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média e erro padrdo da média (D, E, F). Diferencas significativas entre os valores iniciais
(TO) e apdés 12 (T12) ou 18 (T18) meses de tratamento dentro de cada grupo foram
determinadas pelo teste de Friedman e pés-teste de Dunn (* p < 0,05)......cccoevvvvvenenennn. 72
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia clinica e alteracbdes da resposta de
anticorpos sistémicos e de mucosa apds a imunoterapia sublingual (SLIT), utilizando
alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), com ou sem extratos
bacterianos em criangas alérgicas a acaros. Cento e dois pacientes com rinite
alérgica com ou sem asma foram selecionados para um estudo randomizado duplo-
cego, controlado por placebo e distribuidos em trés grupos: DPT (extrato alergénico
de Dpt, n=34), DPT+MRB (extrato alergénico de Dpt associado com extrato de
bactérias mistas do trato respiratério, n=36), e Placebo (n=32). Avaliagao clinica e
analises imunoldgicas foram realizadas antes do tratamento e apés 12 e 18 meses,
incluindo a pontuacgao de escores de sintomas e medicamentos de rinite/asma, teste
cutéaneo (SPT) ao extrato Dpt, e medidas de anticorpos especificos IgE, IgG4 e 1gG1
para Dpt, Der p 1, Der p 2 no soro e IgA especificos na saliva e no lavado nasal. Os
resultados clinicos mostraram uma redugéo significativa nos escores de sintomas de
rinite/asma em todos os grupos, mas o uso de medicamentos diminuiu apenas no
grupo DPT apdés 12 meses. Resultados de SPT ndo mostraram mudancgas
significativas e SLIT foi geralmente segura, sem reagao sistémica grave. SLIT
usando somente alérgeno Dpt induziu aumento dos niveis de 1gG4 para Dpt, Der p 1
e Der p 2 no soro, e aumentou os niveis de IgG1 no soro e salivares de IgA para Dpt
e Der p 1. SLIT usando DPT+MRB foi capaz de diminuir os niveis de IgE para Der p
2, aumentar os niveis salivares de IgA para Der p 1, mas nao tiveram alteragdes nos
niveis de anticorpos especificos de 1gG4 e IgG1. Em conclusdo, foi observado
melhora clinica tanto no grupo da SLIT como do controle, porém somente na SLIT
com alérgeno foi capaz de modular as respostas de anticorpos sistémicos e de
mucosa. Estes achados reforcam o papel de anticorpos IgG4 e IgG1 séricos
especificos, além de IgA salivar, como provaveis anticorpos bloqueadores ou
biomarcadores de tolerdncia que podem ser duteis para monitoramento da
imunoterapia alérgeno-especifica.

PALAVRAS-CHAVE: IgA, IgE, IgG4, IgG1, rinite alérgica, Dermatophagoides
pteronyssinus, imunoterapia sublingual (SLIT); saliva.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the clinical efficacy and systemic/mucosal antibody
response changes after sublingual immunotherapy (SLIT) using Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt) allergens with or without bacterial extracts in mite-allergic
children. One-hundred and two patients presenting allergic rhinitis with or without
asthma were selected for a randomized double-blind, placebo-controlled trial and
distributed into three groups: DPT (Dpt allergen extract, n=34), DPT+MRB (Dpt
allergen plus mixed respiratory bacterial extracts, n=36), and Placebo (n=32). Clinical
evaluation and immunological analyses were carried out before and after 12 and 18
months of treatment, including rhinitis/asthma symptom and medication scores, skin
prick test (SPT) to Dpt extract, and measurements of Dpt, Der p 1, Der p 2 specific
IgE, 1gG4, and IgG1 in serum and specific IgA in saliva and nasal lavage fluid.
Clinical results showed a significant decline in rhinitis/asthma symptom scores in all
groups, but medication use decreased only in DPT group after 12 months. SPT
results showed no significant changes and SLIT was generally safe, with no severe
systemic reactions. SLIT using Dpt allergen alone induced increased serum IgG4
levels to Dpt, Der p 1 and Der p 2, and increased serum IgG1 and salivary IgA levels
to Dpt and Der p 1. SLIT using DPT+MRB was able to decrease IgE levels to Der p
2, to increase salivary IgA levels to Der p 1, but had no changes on specific IgG4 and
IgG1 levels. In conclusion, clinical improvement was observed both in the SLIT
group and the control, but only active SLIT was able to modulate the
mucosal/systemic antibody responses. These findings support the role of specific
serum IgG4 and IgG1, in addition to salivary IgA, as probable blocking antibodies or
biomarkers of tolerance that may be useful for monitoring the allergen specific
immunotherapy.

