessamento da MB, 

hiperplasia de células caliciformes, aumento no número de glândulas submucosas, 

aumento do número e área dos vasos sanguíneos, hipertrofia e hiperplasia da 

musculatura lisa e aumento de depósito de colágeno na parede das vias aéreas.5 As 



Artigo de R evisãoA rtigo de R evisãoA rtigo de R evisãoA rtigo de R evisão     

 

 

 

24

mudanças na estrutura da parede das vias aéreas têm sido bem descritas na asma em 

adultos, sendo que a evidência de espessamento da MB é um sinal específico dessa 

anormalidade nesses pacientes. Tais alterações estruturais têm sido extensamente 

estudadas em pacientes asmáticos com diferentes graus de gravidade, na tentativa de 

melhor caracterizar sua fisiopatogenia, seus principais componentes e, 

principalmente, sua relação com as alterações funcionais.7 O espessamento da MB 

tem sido descrito em crianças com asma, mas não existem medidas objetivas e não 

há dados que relacionem o espessamento da MB com a idade e a duração dos 

sintomas em crianças. Também não está claro se o espessamento gradual da MB é 

uma consequência de repetidos episódios de exposição à alergenos ou episódios 

inflamatórios agudos.8 As alterações da inflamação brônquica na asma de origem 

atópica e no processo de remodelamento brônquico são resumidas na Tabela 1. 

Tabela 1 - Características do processo inflamatório na asma.2, 6 

Alterações brônquicas 

Inflamação aguda Inflamação crônica (Remodelamento) 

Broncoconstrição Fibrose subepitelial 
 

Aumento da permeabilidade vascular Hiperplasia e hipertofia do músculo liso 

Edema Hiperplasia de glândulas caliciformes 

Vasodilatação Angiogênese 

Hipersecreção de muco   
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Há alguns anos, a inflamação crônica das vias aéreas foi considerada a 

primeira alteração em pacientes com asma, e o remodelamento como uma 

consequência posterior da doença. Sendo assim, acreditava-se que o tratamento com 

corticóides, além de controlar a inflamação, poderia também prevenir o 

desenvolvimento do remodelamento brônquico. No entanto, alguns estudos 

sugeriram que o remodelamento brônquico inicia-se muito precocemente e que 

algumas medidas de prevenção e tratamento são relativamente ineficientes no 

desenvolvimento dessas alterações ou para sua reversão depois de estabelecidas.8, 9 

Poucos estudos foram realizados para entender o desenvolvimento do 

remodelamento brônquico na infância. O objetivo principal deste artigo, revisando a 

literatura e discutindo as evidências correntes, é oferecer um melhor entendimento do 

processo de remodelamento brônquico na criança. 

 

Remodelamento brônquico em adultos 

 

 Em adultos, as doenças inflamatórias crônicas são as principais responsáveis 

por alterações estruturais dos pulmões, prejudicando a manutenção da função 

pulmonar. Asma e doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) são as doenças mais 

associadas a esta condição.  

Em pacientes com asma, o remodelamento brônquico parece iniciar ainda na 

infância, sem ocorrer destruição do parênquima pulmonar, como acontece na DPOC. 

Entretanto, as paredes das vias aéreas na asma apresentam-se espessadas e a 
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excessiva quantidade de muco e exsudato inflamatório causam estreitamento e 

obstrução do fluxo aéreo. O espessamento precoce da MB, a presença de eosinófilos 

e linfócitos T auxiliares são características marcantes de pacientes com asma. 

Diferentemente, metaplasia de pequenas vias aéreas, aumento da musculatura lisa e 

presença de linfócitos T citotóxicos no parênquima pulmonar foram características 

encontradas predominantemente em pacientes com DPOC.10  

 Inúmeros estudos realizados através de biópsia brônquica de pacientes com 

asma demostraram anormalidades no epitélio das vias aéreas. Até pouco tempo, 

acreditava-se no paradigma do remodelamento como uma alteração crônica, 

disfuncional e de resposta a uma inflamação em curso, mas esse conceito tem sido 

contestado. Enquanto muitos estudos demostraram a perda de função pulmonar 

associada com exacerbações graves de asma, foi reconhecido que o remodelamento 

pode ocorrer muito cedo em asmáticos, sendo em alguns casos ainda antes dos 

sintomas clínicos. Além disso, muitos pacientes asmáticos superam a doença e os 

sintomas por ela causados por longo período, mesmo sem o uso de medicamentos 

específicos, como os corticóides inalados, mas alguns desses pacientes apresentam 

doença subclínica ativa, caracterizada por hiperresponsividade brônquica ou perda de 

função pulmonar.11 

 Broekema et al. demostraram que o remodelamento das vias aéreas persiste 

mesmo em pacientes assintomáticos e com função pulmonar normal, mesmo sem o 

uso de tratamento para asma nos últimos três anos. Este estudo também demonstrou 

que a inflamação das vias aéreas e o remodelamento brônquico são um reflexo do 

aumento do número de eosinófilos, células T, mastócitos na mucosa das vias aéreas e 
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espessamento da MB, quando compararam pacientes sem sintomas com uso de 

medicamentos para asma há pelo menos um ano com um grupo controle sem história 

de asma. Assim, concluíram que pacientes asmáticos podem apresentar completa 

remissão das características clínicas da asma, mas o espessamento da MB persiste. 12 

Sabe-se que o espessamento não se altera com a idade, gravidade ou duração 

da asma. Porém, o total entendimento da relação entre inflamação crônica e 

surgimento do remodelamento brônquico não está claro, assim como a relação do 

remodelamento com a perda de função pulmonar. 

