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RESUMO

Introducao: Virias limitacdes tém sido levantadas em estudos de asma utilizando
modelos murinos agudos sensibilizados com ovalbumina (OVA), mas este modelo é
ainda amplamente usado, ainda mantendo sua importincia em estudos pré-clinicos.
Algumas limitacdes encontradas sdo o uso de adjuvante e os longos periodos de
sensibilizagao.

Objetivos: Testar se a sensibilizacio com OVA em um periodo curto, sem adjuvante,
induziria uma resposta pulmonar eosinofilica em camundongos similar aos protocolos ja
previamente estabelecidos.

Métodos: Fémeas adultas de camundongos BALB/c foram utilizadas e divididas em
grupos de acordo com o ndmero de sensibilizagdes com OVA (uma ou duas vezes,
OVA: 20 pg) e o nimero(duas ou trés vezes)/dosagem(40 pg e 100 pg) de desafios
intranasais. O protocolo mais curto (10 dias) consistiu de uma sensibiliza¢ido subcutianea
e trés desafios com OVA (100 pg). Contagem total (CTC) e diferencial de células no
lavado broncoalveolar (LBA), ensaio da peroxidase eosinofilica (EPO) do tecido
pulmonar e histopatologia (HE) dos pulmdes foram realizados 24 horas apds o ultimo
desafio com OVA.

Resultados: Contagem celular do LBA, EPO do tecido pulmonar e alteracdes
inflamatodrias da histologia pulmonar ndo foram diferentes entre os grupos estudados. O
protocolo mais curto induziu uma resposta eosinofilica pulmonar 8 OVA semelhante ao
grupo controle, ocorrendo 0 mesmo com 0S Outros grupos.

Conclusao: O uso de sensibilizacdo subcutanea com OVA, sem adjuvante, resulta em
uma significativa resposta pulmonar alérgica, permitindo sua utilizagdo em protocolos
de duracdo mais curta. Nossos achados sugerem que este protocolo pode ser utilizado
como teste pré-clinico de primeira linha para pesquisa de novos farmacos, reduzindo
custo, tempo e uso de adjuvante.

Palavras-chave: asma, adjuvante, protocolo, modelo agudo




ABSTRACT

Introduction: Some limitations have been raised over the murine models with
ovalbumin (OVA) sensitization in asthma research. However, this model is still widely
used and the acute OVA protocol in mice still plays a role in pre-clinical investigation.
The use of adjuvant and long sensitization periods are some of the limitations raised.

Aims: We have tested whether a shorter period of subcutaneous sensitization with OVA,
with no adjuvant, induces a similar eosinophilic pulmonary response in mice, when
compared with previous well-established control protocols.

Methods: Adult female BALB/c mice were used and divided into groups, according to
the number of OV A sensitizations (once or twice, OVA: 20 ug) and the number (two or
three times) /dosage(40 pg and 100 pg) of intranasal OVA challenge. The shorter
protocol (10 days-length) consisted of one subcutaneous OVA sensitization and three
OVA challenges (100 pg). Total (TCC) and differential cell counts from
bronchoalveolar lavage (BAL), eosinophil peroxidase (EPO) from lung tissue and
histopathology (HE) of the lungs were performed 24 hours after the last OVA challenge.

Results: Cell counts from BAL, EPO from lung tissue and histological lung
abnormalities were not different between the groups studied. The shorter protocol
induced a similar allergic lung response to OVA, when compared with the positive
control, the same occurring with the other groups.

Conclusion: We concluded that the use of one subcutaneous OVA sensitization elicit a
strong allergic pulmonary response, free of adjuvant, in a 10-day-length protocol. Our
findings suggest that this protocol may be used a first-line pre-clinical test, reducing cost
and time of experiments, and avoiding the use of artificial adjuvants.

Key words: asthma, adjuvant, protocol, acute model
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INTRODUCAO

Em 2008, proveniente de Manaus/AM, iniciei minha residéncia médica de
pneumologia pedidtrica no Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Escolhi este servico porque,
apds pesquisar os maiores centros do pais, o julguei ser um dos mais completos em
termos de abrangéncia de doencas respiratorias da especialidade, de competéncia
profissional dos preceptores e ainda por haver um grupo de pesquisa com

reconhecimento internacional.

Durante os dois anos em que estive como residente, apesar de ndo ter me
envolvido diretamente nas atividades de pesquisa, iniciei com alguns interesses em dreas
especificas, porém a que mais me chamou atencdo foi a de estudos com modelos
experimentais em asma. Achei que a contribui¢do desta linha de pesquisa € de suma
importancia para a ciéncia, pois, através destas pesquisas podemos conhecer melhor
mecanismos da doenga, bem como descobrir e testar novos farmacos para tratamento e
quem sabe prevengdo precoce desta doenga. Ainda, durante a residéncia, fiz a inscricao
para selecdo de Mestrado no Curso de Pediatria e Saide da Crianca da PUCRS, obtendo
éxito na selecdo, comecei a cursd-lo ainda no meu ultimo semestre, sendo orientada pelo

Prof. Dr. Paulo Maércio Condessa Pitrez. Tive entdo meus primeiro contatos com
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camundongos, aprendi a manused-los, as diferentes técnicas cirdrgicas, e ainda a utilizar

instrumentos do laboratério, conhecimentos novos, todos muito instigantes para mim.

Sendo um dos interesses do grupo do Prof. Pitrez a descoberta de novas terapias
para tratamento ou inibi¢do da asma, iniciei meu mestrado testando um bioproduto, a
frutose 1,6-bifosfato, a qual j4 vinha sendo estudada pelo Prof. Dr. Jarbas Rodrigues de
Oliveira, pesquisador da PUCRS, na inibicdo da resposta imune celular em
camundongos. Nao obtivemos sucesso em um estudo piloto testando o efeito
antiinflamatorio deste bioproduto em modelo murinho de asma. No entanto, a partir
desta frustrada experiéncia, veio-nos a idéia de encurtar os nossos protocolos de resposta
aguda, pois precisdvamos de pelo menos 28 dias para testes de terapias, o que nos
consumia tempo e trabalho. A partir também de um artigo trazido pelo Prof. Pitrez, em
que ndo se utilizava alum como adjuvante no modelo murinho de asma (o alum
potencializa artificialmente a resposta imune e a producdo de citocinas de caracteristica
alérgica), com a utilizagdo de ovalbumina (OVA) por via subcutinea (SC),1 houve a
idéia de se testar protocolos mais curtos com OVA SC. Se houvesse semelhanca com o
protocolo modelo amplamente utilizado na literatura, poderiamos além de reduzir o

tempo de experimento, nao fazer a utilizagdo do adjuvante artificial.

Além disso, tendo formagdo clinica e participando do Ambulatério de Asma
Infantil do HSL/PUCRS com o Prof. Pitrez, lidamos rotineiramente com pacientes
asmaticos e com os desafios dos seus tratamentos. Assim, neste cenario, meu orientador
solicitou-me que fizesse a revisdo da literatura de artigos envolvendo as evidéncias de

aumento da mortalidade da asma associado ao uso de fenoterol. Este trabalho foi
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estimulante durante meu Mestrado, consistindo na revisdo bibliografica sobre o tema,
desde o lancamento do firmaco no mercado até sua proibicdo ou restricdo em alguns
paises, bem como a avaliacdo da metodologia dos artigos e a comparacdo dos dados
encontrados. Este artigo, com um tema dormente no Brasil nas duas dltimas décadas, foi
incluido nesta dissertacdo, tendo sido aceito para submissdo e avaliacdo pelo Jornal

Brasileiro de Pneumologia.

Deste modo, em meu Mestrado, meus estudos foram concentrados em asma,
realizando um artigo de revisdo sobre os riscos do uso de fenoterol no tratamento da
mesma, € um artigo original, avaliando o uso de novos protocolos para inducdo de

resposta aguda pulmonar alérgica em camundongos.

Asma e modelos murinos

Estudos sobre asma sdo justificados por ser uma doenga cronica das vias aéreas
inferiores que acomete cerca de 300 milhdes de pessoas no mundo, com alta morbidade
e mortalidade em muitos paises, chegando a cerca de 6 mortes por dia no Brasil,” possui
importancia econdmica na populacdo, necessitando de investimentos em novos
tratamentos e quem sabe, em drogas que a inibirdo de forma precoce. A asma € uma
doenca caracterizada pela infiltragdo de células CD4+ T-helper 2 (Th2) e eosinéfilos nas
vias aéreas, associada a elevacdo de imunoglobulina (Ig) E alérgeno-especifica no

plasma. As células Th2 sdo responséveis pela secrecdo de interleucinas (IL)-4 e IL-5,
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que estimulam a sintese de IgE e o recrutamento/ativacio de eosindfilos,
respectivamente.3 Assim, para a pesquisa de novos farmacos para tratamento da doenca,’
bem como para melhor entendimento da fisiopatogenia da mesma, sdo utilizados
modelos animais, para melhor entendimento dos processos de mecanismo de doenca
imunoldgicos, tanto em nivel celular quanto molecular, encontrados em sistemas imunes

. s . . . - 5,6
€ respiratorios 1ntactos, como em modelos animais.

