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RESUMO

Objetivos: discutir as vantagens e limitagdes de pesquisas com modelos murinos em asma e suas aplicagdes mais
imediatas.

Fonte de Dados: foi realizada revisdo da literatura no PubMed. Os descritores utilizados foram: mice, asthma, animal
model e murine model.

Sintese dos Dados: modelos experimentais murinos tém sido muito utilizados para elucidar a fisiopatogenia da asma
bronquica e para avaliar novos alvos terapéuticos. Diversas criticas surgiram nos ultimos anos em relagdo aos modelos
utilizados. Os modelos animais diferem bastante da asma em humanos, particularmente em relagdo a utilizagao de
adjuvante, via de administragdo e dose dos alergenos, além do tipo de resposta inflamatéria pulmonar.

Conclusdes: novos modelos experimentais devem reproduzir da forma mais proxima possivel as caracteristicas da
asma em humanos. Embora o modelo murino apresente inumeras vantagens em relagdo a outros modelos animais,
as limitagdes inerentes a esse tipo de estudo devem ser levadas em consideracdo no momento da extrapolagdo dos
resultados para a doenga em humanos.

DESCRITORES: ASMA/fisiopatologia; MODELOS ANIMAIS; MURIDAE; CAMUNDONGOS.

ABSTRACT

Aims: To discuss the advantages and limitations of studies using murine models in asthma and the most immediate
applications.

Source of Data: A review of the literature using PubMed database was performed. The keywords used were: mice,
asthma, animal model and murine model.

Summary of Findings: Experimental models have been used to elucidate the pathophysiology of asthma and to
evaluate new therapeutic targets. Several limitations related to the models currently used have emerged in recent years.
Animal models are very different from the human asthma, particularly regarding to the use of adjuvant, administration
route, dose of allergen and the type of pulmonary inflammatory response.

Conclusions: New experimental models must reproduce the characteristics of human asthma as close as possible.
Although murine models show several advantages in relation to other animals, the inherent limitations of this type
of study must be considered before the extrapolation of results to human pathology.
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INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca cronica das vias aéreas, com
elevada prevaléncia e morbidade em todo o mundo,
caracterizada por limitagdo do fluxo aéreo e hiper-
responsividade bronquica. A inflamac¢do bronquica
exerce um papel central na fisiopatogenia da doenga,
orquestrada principalmente por linfocitos 7-helper
(Th) 2, que expressam citocinas que ativam a resposta
alérgica, como interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13.!
Resultante da sensibilizagdo a alergenos especificos,
diversas células, citocinas e mediadores inflamatéorios
participam da resposta imune e da inflamagao tecidual.
A presenca e atividade de eosinofilos, macrofagos,
mastocitos, imunoglobulina (Ig) E especifica para
alergenos e linfocitos Th2 nas vias aéreas sdo ca-
racteristicas da doenga.??

Devido a sua importancia e complexidade, a asma
tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas.
Intimeras questdes relacionadas a fisiopatogenia da
doenga ainda nao foram respondidas, e ainda ndo estao
bem estabelecidos modelos experimentais eficazes
para testes pré-clinicos de novas terapias. Os modelos
animais tém sido utilizados por mais de 100 anos para
elucidar a fisiopatogenia de doengas humanas e para
avaliar novos alvos terapéuticos. Em relagdo a asma,
desde o inicio da década de 1990 foram estabelecidos
modelos com camundongos para estudar aspectos
especificos da doenca, permitindo realizar estudos em
animais isogénicos com os sistemas imune e respiratorio
intactos. Modelos animais representam o unico método
disponivel para estudar alguns processos in vivo da
doenga, ja que aspectos éticos nao permitem realizar
alguns procedimentos invasivos em seres humanos.’