 

Remodelamento brônquico em crianças 

 

 Há evidências de que os componentes da asma em adultos estão relacionados 

com a asma na infância, pelo menos em uma proporção significativa dos pacientes. 

Muitos estudos foram realizados para se saber ao certo quando esse processo se 

inicia. Pôde-se prever que o remodelamento brônquico seria a última etapa do 

processo inflamatório da asma, mas atualmente isso parece ser incompatível com os 

dados pediátricos encontrados na literatura.  

Acredita-se que inflamação das vias aéreas e o remodelamento brônquico 

podem ser eventos paralelos, desencadeados pelo mesmo problema subjacente, mas a 

progressão de cada um é independente e em processos diferentes.2 Estudos em 

crianças com asma grave e adultos com asma leve e grave mostraram não haver 

relação entre a duração da asma e qualquer marcador de inflamação, ou uso de 
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terapia anti-inflamatória. Desse modo, o espessamento da MB parece não ser 

progressivo, não se alterar de acordo com o início do desenvolvimento da asma e 

provavelmente não estar estritamente associado a inflamação das vias aéreas.5 

Um estudo realizado em crianças com média de idade de 12 meses mostrou 

que lactentes sibilantes com obstrução das vias aéreas reversível, obstrução 

reversível após uso de broncodilatador e sem obstrução de vias aéreas não 

apresentaram diferenças significativas em relação à espessura da MB.9 Outros 

estudos mostraram que lactentes sibilantes aos 12 meses de vida apresentam vias 

aéreas com paredes normais, mas aos 30 meses o espessamento da MB e a 

inflamação eosinofílica podem começar a surgir. 5, 13 A inflamação eosinofílica e o 

espessamento da MB parece não estar presentes em lactentes sibilantes, mas podem 

ser encontrados em crianças escolares com asma. No entanto, parece não haver 

associação entre a idade das crianças, a duração da doença, os achados da função 

pulmonar e a inflamação eosinofílica das vias aéreas.8 

Em um estudo de coorte, Rasmussen et al. acompanharam durante duas 

décadas pacientes desde o nascimento até os 26 anos de idade e observaram que o 

remodelamento está associado a inúmeros fatores tais como sexo masculino, asma, 

hiperresponsividade das vias aéreas na infância e perda de função pulmonar, não 

encontrando associação com tabagismo e atopia. Este estudo demonstrou que os 

pacientes entre 18 e 26 anos de idade com perda de função pulmonar no índice de 

resposta ao uso de broncodilatador estavam no grupo de maior risco, mesmo com o 

uso de terapia com corticóide inalado, sugerindo que este índice poderia ser usado 

como marcador para classificação de remodelamento das vias aéreas.  No entanto, 
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esses autores não puderam demonstrar se o uso precoce de terapia anti-inflamatória 

poderia reduzir a inflamação persistente das vias aéreas ou o remodelamento 

brônquico.14 

Alguns autores demonstraram recentemente que a perda da função pulmonar 

pode ser observada em uma proporção significativa de pacientes jovens com asma, 

sugerindo fortemente que o remodelamento brônquico pode iniciar muito cedo na 

vida. Payne et al. compararam crianças com asma grave, com e sem limitação do 

fluxo aéreo, com crianças normais. Surpreendentemente, as crianças que não tiveram 

limitação ao fluxo aéreo apresentaram maior grau de espessamento da MB, quando 

comparados às crianças com limitação do fluxo aéreo e às crianças saudáveis.8  

Estudos realizados na década de 90, mostraram que o atraso de 2 anos no uso 

de terapia com corticóide inalado em pacientes adultos com asma resultaram em 

maior obstrução do fluxo aéreo quando comparados com pacientes com tratamentos 

precoces e contínuos a longo prazo.15 Estudos mais recentes, com adultos e crianças, 

confirmaram o benefício do efeito dos corticóides inalados no declínio acelerado da 

função pulmonar ao longo do tempo.16 Outros estudos indicam que o tratamento com 

corticóide inalado reduz o número de células epiteliais encontradas no lavado 

broncoalveolar de pacientes asmáticos, sugerindo pouca resposta a essa terapia.17 

Além disso, outros autores mostraram que medidas preventivas e intervenções 

terapêuticas são relativamente ineficazes no desenvolvimento de alterações das vias 

aéreas. 