Nenhum animal de laboratério desenvolve caracteristicas fenotipicas exatamente
N 7 . ~ A" . , .
semelhantes a asma em humanos,” com inflamag¢ao cronica das vias aéreas, caracterizada
por uma resposta imune Th2 (elevados niveis de IgE alérgeno-especificos, producdo de
IL-4, IL-5 e IL-13, e inflamacdo eosinofﬂica).g'lo Mesmo assim, modelos animais tem
sido desenvolvidos e utilizados, com processo de sensibilizacdo a antigenos, e posterior
desafio das vias aéreas, a fim de desencadear uma resposta pulmonar alérgica
N 6 . . . A e A .
semelhante a asma.” Dentre os animais estudados, o camundongo isogénico € o mais
popular, principalmente das linhagens BALB/c e C57BL/6, em virtude do detalhado
conhecimento da sua genética e pela forte resposta Th2 desenvolvida em seus pulmdes,
s 00 6 e .
quando expostos a antigenos especificos.” Este modelo, inicialmente demonstrado no
.o , 11 . - .
inicio da década 90 em modelo de asma aguda, = caracteriza-se por uma producao maior
de IL-4 e IL-5 no lavado bronco-alveolar (LBA) quando sensibilizados, bem como

o e 412,13
niveis elevados de IgE especifica.

No modelo de asma aguda, para que ocorra a
resposta inflamatdria pulmonar em camundongos, realizamos duas fases de exposicdo a

um antigeno: sensibilizagdo e desafio.
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Para a sensibilizacdo do modelo estudado, o método mais amplamente utilizado
baseia-se na inje¢do intraperitoneal de OVA,"” proteina esta originada do ovo da galinha,
de tamanho grande (45 kDa) e monovalente,"* que pode ser utilizada em doses tdo
baixas quanto 1 pg, até 8.000 pg por animal.'* No entanto, doses entre 10 pg e 50 pg sdo
mais amplamente empregadas, por haver uma melhor resposta inflamatéria demonstrada
em alguns estudos.” Sensibiliza¢do intranasal é outra rota alternativa descrita, mas a

producio de IgE nio é tdo importante.* '* %17

Juntamente com uso de OVA, os modelos animais de sensibilizacdo
intraperitoneal fazem uso de adjuvantes para potencializar a resposta imune e a producao
de citocinas Th2. O adjuvante mais utilizado € o hidréxido de aluminio (alum) na dose
entre 1 pg e 40 pg.'? O adjuvante ativa uma classe diferente de modelo de receptores de
reconhecimento (PRRs), os receptores intracelulares NOD-like, que liberam citocinas
pré-inflamatérias como IL-10, IL-18 e IL-33, e, de maneira ainda desconhecida, ativam
o0 sistema imune através da via Th2.'"® Em adicdo a este mecanismo, ele ainda libera
dcido urico, que estd presente na mediacdo imunoldgica via maturacdo de células

dendriticas e co-estimulacdo de moléculas de expressdo. ' %

Para o desafio pulmonar, existem inimeros protocolos descritos, com uma
grande diversidade de modelos, sendo a OVA administrada por via intratraqueal ou
intranasal os mais utilizados.' Para a realizacdo do desafio intranasal, é necessério que o
camundongo seja submetido a anestesia geral, usualmente por inalacdo de isofluorano
ou halotano, pois a instilacdo intranasal dos mesmos sem anestesia resulta em auséncia

de aspiracdo pulmonar do alergeno®' (Figuras 1 e 2). Na maioria dos modelos murinos, o
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desafio pulmonar € de curta duracio, levando em média de 4 a 8 dias consecutivos, a fim
de que resulte em hiperresponsividade bronquica e inflamagado eosinofilica, aumento dos
niveis de IgE especifica e hiperplasia de células caliciformes. No entanto, neste caso,

verifica-se uma inflamago perivascular e parenquimatosa, nio ocorrida em humanos.'

Figura 1. Anestesia geral em camundongos utilizando cimara anestésica. Os camundongos
recebem isofluorano por via inalatéria, para posterior instilacio de OVA por via nasal
(desafio intranasal).
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Figura 2. Instilacdo de OVA intranasal em camundongo BALB/c, apds anestesia geral em
camara anestésica.

Um dos modelos murinos mais utilizados baseia-se no uso de camundongos
fémeas adultos (6-8 semanas de vida) da linhagem BALB/c, por serem mais ddceis, que
sdo sensibilizadas com duas doses de OVA e alum, por via intraperitoneal, com intervalo
de 14 dias, e posterior desafio intranasal de OVA." No entanto, um estudo publicado em
2009 por Conrad et al.,' empregando fémeas adultas de BALB/c, demonstrou que 0 uso
de um protocolo sem adjuvante com sensibiliza¢do subcutanea com OVA nos dias 0, 7 e
14, era tdo eficaz quanto o protocolo utilizando OVA intraperitoneal, além de
demonstrar que o alum altera o comportamento dos animais. A partir deste estudo,
demonstrou-se que um modelo sem adjuvante € vidvel do ponto de vista pritico em

estudos experimentais de asma.
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Apesar do modelo experimental com camundongos ser, atualmente, o0 modelo de
escolha para estudos mecanisticos e pré-clinicos de asma, devemos levar em
consideracdo as grandes diferencas na inflamacao bronquica do mesmo em relagdo ao
ocorrido em humanos. Enquanto a porcentagem de eosindfilos no LBA de pessoas
asmaticas chega a 1-3%, nos modelos com OV A, este consiste em 40-80%, com nimero
total de células do LBA muito elevado, chegando a 20.000 cél/ml, havendo ainda de 20-

11, 12 4 ;
* “ Ainda ha outras

100% de macréfagos, <1% de neutréfilos e 1-20% de linfocitos.
alteracdes que devemos levar em consideragdo, como as alteragdes histoldgicas da
inflamagdo (parenquimatosas e vasculares ao invés de restritas as vias aéreas de
condug@o, como em humanos), que resolvem espontaneamente em 3 semanas, no papel
ainda ndo muito claro da IgE especifica e mastécitos, na diferenca da anatomia
pulmonar (largo didmetro das vias aéreas em relacdo ao tamanho corporal, que pode
explicar a auséncia de sintomas evidentes nos animais) e na diferenca da funcdo dos

e 4,11,12,22,23
eosinodfilos entre humanos e camundongos.™ = “~

Devido a estas grandes diferencas
existentes, por vezes os resultados testados nesses animais ndo € encontrado da forma
desejada em pacientes com asma, como o caso de bloqueadores de IL-5, que apds
eficicia demonstrada em camundongos, ndo obteve resultados promissores em

3
humanos.* %>

Concluindo esta introdugdo, o estudo original da minha dissertacdo tem como
objetivo auxiliar para que os modelos animais em asma tornem-se mais factiveis e
semelhantes a asma em humanos, excluindo o uso de adjuvante, assim como reduzindo o
tempo de realizagdo dos protocolos, a fim de que se tenha um modelo de resposta

alérgica adequado, utilizando doses menores de OVA, em um menor espaco de tempo.
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RESUMO

O objetivo do presente artigo € analisar e discutir os estudos e publicacdes referentes a
associacdo de aumento de mortalidade com o uso de fenoterol no tratamento de asma,
seus efeitos colaterais e a situacdo atual de sua utilizagdo em asma no mundo no Brasil,
abrindo um espago para discussdo sobre esta relevante questdo clinica. Como fonte de
dados inicial, foi utilizada a base de dados do PubMed, utilizando os descritores asthma
AND fenoterol, e Scielo, utilizando os descritores asma e fenoterol, sendo selecionados
os artigos relevantes ao tema. Apresentamos resultados de estudos epidemioldgicos
realizados em alguns paises desenvolvidos e discutimos potencial risco aumentado de
mortalidade em pacientes que utilizam fenoterol como medicacdo de resgate. Varios
estudos demonstram também a menor seletividade deste firmaco aos receptores [2-
adrenérgicos. A comercializacio de fenoterol foi proibida ou restrita em inimeros paises
desenvolvidos, mas é amplamente utilizada ainda no Brasil. Os autores concluem que,
com as evidéncias vigentes, a utilizagc@o irrestrita deste farmaco em asma deveria ser

discutida por especialistas, sociedades médicas e érgaos governamentais no Brasil.