KEYWORDS: IgA, IgE, 1gG4/IgG1 subclasses, allergic rhinitis, Dermatophagoides
pteronyssinus, sublingual immunotherapy (SLIT), saliva.
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1.1. Aeroalérgenos

O papel da exposicdo alergénica a acaros da poeira domiciliar (HDMs) na
sensibilizacdo e desenvolvimento da rinite alérgica e asma, especialmente em
pacientes pediatricos, tem sido reconhecida em todo o mundo (PLATTS-MILLS;
THOMAS, et al., 1992; TOVEY, 2004).

O exame dos extratos de acaros da poeira domiciliar indicou que mais de 30
proteinas diferentes podem induzir anticorpos IgE nestes pacientes alérgicos. Entre
estes acaros, Dermatophagoides spp € a principal fonte de alérgenos para a indugéo
de alergia respiratoria mediada por IgE em pacientes pediatricos. Varios ensaios
clinicos randomizados envolvendo alérgenos de acaros da poeira domiciliar foram
realizados em criangas (BUSH; SWENSON, et al., 2011) (YONEKURA; OKAMOTO,
et al., 2010). Existem alérgenos especificos dominantes especialmente o grupo 1 e
2 de alérgenos que podem ser responsaveis por grande parte da alergenicidade de
extratos. Dentre os alérgenos ja caracterizados, os principais que se ligam a IgE tem
sido aqueles dos grupos de alérgenos 1, 2, 3, 9, 11, 14 e 15 (THOMAS; SMITH, et
al., 2002.

Os alérgenos do grupo 1 (por exemplo, Der p 1 e Der f 1) estdo associados na
membrana peritrépica das bolotas fecais (TOVEY; CHAPMAN; PLATTS-MILLS,
1981) e os alérgenos do grupo 2 (Der p 2 e Der f 2) estdo relacionados a
componentes do corpo desses animais (ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001).

A dosagem de alérgenos principais € relevante para controle de qualidade e
padronizagdao do diagnostico e terapéuticas com extratos de alérgenos. Os
alérgenos de acaros na poeira estdo associados com a prevaléncia, sensibilizagao e
controle da doenca (MATHESON, 2005).

1.2. Rinite Alérgica

A Rinite Alérgica é definida como inflamag&o da mucosa de revestimento nasal,
mediada por IgE, apds exposicdo a alérgenos, cujos sintomas (obstrugcdo nasal,
rinorréia aquosa, espirros e prurido nasal) sdo reversiveis espontaneamente ou com
tratamento. A rinite alérgica em geral acompanha-se de prurido e de lacrimejamento
ocular, podendo ocorrer também prurido no conduto auditivo externo, palato e

faringe. Esses sintomas ocorrem durante dois ou mais dias consecutivos e por mais
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de 1 hora na maioria dos dias (BOUSQUET; KHALTAEYV, et al., 2008). E freqiiente
encontrarmos co-morbidades na rinite alérgica como o respirador bucal, otite,
rinossinusite e asma (SOLE; WECKYX, et al., 2006).

A rinite alérgica € uma doencga respiratoria crénica importante devido a sua
frequéncia e impacto na qualidade de vida, impacto no trabalho, escola
desempenho, produtividade, 6nus econbmico e inter-relagbes com a asma.
Além disso, a rinite alérgica esta associada com sinusite e outras co-morbidades
como conjuntivite. Ela deve ser considerada como um fator de risco para a asma,
juntamente com outros fatores de risco conhecidos (BOUSQUET; KHALTAEV, et al.,
2008).