Recentemente, Malmstrom et al. puderam observar significativa correlação 

entre espessamento da MB em crianças e o uso de corticóide inalado. Foram 
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realizadas biópsias endobrônquicas de crianças com sibilância grave e foi observado 

que o grande número de células caliciformes encontrada apresentava correlação com 

a necessidade do uso de corticoide inalado alguns anos depois, sugerindo que a 

presença dessas células é um importante fator na progressão dos sintomas 

respiratórios de jovens pacientes. Neste estudo, não foi encontrado associação entre 

espessamento da MB ou número de células inflamatórias em crianças com 1 ano de 

vida e função pulmonar dessas crianças aos 3 anos.18 

Para melhor caracterizar o remodelamento brônquico em crianças com asma, 

Jenkins et al. realizaram broncoscopia com biópsia endobrônquica em seis crianças 

com asma de difícil controle. Em cada criança, as biópsias endobrônquicas 

mostraram que a mudança era consistente com remodelamento das vias aéreas, ou 

seja, aumento da espessura da MB, hipertrofia do músculo liso, com graus variados 

de células caliciformes e hiperplasia das glândulas submucosas. 19 Além disso, outro 

estudo com biópsia transbrônquica em crianças em idade escolar com asma 

demonstrou que há relações inconsistentes entre espessamento da MB epitelial 

reticular (MB), inflamação, sintomas e obstrução variável ao fluxo aéreo.1 

A inflamação das vias aéreas e remodelamento também foram encontrados 

em crianças com asma leve e em adolescentes que melhoraram da doença, sugerindo 

que a inflamação e o processo de reparação podem também estar presentes em 

pacientes assintomáticos.9 Alguns estudos foram realizados a fim de entender melhor 

o processo do remodelamento brônquico, mas existem poucos dados objetivos que 

expliquem quando esse processo realmente se inicia. 
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Por fim, recentemente, Saglani et al realizaram um estudo com camundongos 

Balb/c a partir do terceiro dia de vida, usando extrato de ácaro por 12 semanas e 

avaliaram semanalmente a presença de inflamação brônquica, puderam observar que 

a partir da 2º semana os animais apresentaram aumento significativo no número de 

eosinófilos no tecido pulmonar, presença de células calififormes foram observadas 

após a 3º semana e depósito de colágeno da 4º semana em diante. Este estudo 

reforçou a hipótese de que o processo de remodelamento brônquico em asma inicia 

precocemente na vida e de que as características de fibrose brônquica são 

persistentes e irreversíveis.20   

 

CONCLUSÃO 

 

Os conhecimentos sobre a asma avançaram muito nos últimos anos, surgindo 

alguns novos medicamentos. No entanto, ainda existe uma urgente necessidade em 

identificar a base subjacente da asma, compreender as complexas influências 

genéticas e ambientais, e desenvolver estratégias de prevenção primária eficazes.21 

Conhecemos muitas das características da asma em crianças e adultos e 

sabemos que alguns fatores como a frequência dos episódios de sibilância, história de 

dermatite atópica, rinite alérgica, história familiar de asma e presença de eosinófilos 

no sangue auxiliam no diagnóstico e tratamento clínico desses pacientes. No entanto, 

o conhecimento sobre o desenvolvimento da inflamação das vias aéreas e 

remodelamento brônquico ainda é muito escasso. Em adultos, podemos encontrar 
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características desse processo como infiltrado eosinofílico, presença de células 

caliciformes e ativação de linfócitos T, mas não sabemos ao certo quando esse 

processo se inicia. A inflamação eosinofílica e espessamento da MB são 

características encontradas em adultos com asma, crianças escolares com asma grave 

e pré-escolares com sibilância recorrente. Biópsias brônquicas revelam a presença de 

grande quantidade de eosinófilos em crianças com asma alérgica grave, quando 

comparadas com crianças não atópicas. Todavia, algumas características histológicas 

como espessamento da MB podem ser encontradas nesses pacientes, assim como em 

asmáticos com asma leve ou moderada e também naqueles não atópicos. 

O remodelamento brônquico em crianças pode resultar em perda de função 

pulmonar não reversível, mas alternativas preventivas ainda não foram encontradas. 

Os corticoides não parecem prevenir o remodelamento brônquico, apenas eficaz na 

redução da inflamação eosinofílica. Novos estudos longitudinais com biópsia 

brônquica de crianças com asma poderiam contribuir para o melhor entendimento do 

desenvolvimento precoce de remodelamento em crianças, mas estes são estudos 

difíceis de serem realizados, particularmente devido a dificuldade ética de indicar 

procedimentos invasivos que não fazem parte da abordagem clínica de rotina. O uso 

de modelos animais, mesmo com todas as suas limitações translacionais, é uma 

alternativa atraente para melhor desvendar algumas dessas questões. 
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RESUMO 

 

Introdução: estudos em modelos animais de asma têm sido criticados devido a 

algumas limitações. Protocolos com características e resultados distantes da asma em 

humanos são muito utilizados, principalmente devido à necessidade do uso de 

adjuvante e administração intraperitoneal do alergeno para sensibilização.  

Objetivo: testar alternativas de protocolos com modelos animais de asma aguda e 

crônica que apresentem características mais próximas da doença em humanos, 

utilizando OVA livre de adjuvante.  

Métodos: foram utilizadas fêmeas adultas de camundongos BALB/c, divididas em 

grupos de acordo com as sensibilizações com OVA. O modelo agudo utilizou duas 

doses de OVA subcutânea (s.c.), sem adjuvante, com intervalo de 7 dias, com 

posterior desafio intranasal (i.n.) durante 3 dias, comparado ao protocolo padrão que 

utiliza 3 doses de OVA intraperitoneal (i.p.), no período de sensibilização. O modelo 

crônico também utilizou OVA s.c. livre de adjuvante para sensibilização, com 

intervalo de 14 dias e posterior desafio i.n., 3 vezes por semana, durante 8 semanas.  