Palavras-chaves: mortalidade, asma grave, tratamento, farmacos, simpaticomiméticos.
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ABSTRACT

The aim of the present article is to analyze and discuss the papers published regarding to
the association between the increase in asthma mortality and the use of fenoterol in the
treatment of asthma, its adverse effects and the current situation of its use in asthma in
developed countries and in Brazil, opening the field for discussion of this significant
clinical issue. As initial source of data, PubMed and Scielo databases were used,
searching through asthma and fenoterol keywords, when relevant articles were selected.
We have presented the results from epidemiological studies from developed countries
published and the potential increased risk for asthma death in patients who were using
fenoterol in asthma as rescue medication. Many studies have also demonstrated that
fenoterol is less selective to [2-agonist receptors. fenoterol use was restricted or
prohibited in many developed countries, but is still widely used in Brazil. The authors
conclude that, given the current evidences, the restricted use of fenoterol in asthma

should be discussed by specialists, medical societies and government agencies in Brazil.

Keywords: mortality, severe asthma, treatment, drugs, sympathomimetics
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INTRODUCAO

A asma € uma doenca inflamatdria cronica das vias aéreas inferiores, na maioria
das vezes iniciada na infincia, caracterizada por sintomas respiratdrios recorrentes, de
caracteristica usualmente reversivel. Resultante de uma complexa interacdo genético-
ambiental, estima-se que 300 milhdes de pessoas sejam portadoras de asma no mundo,

resultando em elevada morbidade e mortalidade em muitos paises.'

No Brasil, a asma é uma doenca prevalente e de alta morbi-mortalidade,
resultando em importante comprometimento da qualidade de vida dos pacientes e
familiares e elevados custos no tratamento. Resultados de estudos epidemioldgicos no
Brasil t€m demonstrado que a prevaléncia de asma € elevada, encontrando-se ao redor
de 10%.%* Os custos com asma pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) sdo muito elevados,
com quase 200.000 hospitaliza¢des em 2010, resultando em um custo de pelo menos 100
milhdes de reais neste ano. Além disso, apesar de haver uma idéia genérica de que
atualmente as pessoas nio morrem mais por asma, no Brasil, a mortalidade estimada em
2000 foi de 2,29/100.000 habitantes e, segundo dados do Ministério da Sadde de
novembro de 2010, ocorreram, em 2008, 2.287 dbitos por asma (nos dltimos anos, cerca

de aproximadamente 6 6bitos/dia).”

O tratamento medicamentoso da asma baseia-se em duas linhas principais de
abordagem: medicacdo de controle (antiinflamatérios e broncodilatadores de longa
duracdo) e de resgate (broncodilatadores). O medicamento de resgate mais eficaz e
utilizado é o P2-agonista de curta duracdo, importante no controle de sintomas
resultantes da broncoconstricdo transitéria e do alivio da obstru¢do bronquica em
episddios de exacerbacdo aguda da asma, esta tltima podendo algumas vezes resultar em
quadros de asma aguda grave ou fatal.” No entanto, evidéncias de efeitos deletérios do

uso de simpaticomiméticos em asma aguda datam da década de 60.°

Dois medicamentos de resgate historicamente muito estudados sdo o salbutamol
e o fenoterol. No Brasil, ambos os farmacos sdo muito prescritos em postos de saudde,

consultérios, emergéncias, hospitais, sendo amplamente utilizados pelo pacientes em
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seus domicilios. No entanto, hd algumas décadas, vérios estudos epidemioldgicos e
clinicos demonstraram uma associacdo do fenoterol com aumento de mortalidade em
asma e um efeito menos P2-seletivo.”'? Ao contrdrio do Brasil, vdrios paises
desenvolvidos restringiram seu uso, retiraram do mercado ou ndo autorizaram sua

C e ~ Ao 13
comercializagdo em func¢ado destas evidéncias.

O presente artigo tem como objetivo apresentar e discutir, de forma critica e
atualizada, artigos publicados sobre este tema e orientacdes de diretrizes sobre manejo
de asma internacionais, demonstrando a importancia da cautela em relacdo ao uso de
fenoterol no manejo da asma, principalmente no cendrio de uso domiciliar, onde suas

desvantagens poderiam potencialmente apresentar maior repercussao.

Epidemias de mortalidade por asma e sua relacao com uso do fenoterol

Historicamente, ha mais de 60 anos, o uso de adrenalina no tratamento de asma
resultou em preocupacdes quanto a sua efetividade e seguranga (tolerancia, efeito pro-
inflamatério e aumento de mortalidade).'* Na década de 60, uma primeira epidemia de
mortalidade de pacientes com asma foi observada, particularmente em alguns paises
ocidentais (Reino Unido, Nova Zelandia, Austrdlia e Noruega). Neste periodo, este
aumento de mortalidade foi relacionado ao uso de isoproterenol (B-agonista nio
seletivo) em uma apresentacdo comercial inalatéria com dose elevada. Apesar de ndo
conclusiva e questionada por alguns pesquisadores, esta hipotese foi reforcada, em parte,
porque niao foram encontrados dados semelhantes em paises no qual a formulacdo
apresentava-se cinco vezes mais baixa (Alemanha e Estados Unidos) ou naqueles no

qual as vendas eram reduzidas (Bélgica e Holanda)."

Em 1982, uma comunicacdo breve foi publicada no British Medical Journal
demonstrando um aumento na mortalidade de asma na Nova Zelandia na década de 70
(33/100.000 pessoas com idade entre 5-34 anos), permanecendo elevada quando

comparada a populagdes da Inglaterra, Austrdlia, Alemanha Ocidental, Canada e Estados
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Unidos. Apesar de terem sido aventadas vdrias hipdteses para esse aumento, como, por
exemplo, uma mudanga na classificacao da doenca (1979-80), nenhuma causa especifica

. . _ ~ = 16
foi determinada, iniciando-se entdo estudos sobre esta questao.

Em abril de 1976, o fenoterol foi introduzido na Nova Zelandia, mesmo ano em
que teve inicio o aumento da mortalidade de asma. Em 1983, esta medicacdo
representava quase 30% do total de 32-agonistas de curta dura¢do comercializados neste
pais, enquanto representava apenas 5% do mercado em outros paises, nem tendo sido
introduzido nos Estado Unidos.'>'* Tal fato, associado juntamente a elevada dose do
fenoterol na apresentagdo comercial (200 pg/jato) e a menor seletividade da mesma aos
receptores 32 em relagdo a outros farmacos de sua classe, resultou em uma seqiiéncia de
publicagdes demonstrando uma associa¢do de automedica¢do sem supervisdo médica

com fenoterol inalado com risco aumentado de morte por asma.

No Lancet, em 1989, um primeiro estudo de caso-controle foi publicado
envolvendo 117 pacientes que morreram por asma, com idade entre 5-45 anos, no
periodo entre agosto de 1981 e julho de 1983 na Nova Zelandia.” Este estudo encontrou
um risco relativo para o fenoterol de 1,55 (95% CI: 1,04-2,33; p=0,03), sem que
qualquer outro tratamento utilizado ou gravidade da doenga (uso de trés ou mais classes
de farmacos, nimero de admissdes hospitalares nos tltimos 12 meses e uso de corticdide
oral no momento do 6bito ou admissao) tenha sido associado ao aumento do risco de
mortalidade, quando ajustado estatisticamente. Os achados deste estudo foram
consistentes com a hipétese de que o fenoterol inalado aumentava o risco de morte em
asma grave. No entanto, alguns possiveis vieses metodolégicos importantes deste estudo
foram levantados e discutidos, particularmente vieses de informacdo (diagndstico e
prescricdo da medicacdo) e de confusdo (gravidade da doencga). Os casos e controles
foram selecionados de fontes diferentes, e baseados em dados retrospectivos de registros

f 17
€ prontuarios.