A classificagdo e diagndstico da Rinite Alérgica foram realizados pelo ARIA
(Rinite Alérgica e seu Impacto na Asma) conforme Bousquet, Van Cauwenberge e
colaboradores (2001) e posteriormente validados por Demoly, Allaert e
colaboradores (2003) e Bousquet, J; Khaltaev e colaboradores (2008) e se encontra
na figura 1. Segundo esta classificacdo da rinite alérgica, deve-se levar em
consideragao a duracdo e a gravidade dos sintomas, incluindo aspectos da
qualidade de vida. De acordo com a duracdo ela pode ser classificada em
intermitente ou persistente. De acordo com a gravidade dos sintomas e do seu
impacto na vida social como escola, trabalho, lazer, esporte e sono; ela pode ser
classificada como leve ou moderada/grave.

A prevaléncia de rinite e sintomas relacionados entre escolares brasileiros,
com faixa etaria de 6 a 14 anos e participantes do ISAAC (International Study of
Asthma and Allergies in Chidhood) concluiu que os sintomas nasais no ultimo ano
sem estar resfriado (rinite) variaram de 26,6 % a 34,2 % e com diagndstico de rinite
realizado por médico teve uma variagéo de 19,9 % a 25,7 % (SOLE, WECKX, et al.,
2006).
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Intermitente Persistente
Sintomas Sintomas
e <4 dias por semana e >4 dias por semana
e 0u<4semanas no e e>4semanas no
ano ano
Leve Moderada - Grave
Sintomas um ou mais itens
e Sono normal e Sono comprometido
e Atividades normais e Atividades comprometidas
o Esporte, lazer o esporte, lazer
o Trabalho, escola o trabalho, escola
e Sintomas nao incomodam e Sintomas incomodam

Figura 1 — Representacao esquematica da classificagédo atual da rinite alérgica, de acordo com sua
duragéo e gravidade. Adaptado de: Bousquet; Van Cauwenberge, et al. (2001); Bousquet, J;
Khaltaev, et al. (2008)

1.3. Asma

A asma é uma doencga heterogénea causada por diferentes fenoétipos, podendo
se manifestar tanto na infancia quanto na vida adulta. O conceito mais atual de asma
foi formulado pelo Consenso International do GINA (Global Iniciative for Asthma)
(BATEMAN; HURD, et al., 2008): “Doenca inflamatéria crénica das vias aéreas, na
qual muitas células e elementos celulares estdo envolvidos. A inflamacao crénica
causa aumento da hiperreatividade bronquica levando a episddios recorrentes de
sibilancia, opressao toracica, dispnéia e tosse, principalmente a noite e ao despertar;
usualmente associados a obstrucao variavel ao fluxo aéreo, parcialmente reversivel
de forma espontanea ou com tratamento (O'BYRNE; BATEMAN, et al., 2007).

A asma em criangas pode ser definida como crises que se repetem de
obstrugao respiratoria e sintomas intermitentes de aumento da reatividade das vias
aéreas a fatores desencadeantes, tais como o exercicio fisico, exposicdo a
alérgenos e infecgdes virais (BACHARIER; BONER, et al., 2008; ILLI; VON MUTIUS,
et al., 2006). No entanto, a definicdo se torna mais dificil de aplicar em lactentes e
pré-escolares, pois € uma fase em que as criangas apresentam episodios
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recorrentes de tosse e/ou sibilancia. Embora estes sintomas sejam comuns neste
periodo, eles sao frequentemente transitérios, e 60% destas criangas com sibilancia
estardo saudaveis na idade escolar (MORGAN; STERN, et al., 2005). Assim, é
importante excluir diagndésticos além de asma, e estar ciente da histéria de sibilancia
recorrente na infancia. A asma € um grave problema de saude global. Pessoas de
todas as idades nos paises em todo o mundo sdo afetadas por essa desordem
crbnica das vias aéreas que, quando ndo controlada, pode colocar sérios limites
sobre a rotina do dia a dia e as vezes ela é fatal. A prevaléncia da asma esta
aumentando em muitos paises, especialmente entre as criangas. (O'BYRNE;
BATEMAN, et al., 2007).