Contagem total (CTC) e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA) e 

análise histológica dos pulmões foram realizadas 24 horas após o último desafio com 

OVA. 

Resultados: nos dois modelos estudados, agudo e crônico, observamos uma resposta 

eosinofilica pulmonar semelhante entre os grupos. Contagem de células e análise 

histológica do tecido pulmonar não apresentaram diferença significativa entre os 

grupos estudados. 

Conclusão: o uso de sensibilização s.c. com OVA, sem adjuvante, resulta em uma 

significativa resposta inflamatória pulmonar alérgica, com predomínio de 

eosinófilos, podendo ser uma opção futura para experimentos mais próximos ao 

modelo humano, tanto na fase aguda, como na fase crônica da doença. 

Palavras-chave: asma, alergia, camundongo e ovalbumina 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Animal models studies of asthma have been criticized because of 

some limitations. Protocols with features and remote results of human asthma are 

widely used, mainly because of the need to use adjuvant and intraperitoneal 

administration of allergens for sensitization. 

Aims: We have tested alternative protocols using animal models of acute and 

chronic asthma, with features closer to human disease, using OVA without adjuvant. 

Methods: Adult female BALB/c mice were used and divided into groups according 

to sensitization with OVA. The acute model used two doses of OVA subcutaneously 

(s.c.) without adjuvant, on days 0 and 7, and after intranasal (i.n.) challenge for 

consecutives three days, compared with a standard protocol using three doses of 

OVA for sensitization. The chronic model also used OVA s.c. for sensitization, 

adjuvant-free, on days 0 and 14, and after i.n. challenge, 3 times a week, for 

consecutives eight weeks. Total (TCC) and differential cell counts from 

bronchoalveolar lavage (BAL) and histopathology of the lungs were performed 24 

hours after the last OVA challenge.  

Results: In the two models of protocols studied, acute and chronic, we have 

observed similar allergic pulmonary response between the groups. Cell counts and 

histological analysis of lung tissue showed no significant difference between groups. 

Conclusion: the use of sensitization with OVA s.c., with no adjuvant, resulted in an 

expected allergic pulmonary response, with predominant eosinophils. These 

protocols may be a future option to animal models of asthma closer to the human 

disease, both in the acute and chronic patterns. 

Key words: asthma, allergy, mice and ovalbumin  
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INTRODUÇÃO 

 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas inferiores, 

caracterizada por hiperresponsividade brônquica e limitação ao fluxo aéreo, com 

elevada prevalência e morbidade, resultando em importante impacto econômico em 

todo o mundo. 1-3 A presença e atividade eosinofílica e de linfócitos Th-2, associado 

à produção de IgE alergeno-específica são as  principais características da doença.4-6  

Os modelos animais têm sido utilizados há mais de 100 anos para melhor 

entendimento da fisiopatogenia e escolha de novos tratamentos de inúmeras doenças 

humanas. O modelo murino é o mais amplamente utilizado em estudos de asma há 

algumas décadas devido ao baixo custo, fácil manipulação e genética detalhadamente 

conhecida. Camundongos são animais facilmente sensibilizados a diversos antígenos, 

incluindo a ovalbumina (OVA), uma proteína encontrada no ovo capaz de produzir 

elevadas quantidades de IgE e causar uma importante resposta pulmonar alérgica.7 

No entanto, os protocolos atualmente utilizados para a sensibilização dos animais 

têm recebido críticas, tanto por apresentar alguns fatores “artificiais”, quanto por ter 

resultados, em terapias testadas em modelos murinos, que se mostraram não eficazes 

quando testada em asma em humanos.8  

Nos modelos de asma classicamente utilizados, atualmente, as principais 

limitações levantadas são a sensibilização através da via i.p. e com uso de adjuvante 

(hidróxido de alumínio - alum), o uso de protocolos somente agudos e a utilização de 

OVA como alergeno, antígeno este não relacionado causalmente a asma em 

humanos. Classicamente, camundongos da linhagem BALB/c são expostos à OVA 
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i.p. para sensibilização, em um intervalo de 14 dias, com alum, seguido de desafio 

i.n. com OVA por 3 dias consecutivos.9 Mais recentemente, modelos de asma 

crônica tem sido explorados e testados, com exposições intranasais por 

aproximadamente 8 semanas. Estes têm sido os protocolos mais utilizados na 

literatura, mas o uso do adjuvante tem sido uma das críticas mais fortes devido ao 

uso de um método muito artificial para potencializar a resposta pulmonar alérgica.9-11 

A busca de modelos animais com protocolos mais semelhantes à doença em 

humanos, e com características mais abrangentes, potencialmente permitirá entender 

melhor os mecanismos de doença e tornar os testes pré-clínicos mais eficazes. 

Assim, o objetivo do presente estudo é buscar alternativas de protocolos com 

modelos animais de asma aguda e crônica que apresentem características mais 

próximas do modelo humano e, portanto, menos artificiais. Realizamos então 

experimentos para estudar modelos tanto agudos quanto crônicos, testando a 

sensibilização s.c. dos animais, sem a utilização de alum, e comparando com outros 

protocolos utilizados classicamente em estudos prévios. 