Um segundo estudo neozelandés veio reafirmar o que fora publicado
anteriormente, desta vez utilizando-se de todos os paciente que morreram por asma, com

idade entre 5-45 anos, entre janeiro de 1977 e julho de 1981, que haviam procurado o
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hospital nos dltimos 12 meses por asma aguda.” Os controles foram pareados de forma
mais adequada, com pacientes atendidos por asma no mesmo hospital no ano do 6bito (4
controles para cada caso, novamente). As informacdes de prescri¢do, tanto dos casos
como dos controles, basearam-se em registros de uma hospitalizacdo prévia por asma,
no periodo de 12 meses, antes do evento indice (hospitalizacdo com 6bito nos casos ou
ultima hospitalizagdo dos controles). Os achados foram, entdo, consistentes aos do
primeiro estudo, apresentando, contudo, um maior risco naqueles pacientes com idade
menor de 20 anos (OR= 4,02; 95% CI 1,57-10,3) do que nos pacientes maiores de 20
anos (OR=1,33; 95% CI 0,64-2,78). Com base nessas evidéncias, o departamento de

saiide da Nova Zelandia suspendeu a comercializa¢io deste fairmaco em 1990.'®

Em resposta as criticas feitas sobre esses estudos por outros autores,'’ foi
publicado em 1991, pelo mesmo grupo de pesquisa da Nova Zelandia, outro estudo com
novas evidéncias, utilizando alguns refinamentos do ponto de vista metodolégico.®
Foram estudados 112 casos de 6bito por asma, em pacientes entre 5-45 anos, entre
agosto de 1982 e dezembro de 1987, desta vez utilizando-se 2 grupos controles: Grupo
A (427 pacientes admitidos por asma no mesmo ano em que ocorreu o 0bito por asma,
além de também terem sido admitidos pela mesma doenca nos ultimos 12 meses), e
Grupo B (448 pacientes admitidos no hospital no mesmo ano em que a admissao do caso
ocorreu). A razdo de chances de 6bito para uso de fenoterol inalado no grupo A foi de
2,11 (95% CI 1,37-3,23 p<0,01) e, no grupo B, de 2,66 (95% CI 1,74-4,06 p<0,01).
Esses resultados corroboraram a hipétese ja apresentada nos dois estudos anteriores, em

que o fenoterol inalado aumentava o risco de mortalidade em pacientes com asma grave.

Em 1992, um dos maiores criticos dos estudos de associa¢do de mortalidade por
asma e uso de fenoterol, Walter O. Spitzer, publicou com colaboradores um estudo em
uma populacio canadense'’, apresentando resultados com conclusdes opostas aos dos
estudos da Nova Zelandia. Interessante identificar que, mesmo apods criticas de Walter
Spitzer em cartas ao Editor em anos anteriores,'’ a selecio dos controles foi pobre,
incluindo ajuste inadequado também para gravidade da asma. Este estudo canadense
abrange uma coorte retrospectiva de uma base de dados de 12.301 pacientes da

provincia de Saskatchewan. As medicagdes para asma haviam sido prescritas entre 1978
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e 1987, com 129 pacientes com asma fatal ou quase fatal. O uso de f2-agonistas de curta
duracdo foi associado a 6bito por asma (OR:2,6; 95%CI: 1,7-3,9), ou 6bito e asma
quase-fatal juntos (OR: 1,9; 95%CI: 1,6-2,4). Quando fenoterol e salbutamol foram
comparados em relacio a microgramas equivalentes, ndo foi encontrada nenhuma
diferenca entre fenoterol e salbutamol em relacdo a 6bito por asma. Assim, este estudo
concluiu que apesar do uso de 2-agonista de curta duragio ter sido associado a asma
fatal ou quase fatal, ndo foi encontrada nenhuma associacdo com fenoterol ou outra
medicacdo especifica. Além disto, Garret et al. demonstraram em outra coorte
retrospectiva na Nova Zelandia que, apesar de pacientes com asma mais grave utilizarem

mais fenoterol no estudo, seu uso ndo estd associado a episddios de asma com risco de

L1020
vida.

Em 1980, a mortalidade por asma dobrou no Japdo, corroborando os fatos
ocorridos na Nova Zelandia, resultando na criacdo do Comité de Mortalidade de Asma
da Sociedade Japonesa de Alergia Pedidtrica e Imunologia Clinica, que reportou a
relacdo entre a dependéncia do uso de B2-agonistas de curta duracdo e aumento da taxa
de mortalidade em asmadticos, principalmente entre os meninos e maiores de 13 anos.
Entre as mortes, o fenoterol foi utilizado em mais da metade dos casos, a0 mesmo tempo
em que sua venda representava apenas 18,3% do mercado. Importante lembrar que neste
estudo ndo houve um grupo controle ou dados sobre o uso do fenoterol em diferentes
faixas etdrias ou graus de severidade da asma. Porém, considerando andlises realizadas e
tendo em vista os outros estudos epidemioldgicos ja realizados, as evidéncias resultaram
em suspeita suficiente do risco do fenoterol em asma, fazendo com que o Ministério
Japonés da Satude e Previdéncia Social alertasse que o uso desta medicacdo por via
inalatdria devesse ser evitado em criangas. Assim, neste periodo, o Japao foi o quarto
pais a adotar restri¢des ou recomendacdes ao uso de fenoterol, seguindo os Estados
Unidos (onde a medicacdo nem foi licenciada), Nova Zelandia (onde foram retirados os
subsidios do governo) e Austrdlia (recomendacdo que a droga ndo deve ser usada em
asmaticos graves). Outros paises ndo tomaram a mesma decisdo, talvez pelo fato da
empresa fabricante ter reduzido a dose de fenoterol para 100 pg/jato, na maioria dos

locais onde é comercializado.?' Além disso, em 1998, houve um aumento da mortalidade
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entre os japoneses entre 10-14 anos, concomitante com o aumento das vendas de
isoprenalina, que assim como o fenoterol, é outro medicamento 2-agonista de curta
duracdo, porém nao-seletivo em doses usuais. Apds a queda de vendas do farmaco
houve reducdo da mortalidade no Japdo, de acordo com o Ministério Japonés de

Previdéncia Social.

Com todas estas evidéncias, a partir da metade da década de 90, alguns artigos de
revisdo sobre o tema comecgaram a ser publicados e o assunto mais profundamente
refletido e discutido. Pearce et al.'® atribufram o aumento da mortalidade por asma na
Nova Zelandia ao uso do fenoterol, baseando-se no fato de que as mortes iniciaram com
a introdugdo do farmaco no mercado. Além disso, aquele pais apresentava a maior venda
de fenoterol por habitantes no mundo, e continha alta dosagem na formulagdo (200

ug/dose).

No final da década de 90, um artigo de revisdo de Beasley et al.,'* apresentou
uma revisao sobre o ocorrido desde a primeira onda de mortalidade em asma, afirmando
que o uso de fenoterol ndo teria aumentado caso ndo houvesse resposta com a dose
usual. Até a segunda onda de mortalidade, com o inicio das publicagdes do grupo da
Nova Zelandia e da industria fabricante do fenoterol, uma extensa discussdo com varias
controvérsias foi iniciada, até que, naquele pais, em 1989, a Ministra da Saude, Helen
Clark, anunciou o fim do subsidio para o fenoterol, seguido por praticas semelhantes na
Austrdlia, ocasido em que houve redugcdo da dose da apresentacdo comercial pela

Boehringer Ingelheim.

Mais recentemente, em 2009, para tentar sanear melhor as divida vigentes sobre
esta questdo, Pearce'” publicou um dos dltimos artigos de revisdo abordando este tema,
efetuando um novo olhar sobre a andlise da metodologia e resultados do estudo de
Saskatchewanlg, no Canadd, utilizando-se da metodologia dos estudos neozelandeses,
onde encontrou um risco relativo de 8,1 no grupo que utilizava somente o fenoterol, em
relacdo a um risco relativo de 3,7 encontrado na andlise original do estudo. Outro
problema importante deste estudo, levantado por Pearce, foi que o diagndstico de asma

nio foi confirmado no grupo controle, que poderia explicar porque estes utilizavam
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menos 2-agonistas de curta duracdo que os casos. Este achado foi importante para a
andlise, visto que, ao comparar o grupo que utilizava somente fenoterol com o grupo que
utilizava somente salbutamol, a taxa de mortalidade era 3,7 vezes maior. Refazendo a
regressao logistica, o risco relativo de fenoterol aumenta de 5,3 para 9,1 e o do
salbutamol de 0,9 para 2,8, quando ambas varidveis eram colocadas no modelo
estatistico simultaneamente. Pearce concluiu entdo que o estudo de Saskatchewan: 1)
demonstra que o fenoterol, comparado a outros fairmacos, apresenta um risco mais alto
de mortalidade por asma; 2) mostra que os resultados apresentados no artigo sdo falhos
porque a selecdo dos controles inclui pacientes nao asmadticos e a andlise da quantidade
de B2-agonistas utilizada é confundida pela gravidade da doenga; e por fim, 3) apresenta
um importante conflito de interesse, quando Walter O. Spitzer, autor e mentor do estudo,
¢ consultor da empresa que comercializa o fenoterol (Boehringer Ingelheim), tendo

defendido a controvérsia desta causa ao longo dos anos.