Hoje entre as enfermidades da infancia, a asma infantil € certamente a doenca
crbnica que mais merece atencdo do ponto de vista da morbidade e pode ser
considerada a principal doenga respiratéria crénica da crianga e do adolescente.
(MAIA; MARCOPITO, et al., 2004; SOLE; CAMELO-NUNES, et al., 2004).

A asma afeta aproximadamente de 7 a 10% da populagdo. A estimativa de
prevaléncia média mundial da asma mostrou ser de 11,6% entre escolares (seis e
sete anos) e de 13,7% entre adolescentes (treze e catorze anos). No Brasil
encontram-se indices elevados, em torno de 20% para as duas faixas etarias,
segundo dados do International Study for Asthma and Allergies in Childwood
(ISAAC) (MINISTERIO DA SAUDE, 2002; SOLE, 2005).

A classificagédo e o diagndstico de asma foi realizado conforme o GINA (Global
Iniciative for Asthma) (BATEMAN; HURD, et al., 2008), e estd apresentada na
Tabela 1.
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Tabela 1 — Demonstrativo da classificagao da gravidade da asma
Demonstrativo da classificagado da gravidade da asma.

Classificagao da gravidade da asma

Caracteristicas Clinicas Antes do Tratamento

Intermitente

Sintomas menos uma vez por semana

Exacerbacgdes Breves

Sintomas Noturnos ndo mais do que duas vezes por més
VEF1' ou PFE = 80% do previsto

PFE® ou VEF1 variabilidade <20%

Persistente leve

Os sintomas mais de uma vez por semana, mas menos de uma vez por dia
Exacerbagdes podem afetar a atividade e o sono

Sintomas noturnos mais de duas vezes por més

VEF1 ou PFE = 80% do previsto

PFE ou VEF1 Variabilidade <20-30%

Persistente moderada

Sintomas diarios

Exacerbagdes podem afetar a atividade e o sono
Sintomas noturnos mais de uma vez por semana
O uso diario de inalagdo curta-agonista 32

VEF1 ou PFE 60-80% do previsto

PFE ou VEF1 variabilidade> 30%

Grave e persistente

Sintomas diarios

Exacerbacgdes freqlientes

Freqlentes sintomas de asma noturna
Limitagdo de atividades fisicas

VEF1 ou PFE < 60% do previsto

PFE ou VEF1 variabilidade> 30%

" VEF1: volume expiratério forgado no primeiro segundo
2 PFE: pico de fluxo expiratério
Fonte: Bateman; Hurd, et al. (2008).

Diagnéstico Clinico

No diagndstico clinico, a histéria do paciente € muito importante. Os sintomas

que sugerem este diagndstico de asma sao dispnéia episddica, sibilos, tosse e
obstrugdo toracica (LEVY; FLETCHER, et al., 2006). Sintomas episédicos podem
ocorrer apdés uma exposigao incidental a alérgenos. A variabilidade sazonal dos
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sintomas e histéria familiar positiva para asma e doenga atépica sao também uteis
no diagnodstico. O comportamento desses sintomas que sugerem fortemente um
diagndstico da asma sao: variabilidade e precipitagcao por irritantes inespecificos, tais
como o fumo, cheiros fortes ou exercicio; piora a noite, e responde bem a terapia
adequada para asma. Em alguns individuos sensibilizados, a asma pode ser
exacerbada por aumentos sazonais de aeroalérgenos especificos, como fungos,
grama, e polens (YSSEL; ABBAL, et al., 1998). A asma pode ser manifestada em
alguns pacientes, com o sintoma unico de tosse cronica, sendo comum em criangas
e muitas vezes € pior no periodo noturno. A crianga pode estar normal durante o dia.
A atividade fisica € uma importante causa de sintomas de asma e para alguns € a
unica causa. No exame fisico, o achado anormal mais frequente sio sibilos na
ausculta, uma descoberta que confirma a presenca de limitacdo do fluxo aéreo. No
entanto, em alguns individuos com asma, a sibilancia pode estar ausente
(BATEMAN; HURD, et al., 2008).