 

MÉTODOS 

 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos fêmeas BALB/c, com idade de 8 semanas, 

provenientes da Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde (FEPPS) de 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em gaiolas, 
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alimentados com ração e água, submetidos à fotoperíodos de 12 horas claro/12 horas 

escuro e mantidos em condições ideais de temperatura. Para o modelo agudo foram 

utilizados 34 camundongos, divididos em 6 grupos. No modelo crônico, foram 

utilizados 18 animais, divididos em 3 grupos (Tabelas 1 e 2). 

 

Tabela 1- Divisão dos grupos e número de animais utilizados nos protocolos agudos, 

de acordo com a sensibilização (via de administração, número de doses e utilização 

ou não de adjuvante). 

Grupos Número de animais (n=34) 

1 – OVA s.c. 3X (0,7 e 14) sem alum 6 

2 – OVA s.c. 2X (7 e 14) sem alum  6 

3 – OVA s.c. 2x (7 e 14) com alum 6 

4 – SF 0,9% - Ctle - 4 

5 – OVA i.p. 2x (0 e 14) sem alum 6 

6 – OVA i.p. 2x (0 e 14) com alum – Ctle + 6 

OVA: ovalbumina; sc: subcutâneo; ip: intraperitoneal, Ctle: controle, alum: hidróxido de alumínio 
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Tabela 2- Divisão dos grupos estudados e número de animais utilizados no modelo 

crônico, de acordo com a sensibilização (via de administração, número de doses e 

utilização ou não de adjuvante). 

Grupos Número de animais (n=18) 

1. OVA i.p. (0 e 14) + Alum – Ctle + 7 

2. OVA s.c. (0 e 14) 7 

3. SF 0,9 % s.c. (0 e 14) – Ctle - 4 

OVA: ovalbumina; sc: subcutâneo; ip: intraperitoneal, Ctle: controle, Alum: hidróxido de alumínio  

 

Sensibilização e desafio intranasal com OVA 

 

Protocolo agudo 

 

O primeiro grupo em estudo recebeu a sensibilização com OVA (grau V, 

Sigma, USA) nos dias 0, 7 e 14, por via s.c., livre de adjuvante. Outros dois grupos 

foram sensibilizados por via s.c., recebendo no dia 0 apenas solução fisiológica 0,9% 

e OVA nos dias 7 e 14, com um grupo livre de adjuvante e o outro grupo com alum. 

Para o controle negativo, apenas solução fisiológica 0,9% foi utilizada como 

sensibilização nos dias 0, 7 e 14. Nos últimos dois grupos, os animais foram 

sensibilizados com OVA, via i.p. (dias 0 e 14), na dose de 20 µg, diluída em 200 µl 

de DPBS, sendo um grupo livre de adjuvante e outro utilizando 1 mg de alum 

(controle positivo). 
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O desafio i.n. foi sempre realizado sob anestesia geral com isoflurano em 

câmara anestésica, para aspiração pulmonar da solução de OVA. O desafio i.n. foi 

realizado após 11 dias da última sensibilização, durante três dias consecutivos, por 

via i.n., com OVA (100 µg, diluída em 50 µl de DPBS). O grupo controle negativo 

recebeu apenas solução fisiológica 0,9% por via i.n. (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Protocolos utilizados para indução de reposta inflamatória aguda em 
pulmões de camundongos BALB/c fêmeas. OVA: ovalbumina; s.c.: subcutânea; i.p.: 
intraperitoneal; i.n.: intranasal; Ctle: Controle. 
 

1) s.c. 3x 

Dia       0                   7                 14                                    25    26     27      28 

OVA s.c. OVA i.n. Desfecho 

SF 0,9% OVA s.c. OVA i.n. Desfecho 

2) s.c. 2x 

Dia       0                   7                 14                                    25    26     27      28 

SF 0,9% OVA + Alum s.c. OVA i.n. Desfecho 

3) s.c. 2x 

       lum Dia       0                   7                 14                                    25    26     27      28 

4) Ctle - 

Dia       0                   7                 14                                    25    26     27      28 

SF 0,9% s.c. SF 0,9% i.n. Desfecho 

        5) i.p. 

Dia       0                                      14                                    25    26     27      28 

OVA i.p. OVA i.n. Desfecho 

6) i.p. + Alum 

 
Dia       0                                      14                                    25    26     27      28 

OVA + Alum i.p. OVA i.n. Desfecho 
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Protocolo crônico 

 

Nos experimentos de exposição crônica ao alergeno, os grupos foram 

submetidos a um protocolo com 11 semanas de duração. Os animais foram 

sensibilizados da mesma forma que o modelo agudo com OVA por via i.p. e s.c., por 

2 vezes, com intervalo de 14 dias. Após uma semana da última sensibilização, foi 

iniciado o desafio i.n. com OVA, 3 vezes por semana, durante 8 semanas. Durante o 

período de sensibilização, o primeiro grupo recebeu OVA e alum por via i.p., com 

intervalo de 14 dias (controle positivo). O segundo grupo recebeu apenas OVA s.c., 

livre de adjuvante, no mesmo período e o terceiro grupo recebeu solução fisiológica 

0,9%, por via s.c., com intervalo de 14 dias (controle negativo). Os dois primeiros 

grupos realizaram o desafio i.n. com OVA na dose de 40 µg de OVA diluída em 

50µl de DPBS, 3 vezes por semana, por 8 semanas, e o terceiro grupo recebeu apenas 

SF 0,9% nos mesmos dias (Figura 2). 
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Figura 2 - Protocolos utilizados para indução de reposta pulmonar alérgica crônica em 
camundongos BALB/c fêmeas. OVA: ovalbumina; s.c.: subcutânea; i.p.: intraperitoneal; 
i.n.: intranasal; Ctle: Controle. 
 

