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RESUMO
Objetivos: Testar alternativas de protocolos com modelos animais de asma aguda e crônica que apresentem 
características mais próximas da doença em humanos, utilizando ovalbumina livre de adjuvante. 
Métodos: Foram utilizadas fêmeas adultas de camundongos BALB/c, divididas em grupos de acordo com as 
sensibilizações com ovalbumina. O modelo agudo utilizou duas doses de ovalbumina subcutânea, sem adjuvante, 
com intervalo de sete dias, com posterior desafio intranasal durante três dias, comparado ao protocolo padrão que 
utiliza três doses de ovalbumina intraperitoneal, no período de sensibilização. O modelo crônico também utilizou 
ovalbumina subcutânea livre de adjuvante para sensibilização, com intervalo de 14 dias e posterior desafio intranasal, 
três vezes por semana, durante oito semanas.  Contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar e 
análise histológica dos pulmões foram realizadas 24 horas após o último desafio com ovalbumina.
Resultados: Nos dois modelos estudados, agudo e crônico, observou-se uma resposta eosinofílica pulmonar semelhante 
entre os grupos. A contagem de células e a análise histológica do tecido pulmonar não apresentaram diferença 
significativa entre os grupos estudados.
Conclusões: O uso de sensibilização subcutânea em modelo murino com ovalbumina, sem adjuvante (alum), resulta 
em 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.

DESCRITORES: ASMA; ALERGIA; CAMUNDONGOS; OVALBUMINA; MODELOS ANIMAIS. 

ABSTRACT
Aims: To test alternative protocols using animal models of acute and chronic asthma, with features closer to human 
disease, using ovalbumin without adjuvant.
Methods: Adult female BALB/c mice were used and divided into groups according to sensitization with ovalbumin. 
The acute model used two doses of ovalbumin subcutaneously without adjuvant, on days 0 and 7, and after intranasal 
challenge for consecutives three days, compared with a standard protocol using three doses of ovalbumin for 
sensitization. The chronic model also used ovalbumin subcutaneously for sensitization, adjuvant-free, on days 0 and 
14, and after intranasal challenge, for eight consecutive weeks. Total and differential cell counts from bronchoalveolar 
lavage and histopathology of the lungs were performed 24 hours after the last ovalbumin challenge. 
Results: In both 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.
Conclusions: Use of sensitization in murine model with ovalbumin subcutaneously, with no adjuvant (alum), 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. 
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INTRODUÇÃO

A asma é uma doença inflamatória crônica das 
vias aéreas inferiores, caracterizada por hiper-respon- 
sividade brônquica e limitação ao fluxo aéreo, com 
elevada prevalência e morbidade, resultando em 
importante impacto econômico no mundo todo.1-3 A 
presença e atividade eosinofílica e de linfócitos Th2, 
associadas à produção de imunoglobulina E (IgE) 
alergeno-específica são as  principais características 
da doença.4-6 