Muitas caracteristicas fisiopatologicas da asma
de origem atopica foram descobertas em espécies
animais, entre elas camundongos, ratos, ovelhas, gatos,
cachorros e cavalos.® Destaca-se a importancia dos
modelos animais na descoberta do papel da resposta
imune Th2 e na disponibilizagdo de modelos pré-
clinicos para testes de novas terapias em potencial.
No entanto, algumas terapias que mostraram efeito
benéfico nesses modelos acabaram demonstrando
pouco beneficio em pesquisas clinicas em humanos
com asma. Assim, a extrapolacdo dos resultados de
estudos em animais para seres humanos depende de
alguns fatores limitantes que tém sido discutidos pela
comunidade cientifica nos ultimos anos.> O modelo
animal ideal deve reproduzir os principais aspectos
da asma, incluindo sensibilizacdo ao antigeno
mediada por IgE, broncoconstri¢gdo aguda, aumento
da resisténcia de vias aéreas, producdo de citocinas,
linfécitos Th2 e eosinofilia, entre outros.* Infelizmente,
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ainda n3o foi possivel desenvolver esse modelo ideal,
pois os inimeros modelos descritos e utilizados ainda
apresentam limita¢gdes. Entretanto, a utilizacdo de
animais nas pesquisas em asma ¢ essencial para melhor
entender os mecanismos das doengas e testar novos
farmacos antes de aprovar estudos em humanos.

Apesar das inumeras consideragdes que devem ser
feitas antes da escolha do modelo animal, o nimero
de espécies para estudos em asma ¢ vasto. Embora
nenhuma espécie animal reproduza as caracteristicas
completas da asma em humanos, existem algumas
nas quais certos aspectos sdo mais similares, sendo
elas as mais utilizadas.** Camundongos com resposta
pulmonar alérgica aguda tém sido o modelo mais
amplamente utilizado com o proposito de elucidar
mecanismos de doenga e avaliar a eficacia de novos
farmacos como teste pré-clinico, ja que sdo mais faceis
de manusear e tém, ainda, a vantagem do baixo custo
e de linhagens transgénicas, quando comparados a
animais de maior porte.'

O presente artigo tem como objetivo, a luz da
literatura vigente, discutir as vantagens e limitagdes
de pesquisas em modelos murinos em asma ¢ suas
aplicagdes mais imediatas. O termo “modelo murino
de asma”, apesar de nao refletir do ponto de vista
translacional a doengca em humanos, sera utilizado
nesse artigo devido ao seu amplo uso, sendo um termo
relativamente padronizado na comunidade cientifica.

MODELOS EXPERIMENTAIS EM
CAMUNDONGOS

Existem inumeras justificativas relacionadas
ao uso do modelo murino, bem como de outros
modelos, em pesquisa biomédica. A mais importante
delas esta relacionada as consideragdes éticas, que
limitam a realizacdo de muitos estudos em humanos,
em situacdes que necessitam de procedimentos mais
invasivos e quando ndo existe conhecimento prévio
da eficacia e toxicidade in vivo de novos farmacos.
Outro fator importante a ser considerado é o custo
financeiro que envolve um ensaio clinico em seres
humanos, ja que camundongos sdo uma espécie de
baixo custo e de facil alojamento e cuidados. Levando
em consideracao os aspectos técnicos de uma pesquisa
em modelos animais, podemos dizer também que
outras vantagens relacionadas ao uso dessa espécie
sdo a existéncia de animais inbred, que definem as
propriedades imunoldgicas e fisioldgicas da doenca
(incluindo diferengas na suscetibilidade a alergia e
caracteristicas da mesma) e a ampla disponibilidade
de reagentes para marcadores da resposta imune, em
comparacdo a outras espécies animais.” Apesar de
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serem os camundongos os animais mais utilizados na
pesquisa em asma, algumas peculiaridades encontradas
nesses modelos ndo refletem a asma em humanos. As
principais caracteristicas presentes no modelo murino e
ausentes em humanos incluem: (1) hiper-responsividade
transitoria de vias aéreas; (2) desconhecimento do exato
papel da IgE e dos mastocitos na inflamacao tecidual;
(3) falta de um modelo similar de doencga inflamatoria
cronica; (4) diferencas na anatomia pulmonar e na
funcdo eosinofilica entre os camundongos e os seres
humanos. Mesmo com essas diferencas, o modelo
murino desenvolve caracteristicas inflamatorias seme-
lhantes as da doenga em seres humanos e tem sido util
nos testes de novos agentes terapéuticos que objetivam
reduzir a inflamag¢ao pulmonar, a hipersecrecao de muco,
a hiper-responsividade das vias aéreas e a producgio
de IgE especifica. Suas vantagens e desvantagens
particularmente nos estudos de asma de origem atdpica
serdo detalhadamente discutidas a seguir.