Lavado broncoalveolar (LBA) 

 

 Foi realizado LBA em todos os animais no final do protocolo experimental. O 

LBA foi realizado através da canulação da traquéia com agulha de ponta romba, após 

anestesia com xilazina (100mg/ml) e cetamina (100mg/ml), proporção de 1:9 na 

solução (dose: 0,1 ml). Uma solução de DPBS (1 mL) foi instilada por via 

 

1) Ctle + 

 

 

 

2) OVA 

 

 

 

3) Ctle -  

 

 

 

OVA     i.p.           i.p.           i.n.        Desfecho 

 

 

 

OVA    s.c.           s.c.           i.n.        Desfecho 

 

 

 

    SF 0,9%    s.c.           s.c.         i.n.                 Desfecho 

      

 

 

Dia      0           14                   3 dias/semana – 8 semanas 

Dia      0           14                    3 dias/semana – 8 semanas 

Dia      0           14                   3 dias/semana – 8 semanas 
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intratraqueal, e aspirada logo após, por 3 vezes consecutivas. Após o procedimento, 

os animais foram sacrificados com doses letais dos fármacos utilizados para anestesia 

(dose: 0,3 ml, i.p.) e descartados de acordo com as normas da instituição. 

 

Contagem total de células e exame citológico diferencial do LBA 

 

 A amostra do LBA foi pesada e centrifugada a 4 C° (1500 rpm, por 10 

minutos). O precipitado foi suspenso com 1 mL de DPBS. Foi realizada a contagem 

total de células (CTC) e o cálculo de viabilidade celular nesta suspensão, em todas as 

amostras, através do método de exclusão de azul de tripan, em câmara de Neubauer 

(Boeco, Germany). Para a análise da citologia diferencial, a suspensão do precipitado 

foi colocada em citocentrífuga (30g, por 5 minutos). As células foram analisadas de 

acordo com sua morfologia, após coloração com May-Grünwald-Giemsa. Os tipos 

celulares observados ao microscópio óptico foram expressos em percentagem, após a 

contagem de 200 células. 

 

Análise histopatológica 

 

Após a realização do LBA, foi realizada a remoção dos pulmões e instilada 

formalina tamponada a 10% através de coluna de gravidade (20 mmHg). As lâminas 

foram preparadas a partir de blocos de parafina de tecido pulmonar e coradas com 

hematoxilina-eosina (HE) e vermelho de picrosirius, para análise morfológica e de 

depósito de colágeno, respectivamente, em microscópio óptico. Uma avaliação 
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qualitativa da presença de resposta inflamatória brônquica foi realizada, bem como 

contagem do número de eosinófilos em um campo (3 brônquios diferentes), para 

classificação de gravidade da inflamação eosinofílica. 

 

Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada através do programa SPSS, versão 17.0. 

Para os dois modelos inicialmente realizamos a análise descritiva das variáveis. 

Tanto no modelo agudo, como no crônico, observamos que os dados seguiam um 

padrão de distribuição normal, sendo então utilizado teste paramétrico de ANOVA, 

com análise post-hoc de Tukey, para aquelas comparações que atingiram 

significância estatística. O nível de significância estabelecido foi de 0,05. Como 

desfecho principal, utilizamos a contagem, atividade e presença de eosinófilos no 

pulmão dos animais, por ser considerada uma das células efetoras principais do 

sistema imune na inflamação brônquica da asma. 

O cálculo do tamanho amostral foi de 6 animais por grupo no modelo agudo e 

7 no modelo crônico. Este cálculo foi baseado em estudos prévios realizados por 

nosso grupo de pesquisa, utilizando como desfecho principal a contagem absoluta de 

eosinófilos no LBA, para uma média de 0,7 x 106 cél/ml, com desvio padrão de 

±0,34, um valor de p=0,05, e poder de 80%, com diferença entre as médias dos 

grupos estimada em 50%. 
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Aspectos éticos 

 

 O estudo foi realizado a partir de normas éticas para pesquisa em modelos 

animais, seguindo o preconizado pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais 

de Laboratório (SBCAL), preconizando a utilização do menor número de animais e 

manejo da dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e eutanásia. Este 

estudo teve a aprovação do Comitê de Ética para o Uso de Animais da PUCRS 

(CEUA/PUCRS). 

 

RESULTADOS 

 

Nosso estudo foi realizado em fase aguda e crônica da resposta pulmonar 

alérgica em camundongos, utilizando o modelo tradicional (controle positivo), para 

comparar com outros grupos de novos protocolos. 