Em relac@o ao Brasil, o sistema de organizacdo de estatisticas em satide evoluiu
de certa forma nas ultimas décadas, mas infelizmente esta distante de oferecer dados
fiéis e detalhados de mortalidade da doenca na linha do tempo, particularmente na
qualidade de registro médico da causa de 6bito em todo o territério nacional. Este fato
dificulta muito a anélise de mortalidade de asma, em um nivel sensivel para acompanhar
o perfil de comportamento de uma doenga. Desta forma, a realizacdo de estudos
detalhados da relagdo do fenoterol com mortalidade de asma no Brasil encontra um
cendrio nao muito favoravel, como aconteceu anteriormente em outros paises, tanto pela
falta de registros fidedignos de mortalidade de asma e prescricdo de medicamentos,
quanto pelo ndmero de evidéncias prévias de seu risco e restricdo ou proibicdo de uso

em outros paises.




Artigo de Revisdo 34

Efeitos colaterais do fenoterol

Em paralelo aos dados de associa¢do de mortalidade de asma com o uso do
fenoterol, comecou a ser discutida também a potencial maior toxicidade e menor

seguranc¢a do fenoterol em rela¢do a outros f2-agonistas de curta durac,;ﬁo.14

Tandon,'® no inicio da década de 80, primeiramente demonstrou que pacientes
adultos com asma estdvel, usando doses repetidas de fenoterol, apresentavam maior
varia¢do no aumento da frequéncia cardiaca, quando comparado ao salbutamol (p<0,01),
e arritmia ventricular foi evidenciada em 3 pacientes que utilizaram somente fenoterol.
Outro estudo demonstrou que ndo houve diferenca no efeito broncodilatador entre
fenoterol, isoproterenol ou albuterol, mas o fenoterol e o isoproterenol apresentaram
maior efeito inotropico positivo e o fenoterol apresentou maior queda nos niveis de
potdssio sérico.”> Em outro estudo transversal, duplo-cego, controlado por placebo,
comparando a resposta de adultos com histéria de asma a fenoterol, salbutamol e
terbutalina, com diferentes doses das respectivas medicacdes (2, 6 e 18 jatos), em um
intervalo de 90 minutos, demonstrou efeito broncodilatador semelhante das medicagdes,
mas também o fenoterol apresentou um maior aumento da freqii€ncia cardiaca (p<0,01),
do intervalo QT no eletrocardiograma (p<0,01) e de tremores (p<0,01), além de reducdo

.. . ~ . 11
dos niveis de potdssio sérico (p<0,01), em relacdo aos outros farmacos.

Lipworth et al.”> compararam as poténcias de salbutamol e fenoterol nas vias
aéreas, bem como seus efeitos sistémicos, em pacientes de 40 anos com doses
equivalentes. Nao houve diferenga também entre o efeito broncodilatador dos dois
farmacos, mas o fenoterol mostrou-se menos seletivo que o salbutamol, particularmente
em relacdo aos niveis de potdssio, tremores e freqii€ncia cardiaca, a excecdo da dose
convencional de 200 ng, onde a unica diferenga apresentada foi em relagdo a tremores.
Por fim, Newhouse et al.?* publicaram um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-
cego, envolvendo 128 pacientes utilizando fenoterol e 129 utilizando albuterol, todos
com asma aguda grave. O fenoterol obteve uma maior queda nos niveis séricos de

potéssio, além de aumento no intervalo QT (p<0,05), particularmente em pacientes que
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nao receberam oxigénio suplementar. Nao houve no entanto diferencas de eventos sérios
de arritmia ou Obitos, devendo ser considerada que a amostra do estudo nao é muito
robusta. Bremner et al.” compararam os miximos efeitos extrapulmonares entre
salbutamol e fenoterol, em 8 voluntirios sauddveis, de 22 a 45 anos, onde 400 pug de
cada farmaco eram administrados a cada 10 minutos, até que houvesse um platd pré-
estabelecido nos niveis de potdssio e QS,I (uma medida de inotropismo cardiaco). Foi
encontrado uma maior resposta maxima (Emax) do fenoterol em relacdo ao salbutamol
na reducéo do potdssio sérico e cAMP (marcador de ativagdo de receptor ). Este niveis
foram alcangados utilizando-se uma média de 6 jatos de fenoterol e 11 de salbutamol,
sugerindo que a utilizacdo de jatos equivalentes, independentemente da dosagem em
microgramas, de ambos os firmacos, no manejo da asma aguda grave, poderia contribuir
para o aumento da mortalidade. Este mesmo grupo de pesquisa demonstrou que os
efeitos cronotrépico e eletrofisiolégico do fenoterol sdo significativamente aumentados

em presenca de hipoxemia.”®

Por fim, o uso regular de 32-agonistas tem sido relacionado também a piora do
controle da asma, provavelmente através de efeitos sobre hiperresponsividade bronquica,
desenvolvimento de tolerancia ao fairmaco, reducdo da protecdo do estimulo provocador
da exacerbagdo ou ainda mascarando os sintomas de piora do quadro de asma aguda.'*
No entanto, os estudos epidemioldgicos mostrando a relagdo entre mortalidade por asma
e uso do fenoterol ndo foram delineados para estudar mecanismos causais. Sao fortes as
evidéncias de uma associacdo entre o uso do fenoterol com aumento no nimero de
mortes em asma, mas 0S mecanismos responsaveis por esta relacdo ndo sio claros. O
conjunto de evidéncias consistentes que demonstram uma menor especificidade do
fenoterol aos receptores PB-adrenérgicos sugere que este pode ser um dos fatores
relevantes responsdveis pelas epidemias de mortalidade na asma, associados
particularmente a automedicacdo de pacientes com esta doenga. Por outro lado, a
hipétese de mascaramento de um quadro de asma grave com o uso de fenoterol, com seu
potente efeito P2-agonista ndo pode ser descartado. Ainda assim, ambos os fatores
(toxicidade e atraso no diagndstico) podem estar conjuntamente envolvidos nas

epidemias de mortalidade relatadas na literatura.
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Situacao do fenoterol em alguns paises e no Brasil

Com todas essas evidéncias publicadas na literatura, o fenoterol teve seu subsidio
retirado para comercializacdo na Austrdlia e Nova Zelandia, sofreu restricdes e
recomendacdes ao seu uso no Japdo, e nunca foi licenciado para uso nos Estados
Unidos. No Reino Unido, a empresa responsdvel por sua comercializa¢do ndo apresenta

o fenoterol como alternativa de venda no seu portfélio.

No Brasil, o fenoterol € comercializado desde 1977,27 nunca teve seu uso restrito
ou reorientado em normas ou diretrizes nacionais, mesmo apds a ampla discussdo
mundial. No Brasil, dados sobre a comercializa¢do de firmacos infelizmente nio sdo de
dominio publico. No entanto, na experiéncia pessoal dos autores, obviamente sujeita a
direitos de resposta, a prescri¢do de fenoterol em asma, pelo menos na faixa etdria
pedidtrica (4drea de atuacdo dos autores), € bastante alta. Esta observacdo prética, se
correta, demonstra que, mesmo com todas as adverténcias encontradas nos trabalhos
cientificos publicados até o presente e restri¢des ou proibicdo de uso em muitos paises

desenvolvidos, o fenoterol ainda continua sendo muito popular e utilizado no Brasil.

Uma andlise das diretrizes de manejo de asma internacionais e brasileiras
reforcam esta preocupacao dos autores em relacdo ao uso “indiscriminado” do fenoterol
no Brasil. As diretrizes do Global Initiative for Asthma (GINA)5 de 2009 e da Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia®® de 2006 nio mencionam, em nenhum
momento, as evidéncias de associa¢do do fenoterol com risco de asma fatal e nenhuma
orientacdo de restri¢do ao uso do fenoterol. No caminho contrario, o British Guideline
on the Management of Asthma® apresenta o salbutamol como tnica alternativa de uso
de P2-agonistas de curta dura¢io em asma. Além disso, ¢ de forma explicita e
determinada, as diretrizes americanas do National Asthma Education and Prevention
Program, do National Heart, Blood and Lung Institute’’ - comentam que “... no

passado, dois [B2-agonistas de curta duragdo (isoprenalina e fenoterol), que eram menos

seletivos ou eram usados em doses mais altas, foram associados a asma grave e fatal.
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Além disso, o uso regular do fenoterol resultou em significativa reducdo no controle da

asma e em medidas objetivas de fungcdo pulmonar ...”.