LINHAGENS ANIMAIS

A escolha da linhagem para estudos com sensi-
bilizagdo a um alergeno ¢ importante. Os camundongos
do tipo BALB/c, linhagem mais utilizada em estudos
de asma, produzem niveis elevados de anticorpos
IgE contra ovalbumina (OVA), além de maiores
concentragdes de citocinas Th2 (IL-4 ¢ IL-5) no lavado
broncoalveolar, quando comparados, por exemplo,
com animais da linhagem C57BL/6.'° Outras linhagens
sdo pouco utilizadas em modelos de asma, por nao
serem muito sensiveis a sensibilizagdo e ao desafio a
alergenos.!!

A sensibilizacdo e o desafio com alergenos em
camundongos BALB/c resultam em uma forte resposta
Th2 nos pulmdes, com niveis de IgE especifica para
o antigeno, recrutamento e ativacao de eosindfilos e
reducdo do calibre das vias aéreas por acao de agentes
broncoconstritores. Estudos realizados com animais
transgénicos destacaram a importancia das citocinas
IL-4, IL-5 e IL-13, que posteriormente confirmaram
seu envolvimento na fisiopatogenia da reacdo alérgica
das vias aéreas na maioria dos pacientes com asma.'>!°

Existem diversas linhagens de camundongos dis-
poniveis no mercado hoje em dia. Por isso, ¢ importante
que se conhecam as caracteristicas de cada uma delas
no momento em que a pergunta do estudo ¢ formulada.
Os modelos inbred sdo aqueles cujo animal é cruzado
entre irmdos por 10 geracdes ou mais, até tornar-se
99% idéntico geneticamente.!” O fato de os animais
possuirem as mesmas caracteristicas genéticas reduz
muito os fatores de confusdo que sfo caracteristi-
cos de estudos em seres humanos. Além disso, os
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camundongos knockout, aqueles onde o animal mutante
ndo expressa um gene de particular interesse, permitem
estudar a funcdo especifica desse gene. Atualmente,
para a producao desse tipo de linhagem, € mais comum
que se descubra e isole o gene normal e depois se
determine sua fungao, substituindo-o in vivo por uma
copia inativa. Os animais sdo entdo intercruzados
e detectados pela auséncia de uma copia intacta do
gene de interesse.!” Dentre os exemplos mais comuns
desse modelo em pesquisa biomédica estdo aqueles
com imunodeficiéncias graves, onde o gene ausente
¢ necessario para o desenvolvimento de linfocitos
T e B.!® J4 os animais transgénicos sdo aqueles que
carregam um DNA estranho que foi intencionalmente
implantado em seu proprio DNA. Um dos exemplos
mais conhecidos desse modelo ¢ o que desenvolve
esclerose lateral amiotrofica, no qual o camundongo
carrega copias inseridas de um gene humano que
resulta na producdo de uma enzima anormal.'®

A possibilidade de escolha das linhagens torna
os camundongos a espécie ideal para estudar muitas
doengas, ja que sua genética é detalhadamente en-
tendida, além dos desfechos serem facilmente ma-
nipulados geneticamente.® No inicio do século 21, o
genoma do camundongo foi totalmente codificado,
seguindo a codificacdo do genoma humano, com
informagoes facilmente encontradas em bases de dados
da internet."

Outras variaveis importantes nos modelos expe-
rimentais sdo a idade e o sexo dos animais. As fémeas
sdo as mais comumente utilizadas, particularmente pela
caracteristica de convivio mais doécil e facilidade na
manipulagdo, que facilita a realizag@o das pesquisas em
laboratorio. Quanto a idade, a maioria dos protocolos
de asma aguda sdo realizados com animais adultos. Do
ponto de vista translacional, é importante saber que
esses estudos ndo refletem a asma na crianca.

Mesmo reconhecendo a importancia do componente
genético da asma, devemos lembrar que a asma em
humanos, de caracteristica poligénica complexa, ¢
fortemente influenciada por caracteristicas individuais
de heterogeneidade genética e por fatores ambientais
diversos.?® Esse aspecto deve ser sempre considerado
na interpretacdo dos estudos de asma realizados em
animais isogénicos.

DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA
ALERGICA AOS ANTIGENOS

Além da preocupagdo com a escolha dos animais
utilizados, o tipo de alergeno e o protocolo de desen-
volvimento de alergia nos camundongos devem ser
criteriosamente considerados. Os modelos murinos nao



desenvolvem resposta alérgica espontaneamente. Por
iss0, € necessario que se induza uma resposta alérgica
“artificial” nas vias aéreas para reproduzir o quadro de
asma.? Camundongos sdo facilmente sensibilizados por
um grande niumero de antigenos que normalmente nao
estdo expostos no ambiente, incluindo a OVA, que é
o mais utilizado, e alguns outros alergenos humanos,
como o acaro da poeira e fungos.

Antigenos utilizados

A OVA ¢ o antigeno mais popular na pesquisa de
asma em camundongos, por se tratar de uma substancia
disponivel comercialmente, de facil manipula¢do e com
a qual o camundongo de laboratorio ndo tem contato
ambiental. A OVA ¢ a principal proteina encontrada
na clara do ovo (cerca de 60% do conteudo proteico),
fazendo parte da superfamilia das serpinas. Sua fun¢édo
ainda ¢ desconhecida, embora se acredite que ela
funcione como um armazenamento protéico.?’ E uma
proteina muito importante em pesquisa, particularmente
em imunologia. Alguns autores ndo consideram a OVA
um alergeno ideal para modelos de asma, pois nao ¢
um alergeno comum em asma em humanos e costuma
desencadear tolerancia imunologica em camundongos
em exposi¢ao cronica. Desta forma, recentemente,
outros alergenos tém sido testados e apresentados
como alternativas para modelos experimentais em
asma, como o Dermatophagoides pteronyssinus.*>%

Adjuvante

Os adjuvantes, como o hidréxido de aluminio,
promovem uma ativa¢do mais intensa da resposta Th2,
quando o sistema imune ¢ exposto a um antigeno.?*
O uso de hidroxido de aluminio em modelos de
resposta pulmonar alérgica em murinos ¢ constante
na metodologia das publicagdes cientificas da area.
No entanto, nos ultimos anos, o uso de adjuvante
juntamente com OVA tem sido discutido. Tem se
questionado a necessidade do uso dessa substancia
nos protocolos murinos de asma, por ser um método
artificial, quando comparado a fisiopatogenia de
doengas alérgicas em humanos. Em um estudo realizado
por Conrad et al.,? com protocolo de OVA subcutanea
sem o uso de adjuvante, os autores concluiram que
esse protocolo resulta em uma resposta inflamatoria
similar ao protocolo padriao (com adjuvante), usado
na maioria dos estudos que investigam os mecanismos
de alergia respiratéria em camundongos. Em estudo
piloto, realizado por nosso grupo de pesquisa, a
contagem total de células (leucocitos e eosinofilos)
no lavado broncoalveolar em um grupo sensibilizado
com OVA sem adjuvante foi semelhante ao grupo com
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adjuvante (dados nio publicados). E aconselhavel que
protocolos sem adjuvante sejam estabelecidos e aceitos
pela comunidade cientifica e que futuros estudos
experimentais em asma abandonem a utilizagdo de
adjuvante.

Dose e via de administracio do alergeno
(sensibilizacao e desafio)

Além da escolha do tipo de animal e do alergeno,
a dose do antigeno e a via de administragdo também
sdo varidveis importantes. Existem diversas vias de
administragdo para sensibilizacao e desafio do alerge-
no, tais como: intraperitoneal, subcutanea, intranasal,
inalatéria ou intratraqueal. As mais comumente
utilizadas sdo a intraperitoneal (sensibilizagdo) e a
intranasal (desafio).

A sensibilizacdo a OVA ¢ adquirida através de
mais de uma exposi¢ao por via intraperitoneal. A dose
intraperitoneal para sensibiliza¢do varia entre 1 pg
e 100 pg (volume de 200 pl) a cada sensibilizagdo,
dependendo do estudo, porém doses entre 10 pg e
50 pg sdo frequentemente empregadas e as mais
aconselhadas.'” Em um estudo realizado por Sakay
et al., os niveis de IgE, a intensidade da inflamacgao
pulmonar ¢ a quantidade de eosinofilos no lavado
broncoalveolar foram inversamente proporcionais a
dose de sensibilizagdo.>

A OVA administrada por via intranasal ¢ aspirada
para o pulmio somente durante anestesia geral do
animal, quando ¢ atingida a inibicdo dos reflexos
da via aérea superior. Este ¢ um procedimento facil
de ser realizado, sem complica¢des para o animal,
exceto o pequeno estresse da anestesia (Figura 1).