No modelo agudo, a média do retorno do LBA de todos os animais foi de 

0,56 ml (DP: 0,20) e a viabilidade celular média foi de 91%. A média de eosinófilos 

do LBA no grupo controle negativo foi de 2,5% (DP: 2,59), e no controle positivo foi 

de 40,16% (DP: 9,16). Ao analisarmos a contagem total de células, observamos 

diferença significativa apenas em relação ao grupo 3, quando comparados aos demais 

(p<0,02).   Na contagem diferencial das células, novamente obtivemos diferença 

apenas em relação ao grupo 3. A contagem de macrófagos apresentou diferença 

desse grupo em relação aos grupos 2 (p=0,021) e 5 (p=0,010), e a contagem de 
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linfócitos apenas não mostrou diferença do grupo 3 quando comparado ao grupo 1. 

Em relação a contagem de neutrófilos, observamos diferença significativa do grupo 

que utilizou OVA s.c. + alum em relação aos grupos 2 (p=0,017), 4 (p=0,004) e 5 

(p=0,024). Por fim, a contagem de eosinófilos apresentou diferença significativa 

novamente desse grupo quando comparado a todos os demais (Figura 3). Os grupos 

que utilizaram OVA s.c. sem o uso de adjuvante apresentaram uma resposta 

inflamatória pulmonar semelhante ao controle positivo (OVA ip + Alum), inclusive o 

grupo que utilizou o protocolo mais curto de 21 dias (grupo 2), com OVA s.c., livre 

de adjuvante. 

A análise histológica do modelo agudo demonstrou infiltrado inflamatório 

moderado a intenso, com predomínio de linfócitos e presença de mais de 100 

eosinófilos em região peribrônquica por campo, em todos os grupos estudados. O 

controle negativo apresentou anatomia preservada, sem alterações inflamatórias, 

característico de animais saudáveis (Figura 4). 
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Figura 3 – Comparação da contagem total de células (CTC) e da contagem diferencial de 
células no lavado broncoalveolar (LBA) entre os grupos estudados no modelo agudo. Foi 
utilizado o teste ANOVA, com post-hoc de Tukey. * p<0,05. 
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Figura 4 - Análise histológica dos grupos de camundongos estudados. Presença de intenso 
infiltrado inflamatório peribrônquico e perivascular (em A, B, C, E e F) em todos os grupos 
sensibilizados. A histologia dos pulmões dos animais com exposição apenas à SF 0,9% 
(Controle negativo, Quadro D) apresenta brônquios com paredes de espessura normal. (400X, 
coloração HE).  

F E 

D C 

B A 
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           No modelo crônico, a média do retorno do LBA de todos os animais foi de 0,6 

ml (DP: 0,15). A média de eosinófilos do grupo controle negativo foi de 1,75% (DP: 

1,48), e no controle positivo foi de 37,71% (DP: 6,21). Ao analisarmos a contagem 

total de células não observamos diferença significativa quando comparamos o 

controle positivo com o grupo que foi sensibilizado com OVA s.c. e livre de 

adjuvante. Da mesma forma, quando analisamos o número de eosinófilos, 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos observamos uma resposta inflamatória 

semelhante para os dois grupos. Esses resultados estão dispostos na Figura 5. 

A análise histológica do protocolo crônico demonstrou infiltrado pulmonar 

moderado a intenso, com predomínio de linfócitos e eosinófilos. Além disso, foi 

possível observar a presença de fibrose do tecido pulmonar nos dois grupos 

estudados e deposição de colágeno na parede das vias aéreas. Alguns animais do 

grupo controle negativo apresentaram leve infiltrado pulmonar, porém mantendo 

anatomia preservada e contagem celular compatível com animais saudáveis (Figura 

6).  
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Figura 5 – Comparação da contagem total de células (CTC) e da contagem diferencial de células 
no lavado broncoalveolar (LBA) entre os grupos estudados no modelo crônico. Foi utilizado o 
teste ANOVA, com post-hoc de Tukey. * p<0,05. 
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Figura 6 - Análise histológica dos grupos 
crônicos de camundongos estudados. 
Presença de intenso infiltrado inflamatório 
peribrônquico e perivascular (em A-B). A 
histologia dos pulmões dos animais com 
exposição apenas à solução fisiológica 0,9% 
(Controle negativo, quadro C) apresenta 
brônquios com paredes de espessura normal 
(400X, coloração HE). No infiltrado observa-
se mais de 100 eosinófilos por campo 
(Quadro D), sendo característico da resposta 
pulmonar alérgica nestes modelos (coloração 
HE, 400                                                                                                    
X). Quadro E – deposição de colágeno 
observada nos grupos 1 e 2.  

E 

D 
C 

B A 
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DISCUSSÃO 

 

Neste estudo avaliamos principalmente a influência do uso de adjuvante na 

resposta pulmonar alérgica e da rota de sensibilização (s.c. x i.p.) em diferentes 

períodos de sensibilização. Demostramos que a busca de protocolos alternativos para 

estudo de modelos animais em asma aguda e crônica pode ser realizada de forma 

menos artificial e mais próxima à doença em humanos. Ao compararmos diferentes 

grupos de camundongos BALB/c sensibilizados com OVA através da via s.c., 

observamos a mesma resposta pulmonar alérgica quando utilizamos a via i.p.. Além 

disso, o uso de adjuvante parece não ser necessário e essencial para desencadear uma 

resposta eosinofilica no pulmão de camundongos.   