CONSIDERA COES FINAIS

Concluindo, as evidéncias apresentadas e discutidas convidam especialistas e
representantes de sociedades médicas no Brasil a discutir esta questdo de forma
detalhada e isenta. Em virtude do cendrio apresentado sobre o uso de fenoterol no
manejo de asma no Brasil, a utilizacdo ampla e irrestrita deste farmaco deve ser revisado
e discutido no pais. Sociedades médicas, Orgdo governamentais, especialistas,
pesquisadores e autoridades no assunto, devem se reunir para esclarecer a importancia

desta questdo em cardter nacional.

Na opinido dos autores, existem evidéncias suficientes para utilizar com
parcimdnia ou restringir de forma significativa a prescri¢do de fenoterol em asma aguda
no Brasil, tanto em adultos quanto em criangas. Se ndo houvesse nenhuma outra
alternativa farmacolédgica broncodilatadora no manejo da asma, obviamente o fenoterol
seria utilizado sem maiores restri¢des, uma vez que medicagdes de resgate sao essenciais
no tratamento da asma. No entanto, felizmente, este ndo é o caso. Existem alternativas
mais seguras e com menos efeitos adversos. Muitos paises desenvolvidos decidiram por
seguir esse caminho. Agir de forma contrdria fere o bom senso clinico e cientifico, que
deveria nortear condutas médicas e diretrizes no pais. Os autores esperam que este artigo
de revisdo resulte em uma discussdo nacional envolvendo a comunidade cientifica sobre
este tema, com o objetivo de beneficiar muitos dos pacientes com asma que tratamos
rotineiramente, particularmente aqueles que muitas vezes fazem uso de
broncodilatadores de forma autonoma e domiciliar, sem supervisdo direta de

profissionais da drea da saude, distribuidos no imenso territério brasileiro.
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INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenga cronica das vias aéreas inferiores que acomete cerca de
300 milhdes de pessoas em todo mundo, com elevada morbidade e custos para a
sociedade, sendo caracterizada por infiltracio de células CD4+ T-helper 2 (Th2) e

s . L . N ~ e 2
eosindfilos nas vias aéreas, associado a producio de IgE alergeno-especifico.

Para a pesquisa de novas terapias para o tratamento da asma, bem como para
melhor entendimento da fisiopatogenia da doenca, hd quase trés décadas modelos
animais sdo utilizados.* Deste modo, foram desenvolvidos modelos murinos que
envolvem o processo de sensibilizagcdo a antigenos de interesse, com posterior “desafio”
das vias aéreas, a fim de desencadear uma resposta pulmonar alérgica semelhante a
asma.® No entanto, tem se discutido amplamente que nenhum animal de laboratério

e . N 7
desenvolve caracteristicas fenotipicas semelhantes a asma em humanos.

Dentre os animais estudados, o camundongo isogénico € o mais popular, devido
ao detalhado conhecimento da sua genética e pela clara resposta imune Th2
desenvolvida em seus pulmdes, quando expostos a alergeno especificos.6 Classicamente,
camundongos da linhagem BALB/c sdo expostos a ovalbumina (OVA) intraperitoneal
(IP) para sensibilizacdo, em um intervalo de 14 dias, juntamente com um adjuvante
(alum), que apesar do uso rotineiro, € uma forma artificial de potencializar a resposta
alérgica pulmonar.'® Este tem sido o protocolo padrdo mais utilizado na literatura como
modelo murino de asma. A superacdo de duas limita¢des frequentemente descritas (uso

de adjuvante e tempo prolongado de protocolo) poderia ser atraente para a realizac@o de
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modelos murinos de asma mais aprimorados, particularmente em testes pré-clinicos de

novos farmacos.

Buscando uma alternativa para ndo utilizar adjuvante em modelos murinos de
asma, Conrad et al. demonstraram recentemente que a sensibilizacdo subcutinea (SC) a
OVA, sem utilizagdo de adjuvante, resulta em uma resposta pulmonar alérgica
semelhante a protocolos previamente estabelecidos.” ** Os resultados deste estudo
permitem excluir o uso de adjuvante em modelos murinos de asma em estudos futuros,
que tem resultado em criticas justificadas sobre a forma artificial corrente de estudar
asma em modelos animais. No entanto, este estudo utiliza trés sensibilizacdes, com
intervalos de 7 dias, mantendo este protocolo ainda muito longo. Com isto, em relacio
ao tempo de duracdo dos modelos murinos de asma, protocolos de curta duracdo, e
particularmente associados a auséncia de adjuvante, ndo foram testados até o presente. A
viabilidade de um modelo deste tipo seria uma forma interessante de estudar
preliminarmente novas terapias em asma, particularmente relacionadas a resposta
pulmonar eosinofilica. Principalmente no cendrio da inddstria farmacéutica, protocolos

mais longos tem sido uma limitacdo para estudar novos farmacos.”

Desta forma, o objetivo do presente estudo € buscar alternativas de protocolos
com modelos animais de asma com caracteristicas menos artificiais e com dura¢do mais
curta. Foi comparado um protocolo de duracdo de 10 dias, utilizando somente uma
sensibilizagdo subcutanea com OVA, sem uso de adjuvante, com outros protocolos

padrdes ja publicados em estudos prévios.
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METODOS

Animais

Foram utilizados 44 camundongos isogé€nicos, da linhagem BALB/c, fémeas
adultas (entre 6 e 8 semanas de vida), provenientes da Fundacdo Estadual de Producgdo e
Pesquisa em Saide (FEPPS) do Rio Grande do Sul. Os animais foram alimentados, antes
e durante a fase de experimentacdo, com racdo balanceada para roedores e dgua ad
libitum. Criados em biotério convencional, localizado no Institudo de Ciéncias
Biolégicas da PUCRS (IPB-PUCRS), foram mantidos em gaiolas, devidamente
identificadas, sob fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro (6:00/18:00). Os
animais foram divididos em 5 grupos de 7 animais cada, onde foram testados diferentes
modelos de inducdo de resposta pulmonar alérgica. Os grupos foram classificados de
acordo com a forma de sensibilizacdo (IP/SC, e com ou sem adjuvante), numero de
sensibilizagdes (uma ou duas vezes), nimero de desafios intranasais (dois ou trés) e dose
de OVA no desafio intranasal (40 pg ou 100 pg). Como grupos controles, foi utilizado
um grupo controle positivo, com duracdo de 28 dias, amplamente utilizado, com OVA

IP e adjuvante, e um grupo controle negativo, sem nenhuma intervengao.

Protocolo de resposta pulmonar alérgica com uso de ovalbumina

A sensibilizagdo e desafio intranasal com OVA foram realizados com volumes de
200 pL e 50 pL, respectivamente, diluidos em DPBS. A dose utilizada para

sensibilizagdo com OVA foi de 20 pg em todos os grupos, exceto o controle negativo.
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Na realizacdo do desafio intranasal com OVA, para permitir a aspiracdo pulmonar, os
animais foram anestesiados em uma camara anestésica, utilizando-se isofluorano.

Os animais do grupo 1 (OVA SC, IN 100, 2X — 21 dias) foram sensibilizados
com OVA SC nos dias 0 e 7. O desafio intranasal foi realizado com solu¢cdo de OVA
(100 pg), por 2 dias consecutivos (dias 19 e 20). A tnica diferenca entre o grupo 1 e 4
foram os numeros de desafios intranasais, este ultimo realizado nos dias 18, 19 € 20. O
grupo 2 (OVA SC, IN 40, 3X — 21 dias) teve como diferenca o desafio intranasal com
solucdo de OVA 40 pg por animal, realizada por 3 dias (dias 18, 19 e 20), sendo o
mesmo método e dosagem utilizada pelo grupo 3 (OVA SC, IN 40 2X — 21 dias), porém
com diferenca no nimero de desafios, que foram feitos nos dias 19 e 20. No grupo 5,
foco principal deste estudo, foi realizado apenas uma sensibilizacdo com OVA, sendo
utilizado 100 pg de OVA IN por 3 dias consecutivos nos dias 7, 8 € 9. Os grupos 6 e 7,
foram o controle negativo e positivo, respectivamente. O grupo 6 (Controle negativo)
utilizou apenas DBPS na sensibilizacdo nos dias 0 e 14 e no desafio intranasal nos dias
25,26 e 27. O grupo 7 (controle positivo), realizou OVA com alum (1 mg) SC por animal,
nos dias 0 e 14, seguindo-se da administracdo de 100 pg de OVA IN por animal, nos dias

25,26 e 27. Os grupos e protocolos sdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 3.
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Tabela 1. Divisao dos grupos de camundongos estudados de acordo com
intervencao e dosagem de ovalbumina para desafio intranasal.