Figura 1. Técnica de administracdo de ovalbumina intranasal
sob anestesia geral.
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O volume da solugao instilada no desafio intranasal
deve ser de 50 pl para que ocorram aspiracdo e
distribuicdo pulmonar adequadas.?’” O desafio com
OVA por inalagdo através de nebulizacdo também
pode ser utilizado. Muitos autores argumentam que
esse deve ser o método de escolha, pois o desafio é
mais similar a forma como pacientes com asma sao
expostos a alergenos, e ndo € necessario o procedimento
anestésico, nao gerando estresse aos animais, o que ¢
particularmente importante em protocolos de exposicao
cronica aos alergenos. No entanto, o custo desse
método é mais elevado devido & maior quantidade de
OVA utilizada por cada desafio, o que deve explicar
seu uso mais limitado.!°

A resposta inflamatoria pulmonar do modelo com
OVA em camundongos BALB/c reproduz alguns
aspectos caracteristicos da asma em humanos. No
entanto, dois achados merecem discussdo sobre a
validade desse modelo. Em primeiro lugar, o influxo
elevado de leucdcitos nas vias aéreas dos camundongos
apresenta um predominio significativo de eosindfilos. O
numero de eosinofilos no lavado broncoalveolar atinge
numeros entre 40-60% das células inflamatoérias.?®?
Em segundo lugar, a analise histoldgica de pulmao
desses animais demonstra um padrao de inflamag¢ao
eosinofilica alveolar. Essas duas caracteristicas do
modelo murino de OVA ndo ocorrem em pacientes com
asma, tendo sido motivo de debate e questionamento
sobre a validade e necessidade de mudanca dos pro-
tocolos de asma em camundongos.>

Protocolo de resposta aguda versus
resposta cronica

Um dos temas mais discutidos quanto aos mé-
ritos do protocolo de resposta pulmonar alérgica
com OVA em camundongos ¢ a auséncia do modelo
cronico da doenca. A asma, em geral, é caracterizada
por inflamacgdo crénica das vias aéreas, com remo-
delamento bronquico em alguns pacientes, que inclui
fibrose subepitelial, metaplasia e hiperplasia de cé-
lulas caliciformes, hipertrofia de musculatura lisa e
hipersecrecao bronquica.® Como consequéncia, ocorre
uma alteracdo persistente na estrutura da parede da
via aérea, causando reducdo nao reversivel de fluxos
expiratorios. Essas alteracdes ndo sdo encontradas nos
modelos murinos de OVA de inflamag¢@o aguda, que
sdo os mais utilizados atualmente.*-34

Os protocolos de asma cronica em camundongos
envolvem exposi¢des ao antigeno por um periodo
de pelo menos oito semanas. Porém, muitas vezes,
o desafio de longa duracdo induz resposta inflama-
téria granulomatosa ou tolerancia imunologica, com
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inibicdo da inflamacdo, hiper-responsividade bron-
quica e mudancas na estrutura da via aérea.’>?’
Dessa maneira, diferengas nos protocolos podem ter
um efeito significativo nos desfechos escolhidos
em um experimento.'® Sabe-se que o modelo mu-
rino, bem como outros modelos ativamente sensi-
bilizados, particularmente com OVA, responde ao
desafio inalado inicialmente, mas com o seguimento
do protocolo, o animal geralmente torna-se tolerante
ao alergeno.’****° Por isso, muitos pesquisadores
optaram historicamente por protocolos de resposta
aguda.

Devido ao desenvolvimento de tolerancia imuno-
lo6gica, a intensidade da resposta inflamatéria reduz-se
apos repetidos desafios com OVA, tornando os pro-
tocolos de uso cronico de OVA inadequados para a
avaliacdo da lesdo tecidual cronica da asma.'® Alguns
pesquisadores utilizaram outros tipos de alergenos,
relevantes ao ambiente, para estabelecer uma exposi¢ao
cronica, tal como acaro domiciliar. Além do alergeno,
tanto a linhagem quanto a via de administracdo
sdo fatores determinantes na indugdo da tolerancia
imunologica.’