Resultados relevantes puderam ser confirmados através dessa pesquisa. No 

modelo agudo, o uso da via s.c. sem a utilização de adjuvante desencadeou uma 

resposta semelhante ao modelo tradicionalmente utilizado, sensibilizando os animais 

com OVA via i.p., juntamente com alum. Além disso, observamos que um protocolo 

mais curto, com duração de 21 dias, pode gerar uma resposta pulmonar alérgica 

significativa, facilitando a realização de testes pré-clínicos, particularmente em um 

cenário de pesquisa da indústria farmacêutica, reduzindo os custos e a duração dos 

experimentos.  

O uso de alum como adjuvante tem sido bastante criticado, por ser uma 

substância que induz artificialmente a produção de citocinas pro-inflamatórias, 

provocando uma ativação robusta de linfócitos Th-2.9-11 Em um estudo realizado por 

Conrad e colaboradores, publicado em 2009, pode-se observar que não houve 
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diferença significativa em relação à contagem de células no LBA, análise da 

histologia pulmonar e níveis de interleucinas (IL-5, IL-10 e IL-13), utilizando 

sensibilização s.c. com OVA, sem adjuvante.13 Conseguimos reproduzir em parte os 

resultados deste estudo, porém com apenas 2 sensibilizações e utilizando um 

protocolo um pouco mais curto, obtendo resultados semelhantes aos publicados por 

esses autores, deixando ainda mais claro que é possível realizar protocolos de menor 

duração e principalmente mais próximos ao modelo humano. 

Além disso, desenvolvemos nesse estudo um protocolo para o aspecto 

crônico da asma. Esse tem sido um tema muito discutido devido à ausência da 

resposta pulmonar alérgica nos animais nessa fase da doença. Algumas alterações 

como remodelamento brônquico, caracterizado pela presença de fibrose subepitelial, 

hiperplasia de células caliciformes e hipertrofia da musculatura lisa, são 

características persistentes encontradas na fase crônica da doença em humanos.14-16 

Os modelos animais crônicos envolvem exposição ao antígeno por um período de 8 

semanas ou mais, mas o desafio de longa duração pode induzir uma tolerância 

imunológica com o uso da OVA, caracterizada pela inibição posterior da inflamação 

no pulmão dos animais expostos ao antígeno por longos períodos.17-19 Sabe-se que o 

modelo murino sensibilizado com OVA responde inicialmente ao desafio inalado, no 

entanto, com o seguimento do protocolo, o animal se torna “tolerante” ao alergeno.16, 

20, 21 Desse modo, a resposta inflamatória é reduzida tornando os protocolos crônicos 

inadequados para avaliação da lesão do tecido pulmonar na fase crônica da asma.22 A 

indução de tolerância pode estar relacionada com a influência do uso de adjuvante, 

devendo-se ter especial atenção com os resultados encontrados. Em nosso estudo 
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pudemos perceber que o grupo que recebeu sensibilização s.c. com OVA sem uso de 

adjuvante apresentou uma resposta inflamatória semelhante ao grupo que utilizou 

OVA i.p. com uso de alum, sendo assim dispensável o uso desta substância.  Além 

disso, suspeita-se também que a inibição da resposta inflamatória pode ser causada 

pelo tipo de alergeno utilizado, devendo, portanto, substituir o uso de OVA por 

alergenos mais próximos ao modelo humano. Jordana et al. realizaram um estudo 

utilizando ácaro de poeira doméstica e observaram que 9 semanas após a exposição 

ao alergeno a inflamação das vias aéreas apresentava-se totalmente resolvida, 

enquanto mantinham-se características de remodelamento brônquico e hiper-

reatividade das vias aéreas.   

Nosso estudo apresenta algumas limitações. Quanto ao modelo crônico, 

devemos observar a resposta dos animais algumas semanas após o desafio i.n., a fim 

de perceber se as características da doença crônica permanecem. Além disso, devem-

se realizar outros estudos com alergenos próximos ao modelo humano, como a poeira 

doméstica, para que os resultados possam ter maior validade em testes pré-clínicos. 

Já no modelo agudo, poderíamos ter testado protocolos ainda mais curtos que 

facilitem os estudos pré-clinicos, reduzindo custos, tempo dos experimentos e, além 

disso, seguindo preceitos éticos de menor tempo de exposição dos animais e 

consequentemente menor sofrimento. 

Concluindo, novos modelos de asma aguda, sem uso de adjuvante, mostraram 

uma resposta inflamatória pulmonar significativa, com predomínio de eosinófilos, 

podendo ser uma opção futura para experimentos mais próximos ao modelo humano. 

Protocolos mais curtos também podem ser desenvolvidos, a fim de facilitar as 
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pesquisas nesta área. Além disso, os modelos crônicos apresentaram sinais 

característicos de depósito de colágeno na via aérea, semelhante a um dos aspectos 

do remodelamento brônquico. Entretanto, estes protocolos devem ser futuramente 

estudados após algumas semanas do término da exposição, para que possamos 

observar se essas características são mantidas a longo prazo da mesma maneira como 

observamos em humanos.  Por fim, a utilização desses protocolos deve ser validada 

em testes pré-clínicos utilizando fármacos conhecidos para o tratamento da asma e 

consolidando assim sua validade na pesquisa experimental desta importante doença. 
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