Grupos Nuamero de
animais
(n=44)
|
1- OVA SC (2x), IN 100 pg (2x) - 21 dias 7

2- OVA SC (2x), IN 40 pg (3x) - 21 dias

3- OVA SC (2x), IN 40 pg (2x) - 21 dias

4- OVA SC (2x), IN 100 pg (3x) - 21 dias

5- OVA SC (Ix), IN 100 pg (3x) - 10 dias (curto)

6- DPBS SC (2x), IN DPBS (3x) - 28 dias (Ctl -)

7- OVA IP (2x) + alum, IN 100 pg (3x) - 28 dias (Ctl +)

|
- OVA: ovalbumina; SC: subcutanea; IN: intranasal; Ctl: controle.

I N N BN |
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Figura 1. Protocolos utilizados para inducao de reposta inflamatéria aguda em pulmoes
de camundongos BALB/c fémeas. OVA: ovalbumina; s.c.: subcutinea; i.n.: intranasal.
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Lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi realizado através da canulac@o da traquéia com agulha de ponta
romba, apds anestesia com xilazina (100mg/ml) e cetamina (100mg/ml), propor¢ao
de 1:9 na solu¢do (dose: 0,1 ml). Uma solu¢do de DPBS (1 mL) foi por instilada via
intratraqueal, e aspirada logo apds, por 3 vezes consecutivas. Apds o procedimento,
os animais foram sacrificados com doses letais dos fairmacos utilizados para anestesia

(dose: 0,3 ml, IP) e descartados de acordo com as normas da institui¢ao.

Contagem total de células e exame citologico diferencial no LBA

A amostra do LBA foi pesada e centrifugada em centrifuga refrigerada a 4 C°
(1500 rpm, por 10 minutos). O precipitado foi ressuspendido com 1 mL de DPBS.
Foi realizada a contagem total de células (CTC) e o cédlculo de viabilidade celular
nesta suspensdo, em todas as amostras, através do método de exclusdo de azul de
tripan, em camara de Neubauer (Boeco, Germany). Para a andlise da citologia
diferencial, a suspensdo do precipitado foi colocada em citocentrifuga (30g, por 5
minutos). As células foram analisadas de acordo com sua morfologia, apds colora¢do
com May-Griinwald-Giemsa. Os tipos celulares observados ao microscopio Optico

foram expressos em percentagem, apds a contagem de 200 células.
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Ensaio de peroxidase eosinofilica (EPO) de tecido pulmonar

Para avaliar a atividade eosinofilica no tecido pulmonar, apés o LBA e
ressec¢do do pulmaio, foi realizada uma reagdo quimica do sobrenadante resultante da
maceragdo do tecido pulmonar com o substrato cromogénico OPD (fenilenediamina).
Este método permite quantificar a reacdo de enzimas da classe das peroxidases
secretadas por eosindfilos, através de uma medida de absorbincia Optica. Neste
método, conforme demonstrado por Strath e colaboradores,”® é possivel quantificar a
atividade eosinofilica através da reacdo das enzimas (peroxidases), sem interferéncia
de outras peroxidases que possam estar presentes no tecido analisado. Fragmentos do
tecido pulmonar foram congelados e descongelados 3 vezes em nitrogénio liquido.
Apb6s a centrifugacdo a 4°C, por 10 minutos, foram realizadas cinco dilui¢des seriadas
do sobrenadante em placas de 96 pocos (5S0ul/poco). Em seguida, foi adicionado
100ul de substrato (1,5mM de OPD e 6,6mM de H202 diluidos em 0,05M de tampao
Tris-HCI, pH 8,0). Ap6és 30 minutos, a temperatura ambiente, a reacdo foi
interrompida com solug¢do de 1M de 4cido sulftrico e a absorbancia das amostras foi

determinada a 492nm.

Analise histopatoldgica

Apds remocdo dos pulmdes, foi realizada perfusdo com formalina tamponada a 10%,
através de coluna de gravidade (20 mmHg). As 1aminas foram preparadas a partir de

blocos de parafina de tecido pulmonar e corados com hematoxilina-eosina (HE) para
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andlise histopatolégica em microscopio 6ptico. Uma avaliacdo qualitativa da presenga
de resposta inflamatdria bronquica foi realizada, bem como contagem do nimero de
eosindfilos em um campo, em 3 bronquios diferentes, para classificagdao de gravidade

da inflamacdo eosinofilica.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa SPSS, versdo 17.0.
Inicialmente, foi realizada a andlise descritiva das varidveis, observando-se que os
dados ndo seguiam um padrdo de distribuicdo normal, sendo entdo utilizados testes
nao paramétricos. O teste de Kruskal-Wallis foi entdo utilizado, com andlise post-hoc
de Dunn, para aquelas comparagdes que atingiram significancia estatistica. O controle
negativo foi testado estatisticamente em separado com os grupos estudados,
utilizando o teste de Mann-Whitney, com ajuste para multiplas comparagdes por
Finner. O nivel de significancia estabelecido foi de 0,05. Como desfecho principal,
utilizamos a contagem, atividade e presenga de eosinéfilos no pulmdo dos animais,

por ser a célula efetora do sistema imune mais importante neste modelo experimental.

O célculo do tamanho amostral foi de 7 animais por grupo. Este cdlculo foi
baseado em estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa, utilizando como
desfecho principal a contagem absoluta de eosin6filos no LBA para uma média de 0,7
x 10° cél/ml, com desvio padriao de £0,34, um valor de p=0,05, e poder de 80%, com

diferenca entre as médias dos grupos estimada em 80%.
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Aspectos éticos

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais,
seguindo o preconizado pelo Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL), preconizando a utilizacdo do menor nimero de animais e
manejo da dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e eutandsia. Este
estudo teve a aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais da PUCRS

(CEUA/PUCRS).
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RESULTADOS

Nosso estudo comparou modelos indutores de resposta pulmonar alérgica em
camundongos, utilizando o modelo tradicional (controle positivo), para comparar com
outros grupos que utilizaram OVA SC na sensibilizacdo e diferentes doses/nimeros
de aplicagdes da mesma no desafio intranasal, com reducdo ou ndo do tempo de
protocolo. Foi avaliado principalmente entdo se o uso de um grupo com protocolo de
duracdo curta (1 dose de sensibilizacdo e duragdo de 10 dias) apresenta uma resposta

pulmonar alérgica semelhante ao protocolo padrio utilizados na literatura.

A média do retorno do LBA de todos os animais foi de 0,55 ml (DP:0,15) € a
viabilidade celular média foi de 100%. A média de eosindfilos do LBA no grupo
controle negativo foi de 2,5% (DP=3), e no controle positivo foi de 40,12% (DP =

10).

Em relacdo aos grupos estudados, ndo se observou diferenca significativa
entre os grupos, quando comparados ao controle positivo, no que se refere a
contagem total de células (p=0,108), nimero de linfécitos (p=0,367), macréfagos
(p=0,241) e neutrdfilos (p=0,059) no LBA. Em relacdo ao niimero de eosindéfilos no
LBA, o grupo 2 apresentou uma contagem maior de eosinéfilos do que o grupo 3
(p=0,032). Os resultados da comparacdo da contagem de células do LBA entre os
grupos sao apresentados na Figura 4. O grupo de curta durag@o (Grupo 5, de 10 dias),
sem uso de adjuvante, apresentou uma resposta inflamatéria celular nos pulmdes

semelhante ao protocolo amplamente utilizado na literatura em modelos de asma,
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com duragdo de 21 dias. Quando os grupos estudados foram comparados ao controle
negativo, todas as varidveis da contagem de células totais e diferenciais foram

significativamente maior do que o controle negativo (p=0,035).
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Figura 2. Comparacao da contagem total de células e da citologia diferencial no lavado
broncoalveolar (niimero absoluto e percentual) entre os grupos estudados. Foi utilizado o
teste Kruskal-Wallis, com post-hoc de Dunn. * p<0,05. Para comparacdo entre os grupos € o controle
negativo, foi utilizado o teste de Mann-Whitney, com ajuste de Finner (p=0,035), onde todas as varidveis
foram significativamente maiores que o controle negativo.
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A andlise histologica demonstrou infiltrado inflamatério peribroncovascular
intenso, com predominio de linfécitos e presenca de mais de 100 eosindfilos
peribronquicos por campo, em todos os grupos. O grupo controle negativo apresentou
anatomia preservada, sem alteracdes inflamatdrias, caracteristico de animais saudaveis.
Nao houve diferenca entre os grupos sensibilizados e desafiados com OVA, em relacao
a intensidade da inflamagdo pulmonar, do ponto de vista histolégico, incluindo o grupo
de curta duracdo (Figura 5). A andlise dos niveis de EPO no tecido pulmonar nio

apresentaram diferenca entre os grupos estudados. Figura 6.
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Figura 3. Anélise histologica dos grupos de camundongos estudados. Presenca de intenso
infiltrado inflamatoério peribronquico e perivascular (de A-F, setas pretas) em todos os
grupos sensibilizados. O grupo de curta duracdo (Quadro E) apresenta alteragdes histopatolégicas
semelhantes aos outros grupos sensibilizados. A histologia dos pulmdes dos animais com exposi¢do
apenas a DPBS (Controle negativo, Quadro G) apresenta bronquios com paredes de espessura normal,
vasos com agregados linféides perivasculares de distribui¢do normal e espaco alveolar permedvel e
aerado. (100X, colora¢do HE). No infiltrado, em todos os grupos, observa-se mais de 100 eosindfilos por
campo (Quadro H, setas claras), sendo caracteristico da resposta pulmonar alérgica nestes modelos.