Os modelos animais têm sido utilizados há décadas 
para melhor entendimento da fisiopatogenia e teste 
de novos tratamentos para asma. O modelo murino 
é o mais amplamente utilizado em estudos de asma 
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 experimentais atualmente 
mais utilizados para asma, utilizando sensibilização de 
camundongos com OVA, têm recebido críticas, tanto 
por apresentar alguns aspectos “artificiais” em relação 
à asma em humanos, quanto por apresentar resultados 
de novas terapias eficazes em testes pré-clínicos 
que não demonstraram eficácia quando testadas em 
humanos.8 Nesses modelos de asma, amplamente 
utilizados em pesquisa para estudos mecanísticos e 
testes pré-clínicos, atualmente, as principais limitações 
levantadas tem sido: 1) a sensibilização através da via 
intraperitoneal (i.p.) e com uso de adjuvante – alum 
(sensibilização em asma é predominantemente por 
aeroalergenos); 2) o uso de protocolos exclusivamente 
agudos (uma característica importante da asma 
é o curso crônico); 3) e a utilização de OVA como 
alergeno (antígeno este não relacionado causalmente 
à asma em humanos). Assim, classicamente e mais 
frequentemente, camundongos da linhagem BALB/c 
são expostos à OVA i.p. para sensibilização, em um 
intervalo de 14 dias, com alum, seguido de desafio 
intranasal (i.n.) com OVA por 3 dias consecutivos 
(controle positivo)9. Este tem sido o protocolo mais 
utilizado na literatura, mas o uso do adjuvante tem 
sido uma das críticas mais fortes por ser um método 
muito artificial para potencializar a resposta pulmonar 
alérgica. Mais recentemente, modelos de asma crônica 
têm sido explorados e testados, com exposições 
intranasais por aproximadamente oito semanas, a OVA 
e a extrato de ácaro.9-11 Conrad et al. demonstraram que 
a sensibilização por via subcutânea (s.c.) com OVA, 
sem adjuvante, em um modelo agudo de asma, resulta 

em uma resposta pulmonar eosinofílica semelhante ao 
modelo com adjuvante.12 

A busca de modelos animais com protocolos mais 
semelhantes à doença em humanos, e com caracte- 
rísticas mais abrangentes, potencialmente permitirá 
entender melhor os mecanismos da 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, 
reunindo características mais próximas do modelo 
humano. Para isto, realizamos experimentos para 
estudar modelos murinos tanto agudos quanto crônicos, 
testando a sensibilização s.c. com OVA, número de 
sensibilizações, ausência de adjuvante, comparando 
com outros protocolos utilizados classicamente em 
estudos prévios.

MÉTODOS

Animais
Foram utilizados camundongos fêmeas BALB/c, 

com idade de oito 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, alimentados com ração e água, 
submetidos a 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 seis grupos. No modelo crônico, foram 
utilizados 18 animais, divididos em três grupos.

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), utilizando o menor número 
possível de animais e manejo da dor e sofrimento 
durante os procedimentos do estudo e eutanásia. O 
estudo teve a aprovação da Comissão de Ética no Uso 
de Animais da Pontifícia Universidade Católica do Rio 
Grande do Sul.

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 apenas solução 
fisiológica 0,9% no dia 0 e OVA nos dias 7 e 14, com 
um grupo livre de adjuvante e o outro grupo com 
alum. Para o controle negativo, foi utilizada apenas 
solução fisiológica 0,9% como sensibilização nos dias 
0, 7 e 14. Nos dois últimos grupos, os animais foram 
sensibilizados com OVA, via i.p. (dias 0 e 14), na dose 
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de 20 µg, diluída em 200 µl de DPBS (Dulbecco´s 
phospate buffered saline), sendo um grupo livre de 
adjuvante e outro utilizando 1 mg de alum (controle 
positivo), sendo este, o protocolo tradicionalmente 
utilizado. (Figura 1-A)

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)

Protocolo crônico
Nos experimentos de exposição crônica ao aler- 

geno, 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 duas vezes, com 
intervalo de 14 dias. Após uma semana da última 
sensibilização, foi iniciado o desafio i.n. com OVA, 
três vezes por semana, durante oito 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 50 µl de 
DPBS, três vezes por semana, por oito semanas, e o 
terceiro grupo recebeu apenas SF 0,9% nos mesmos 
dias (Figura 1-B).

Figura 1. A: Protocolos utilizados para indução de resposta inflamatória aguda em pulmões de camundongos BALB/c fêmeas. 
B: 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; SF: solução fisiológica 0,9%.
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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 (100 mg/ml) e cetamina 
(100 mg/ml), proporção de 1:9 na solução (dose: 
0,1 ml). Uma solução de DPBS (1 ml) foi instilada por 
via intratraqueal, e aspirada logo após, por três 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 
(1.500 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, Alemanha). Para a análise da citologia 
diferencial, a suspensão do precipitado foi colocada 
em citocentrífuga (30 g, 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, com cortes de 4 μm, e 
coradas com hematoxilina-eosina (HE) e vermelho de 
picrosirius, para análise morfológica e de depósito de 
colágeno, respectivamente, em microscópio óptico. 
Uma avaliação qualitativa da presença de resposta 
inflamatória brônquica foi realizada, bem como 
contagem do número de eosinófilos em um campo (três 
brônquios diferentes), para classificação de gravidade 
da inflamação eosinofílica.