Os modelos de exposi¢do cronica em camundongos
parecem ser a escolha ideal para estudos que envol-
vam o papel especifico de certos tipos celulares e de
citocinas e mediadores inflamatérios. Esses modelos
podem ainda promover um sistema mais adequado para
a avaliacao pré-clinica de novos agentes terapéuticos.?!
No entanto, ainda ndo foi encontrado nenhum proto-
colo de exposicao cronica que reflita de forma mais
abrangente a asma em humanos. A Figura 2 repre-
senta os protocolos de resposta pulmonar alérgica
aguda e cronica mais comumente utilizados. Estes
protocolos sdo os utilizados pelo grupo de pesquisa dos
autores.

(A)
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Figura 2. Protocolo de resposta pulmonar alérgica aguda (A) e
cronica (B) em modelo murino. OVA: ovalbumina; i.p.: intra-
peritoneal; i.n.: intranasal.



Aspectos translacionais

Apesar do modelo animal em asma ser, por mo-
tivos éticos, a ferramenta que permite investigacoes
mais especificas dos mecanismos de doenga e de
testes pré-clinicos para novas terapias, pesquisadores
reconhecidos e respeitados mundialmente concordam
em que a extrapolagdo dos dados dos estudos rela-
cionados a resposta pulmonar alérgica em modelo
murino deve ser cuidadosamente interpretada.!-1°

O modelo murino ocupa uma posi¢ao privilegiada
nas pesquisas relacionadas aos mecanismos de agao
da asma. Porém, ¢ importante lembrar que existem
diferengas entre as respostas desenvolvidas pelo ca-
mundongo e pelo ser humano. Essas diferengas po-
dem ser explicadas por distingdes genéticas, tipo de
alergeno e via/dose de administragdo.® Além disso,
estudos epidemiologicos tém demonstrado que inu-
meros fatores ambientais influenciam a prevaléncia
e o comportamento da asma de forma importante.'3
Dessa forma, o modelo animal ideal deveria também
reproduzir as variaveis epidemioldgicas (poluigao,
tabagismo, infecgdes, etc.), o que tornaria mais dificil
a realizagdo de estudos em animais de laboratério.¢

Intimeros pontos devem ser discutidos e testados
para que mudangas nos protocolos de modelos murinos
de asma resultem em uma aproximacgao destes com a
doenga em humanos. Para resumir, sugerimos alguns
fatores que deveriam ser considerados e implementados
para melhoria das pesquisas com camundongos em
asma: 1) testes com animais em diferentes faixas
etarias; 2) utilizacdo de diferentes alergenos (OVA,
acaro, fungo); 3) exclusdo do uso de adjuvante;
4) inclusao de protocolos de exposi¢do aguda e cronica;
e 5) redugdo de doses do alergeno no desafio (para
tentar reduzir a intensidade da resposta eosinofilica
pulmonar).

CONCLUSOES

E importante que o modelo animal seja valido e
reflita os aspectos clinicos da asma, de forma mais
proxima possivel da doenga humana. Nos ultimos
anos, inimeros grupos de pesquisa no mundo tém
buscado novos modelos experimentais com o objetivo
de refinar e melhorar os protocolos ja existentes, para
que ocorra uma diminuicdo das diferencas entre os
modelos murinos ¢ a asma em humanos. Acredi-
ta-se que essa busca devera aperfeigoar os aspectos
translacionais da pesquisa em asma atopica, permitindo
novas descobertas mecanisticas e melhores modelos
de testes pré-clinicos dessa doenga que aflige milhoes
de pessoas no mundo todo. Na opinido dos autores,
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em curto prazo, dificilmente haverd um modelo que
abranja todos os aspectos translacionais relevantes da
doenca. Provavelmente, mais de um protocolo devera
ser utilizado para responder perguntas cientificas,
particularmente relacionadas a prevengdo e ao tra-
tamento da asma, incluindo experimentos de fase
aguda e cronica, com exposicao a diferentes alergenos
e em diferentes faixas etarias, reproduzindo da forma
mais proxima possivel as caracteristicas da asma em
criangas e adultos.
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