- A)2in. 40 pg; B) 21i.n. 100 pg; C) 3 i.n. 40 pg; D) 3 i.n. 100 pg; E) Curto; F) Controle +; G) Controle -;
H) Foto de intenso infiltrado intersticial de eosinéfilos (1000X, HE).




Artigo Original 57

14 -

1,2
.g 1 -
c —=—N 100 2X
«8 0,8 -
2 —#—IN 40 3X
9 067 =N 40 2X
Ne)
< 04 - —=—|N 100 3X

0,2 - =#—Curto

+
0 ——Ctl
1 1/2 1/4 1/8 1/16
Diluigoes

Figura 4. Analise do ensaio de atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) em tecido
pulmonar entre os grupos estudados. Nao houve significAncia estatistica entre os grupos
estudados.
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DISCUSSAO

A busca de modelos animais de asma com protocolos com dura¢do mais curta e
sem uso de adjuvante parece uma alternativa atraente para pesquisas experimentais desta
doenca. No presente estudo, ao compararmos diferentes grupos de camundongos
BALB/c sensibilizados com OVA, ndo observamos diferenca significativa entre os
diferentes protocolos estudados, utilizando as varidveis de desfecho mais relacionadas a
atividade e presenca de eosinéfilos no pulmao, mesmo utilizando um protocolo bastante

curto (10 dias).

O mais importante resultado do nosso estudo diz respeito ao tempo de duracdo
dos protocolos, onde nenhuma diferenga foi encontrada entre protocolos com diferentes
tempos de duracdo (10, 21 e 28 dias), principalmente considerando que um adjuvante
ndo foi utilizado. Os autores demonstraram pela primeira vez que um protocolo curto
com OVA, sem adjuvante, resulta em uma resposta pulmonar alérgica significativa. A
utilizacdo de um protocolo de 10 dias com a mesma resposta eosinofilica pulmonar de
modelos anteriormente mais longos utilizados amplamente na literatura, facilitaria a
realizagdo de testes pré-clinicos, principalmente na descoberta de novos alvos
terapéuticos, permitindo a reducio de custos e duragdao de experimentos. Protocolos mais
curtos também seguem todos os preceitos éticos correntes em relagdo ao uso de animais
em pesquisa, visto que os mesmos sofrem menor tempo de exposi¢do a procedimentos

em experimentos.

Em 2004, Cates et al publicaram um artigo utilizando o &caro da poeira

doméstica em um protocolo de 10 dias apenas com doses intranasais de 25 g/animal. De
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acordo com os dados encontrados, houve um aumento da contagem total e diferencial
(mononucleares e eosindfilos) de células no LBA em relacdo aos animais naive, bem
como aumento de células CD4+ e CD8+. Também observou-se aumento da
hiperresponsividade das vias aéreas a metacolina na dose de 33 g/Kg e aumento de I1L-4
e IL-5 na cultura de esplendcitos. Este estudo, utilizando um outro alergeno, encontrou

resultados semelhantes ao nosso protocolo curto.

J4 em 2008, Hahn & Erb publicaram um outro artigo questionando o tempo
despendido para identificacdo e desenvolvimento de novos tratamentos para asma, que
vai desde a identificacio de uma molécula, a determinacdo se esta molécula estd
realmente envolvida no processo da doenga, identificagdo dos componentes da sua
estrutura e sua modificacdo sintética, até os testes pré-clinicos em animais.”> Este
processo, ja longo e dispendioso o suficiente, ainda se soma aos longos periodos de
experimentos com camundongos. E importante salientar que nossos resultados no
modelo proposto envolvem somente a andlise da resposta aguda a um alergeno. Modelos
experimentais de exposicdo cronica t€m sido descritos e devem fazer parte de estudos de
novos farmacos, provavelmente seguindo em uma seqiiéncia posterior de
experimentos.”’ No entanto, protocolos curtos podem ser um modelo interessante de
triagem para novos alvos terapéuticos. Esta afirmac¢do merece, porém, ainda ser testada

com farmacos.

Varios autores t€m criticado também o uso de hidréxido de aluminio (alum) em
modelos murinos de asma, por ndo ser uma substancia fisioldgica, e que artificialmente

. ~ . - ‘o . P 18, 23, 30
induz a produg¢do de citocinas pré-inflamatdrias, ativando linfécitos Th2. "> =7 O alum
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ainda ativa o sistema imune via maturacdo de células dendriticas e pela co-estimulacio
de moléculas de expressao. 19-20 Estudos realizados sem uso de alum demonstraram que
0 mesmo ndo € necessdrio na indugdo da resposta pulmonar alérgica em camundongos,
nio havendo diferenca na sensibilizacdo por via subcutinea sem uso de adjuvante em
relacdo a via intraperitoneal com o uso do mesmo. Esses estudos utilizando protocolos
sem adjuvante demonstraram diferentes niveis de inflamacdo, imunotolerdncia ao

24, 3134 .
’ Conrad et al., mais

alergeno ou protocolos muitas vezes longo demais.
recentemente, ndo mostrou diferenca significativa em relagdo a celularidade no LBA,
histologia pulmonar e niveis de interleucinas (IL-5, IL-10 e IL-13), utilizando
sensibilizagdo SC com OVA, sem adjuvante.1 No entanto, neste estudo infelizmente
foram utilizadas 3 sensibiliza¢des, que tornam o experimento relativamente longo para
um modelo sabidamente agudo de asma. Além disso, o alum demonstrou causar estresse
importante nos animais, até 4 horas apds a exposicdo. O mecanismos pelo qual a
sensibilizacdao SC € efetiva sem adjuvante ndo tem uma explicagc@o ainda. Nossa hipdtese
€ de o primeiro compartimento tecidual pode ter um niimero maior e mais efetivo de

células apresentadoras de antigenos, que resultam em uma resposta mais robusta a um

alergeno, sem a necessidade de adjuvante.

Na contagem de células do LBA, encontramos uma contagem de eosindfilos
reduzida do LBA entre os grupos com uso de OVA SC (21 dias) que realizaram desafio
intranasal (40pg) por 2 vezes, quando comparada ao que realizou o desafio por 3 vezes
(Figura 2). Este achado pode ser explicado pelo fato de que o nimero menor de desafios
intranasais de OVA induz menos inflamacao no animal. Este achado, seguindo a l6gica

de raciocinio, ndo parece de maior importancia nos nossos resultados.
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No nosso estudo ndo foram realizadas mensuracOes de citocinas e de IgE
especifica para OVA. Em virtude de ndo estarmos estudando nenhum mecanismo de
doenca, acreditamos que a andlise utilizada neste trabalho, focada principalmente na
atividade eosinofilica no pulmao, ndo altera a interpretacao final dos resultados de forma

geral.

Concluindo, novos modelos de asma utilizando doses menores de OVA, com
menor numero de sensibilizacdes, menor numero de desafios intranasais e auséncia de
uso de adjuvante mostraram uma resposta inflamatéria pulmonar com predominio de
células efetoras (eosindfilos). Este modelo proposto pelos autores pode ser uma opcao
futura para experimentos mais curtos e de menores custos. No entanto, a utilizacio deste
protocolo (10 dias e sem adjuvante) em testes pré-clinicos para novas terapias focadas
em asma aguda e resposta pulmonar eosinofilica deve ser futuramente validada com
estudos utilizando farmacos ja estabelecidos no tratamento da asma, que consolidaria

sua implementacdo na pesquisa experimental desta doenca.
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