Análise estatística

A análise estatística foi realizada com o programa 
SPSS, versão 17.0. Inicialmente foi realizada a análise 
descritiva das variáveis para os dois modelos. O 

cálculo do tamanho amostral foi de seis animais por 
grupo no modelo agudo e sete no modelo crônico. Este 
cálculo foi baseado originalmente 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 
células/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%.

Tanto no modelo agudo como no crônico, dados 
apresentaram um padrão de distribuição normal, 
sendo então utilizado teste paramétrico de ANOVA, 
com análise post-hoc de Tukey, para 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, pois os 
eosinófilos são considerados um dos principais tipos 
de células efetoras do sistema imune na inflamação 
brônquica da asma.

RESULTADOS

Os experimentos foram realizados em fase 
aguda e crônica da resposta pulmonar alérgica em 
camundongos, utilizando o controle positivo para 
comparar com os grupos de novos protocolos.

No modelo agudo, a média do retorno do LBA de 
todos os animais foi de 0,56 ml±0,20 e a viabilidade 
celular média foi de 91%. A média de eosinófilos do 
LBA no grupo controle negativo foi de 2,5%±2,59, e no 
controle positivo foi de 40,16%±9,16. Ao analisarmos 
a contagem total de células, observamos aumento 
significativo apenas do 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=0,02) e 5 (p=0,01), e a contagem de 
linfócitos apenas não mostrou diferença do grupo 3 
quando comparado ao grupo 1. Em relação à contagem 
de neutrófilos, observamos diferença significativa do 
grupo que utilizou OVA s.c. e 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 2). Os grupos que utilizaram 
OVA s.c. sem o uso de adjuvante apresentaram uma 
resposta inflamatória pulmonar semelhante ao controle 
positivo (OVA i.p. com alum), inclusive o grupo que 
utilizou o protocolo mais curto de 21 dias (grupo 2), 
com OVA s.c., livre de adjuvante, particularmente na 
CTC e no número de eosinófilos.
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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 3).

No modelo crônico, a média do retorno do LBA 
de todos os animais foi de 0,6 ml±0,15. A média de 
eosinófilos no LBA do grupo controle negativo foi de 
1,75%±1,48, e no controle positivo foi de 37,71%±6,21 
(p<0,05). 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 pulmonar entre 
o grupo de OVA i.p. e de OVA s.c. (Figura 4).

A análise histológica do protocolo crônico de- 
monstrou 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 depo- 
sição de colágeno na parede das vias aéreas. Alguns 
animais do grupo controle negativo apresentaram leve 
infiltrado pulmonar, porém com anatomia preservada 
e contagem celular compatível com animais saudáveis 
(Figura 5).
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Figura 2. 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. OVA: ovalbumina; 
Ctle: controle 
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Figura 3. Análise histológica dos grupos de camundongos estudados. Presença de intenso infiltrado inflamatório peribrônquico 
e perivascular (em A, B, C, D e E) em todos os grupos sensibilizados. A histologia dos pulmões dos animais com exposição 
apenas à solução fisiológica 0,9% (Controle negativo, em F) apresenta brônquios com paredes de espessura normal (400X, 
coloração HE). 
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Figura 4. 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. OVA: ovalbumina; 
Ctle: controle.
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Figura 5. 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, 
em C) apresenta brônquios com paredes de espessura 
normal (400X, coloração HE). No infiltrado 
observa-se mais de 100 eosinófilos por campo (D), 
sendo característico da resposta pulmonar alérgica 
nestes modelos (coloração HE, 1000X). 
E: deposição de colágeno observada nos grupos 1 e 2 
(400X, coloração com vermelho de picrosirius).
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DISCUSSÃO

Neste estudo foi avaliada particularmente a in- 
fluência do uso de adjuvante na resposta pulmonar 
alérgica a OVA, da rota (s.c. vs i.p.) e número de 
sensibilizações em diferentes períodos, incluindo 
protocolos de exposição aguda e crônica. Demons- 
tramos que protocolos alternativos para estudo de 
modelos animais em asma aguda e crônica podem ser 
realizados 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 encontrada quando utilizamos a 
via i.p. Além disso, o uso de adjuvante parece não ser 
necessário e essencial para desencadear uma resposta 
eosinofílica no pulmão murino.

Resultados relevantes puderam ser confirmados 
através desta pesquisa. No modelo agudo, o uso da 
via s.c. sem a utilização de adjuvante desencadeou 
uma resposta semelhante ao controle positivo que 
sensibiliza 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 bas- 
tante criticado, por ser uma substância que induz 
artificialmente a produção de citocinas pró-inflama- 
tórias, provocando uma ativação robusta de linfócitos 
Th2.9-11 Conrad e colaboradores observaram que 
não houve 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), quando utilizaram sensibilização s.c. com 
OVA, sem adjuvante.13 Conseguimos reproduzir os 
resultados daquele estudo, porém com a vantagem 
de utilizar apenas duas sensibilizações, tornando o 
protocolo um pouco mais curto, deixando ainda mais 
claro que é possível realizar protocolos de menor 
duração e principalmente mais próximos ao modelo 
humano.

Desenvolvemos também neste estudo um pro- 
tocolo para o aspecto crônico da asma. Este 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 de asma 
envolvem exposição ao antígeno por um período de 
oito 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 parece se tornar “tolerante” ao 
alergeno.16, 20, 21 Desse modo, a resposta inflamatória 
costuma ser reduzida, tornando os protocolos crônicos 
com OVA mais difíceis para avaliação da lesão do 
tecido pulmonar na fase crônica da asma.22 Ao contrário 
desses estudos, Temelkovski et al. conseguiram 
desenvolver um modelo crônico (oito semanas) 
de asma com OVA utilizando doses mais baixas de 
OVA inalada, demonstrando o desenvolvimento de 
algumas características de remodelamento brônquico.23 
A princípio, na mesma linha de Temelkovski et al., 
o nosso protocolo crônico com asma demonstrou 
presença de inflamação e de deposição de colágeno nas 
vias aéreas. A indução de tolerância imunológica pode 
estar relacionada com a influência do uso de adjuvante, 
devendo-se ter especial atenção com os resultados 
encontrados. Em nosso estudo 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 (controle positivo), 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-se, 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 nove semanas após a exposição ao alergeno a 
inflamação das vias aéreas apresentava-se totalmente 
resolvida, enquanto se mantinham características de 
remodelamento brônquico e hiper-reatividade das vias 
aéreas.24

Nosso estudo apresenta algumas limitações. Quan- 
to 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, deve ser estimulada a 
realização de outros estudos com alergenos mais 
próximos à asma causada em humanos, como o ácaro 
da poeira doméstica ou antígenos de barata, para que 
os resultados possam ter maior validade em testes 
pré-clínicos. Já no modelo agudo, podem ser testados 
protocolos ainda mais curtos que facilitem os estudos 
pré-clínicos, reduzindo custos, tempo dos experimentos 
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e, além disso, seguindo preceitos éticos de menor 
tempo de exposição dos animais e consequentemente 
menor sofrimento.

Concluindo, novos modelos murinos de asma 
aguda, sem uso de adjuvante, mostraram uma res- 
posta inflamatória pulmonar significativa, com pre- 
domínio 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 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 em 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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