Testes Funcionais

Os testes funcionais para diagndstico e monitoramento atualmente mais
utilizados s&o: Espirometria, PFE (Pico de Fluxo Expiratorio) e Teste de

Broncoprovocacéo.

Espirometria

Embora o diagndstico da asma seja normalmente baseado na presencga de
sintomas caracteristicos, os pacientes com asma, frequentemente, tém pobre
reconhecimento de seus sintomas e ma percepgdo da gravidade dos mesmos,
especialmente se a asma é de longa data (KILLIAN; WATSON, et al., 2000). A
avaliacao de sintomas como dispnéia e sibilancia por médicos também podem ser
imprecisos. Para pacientes com mais de 5 anos de idade, medidas de funcéao
pulmonar para confirmar a limitacdo do fluxo aéreo e, em especial a demonstracao
de reversibilidade das alteracdes da funcdo pulmonar, fortalecem a confianca no
diagnostico. (EUROPEAN RESPIRATORY SOCIETY BY MANEY PUBLISHING,
1993; PELLEGRINO; VIEGI, et al., 2005).
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Pico de fluxo expiratério (PFE)

O pico de fluxo expiratério (PFE) € o conjunto de medigdes realizadas usando
um medidor de pico de fluxo e também pode ser um importante auxilio no
diagnostico e no acompanhamento da asma. Medidas do PFE sdo também muito
dependentes do esfor¢o e a qualidade pode ser pobre. Portanto, as medidas devem
ser sempre comparadas com as medidas anteriores do proprio paciente (REDDEL;

MARKS; JENLINS, 2004) usando cada qual o seu proprio medidor de pico de fluxo.

Broncoprovocagao

E a medida da reatividade das vias aéreas para pacientes com sintomas
compativeis com asma, mas a funcdo pulmonar normal. Sdo realizadas medidas de
reatividade das vias aéreas a metacolina, histamina, manitol, monofosfato de
adenosina ou a esforgos fisicos, e com isto podem ajudar a estabelecer um
diagndstico mais preciso de asma (COCKCROFT, 2003).

1.4. Imunopatogenia da Alergia - Rinite e Asma

Embora existam diferengas imunopatologicas, as reagdes que ocorrem apos a
exposi¢cao antigénica sdo as mesmas para a asma e a rinite alérgica. Caracterizam-
se por uma reagao alérgica imediata, tipo |, podendo ocasionar reagao de fase
imediata e/ou reagdo de fase tardia (figura 2); inflamagao crénica do epitélio e da
submucosa. Estdo envolvidas neste processo células epiteliais, células de
Langerhans, células dendriticas (DCs) e outras células apresentadoras de
antigenos. A medula &ssea participa ativamente na produgcdo de células
inflamatdrias por meio do aumento do numero de células precursoras, diante da
provocagao antigénica (DENBURG, 1999). O envolvimento da medula 6ssea neste
processo revela ainda o carater sistémico da asma e do bindmio asma-rinite
alérgica. Ocorre também recrutamento e ativacao de linfocitos CD4+ do perfil Th2 e
de células efetoras, tais como, eosindfilos, baséfilos e mastocitos, e aumenta a
expresséo de citocinas, especialmente IL-4 (interleucina 4) e IL-13, que atuam na
producao local de IgE e tém inegavel papel neste processo. A expressao de outras
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citocinas também esta aumentada, como é o caso de GM-CSF, RANTES, IL-3 e da
IL-5, que atua prolongando a meia-vida dos eosinofilos.

A producdo de mediadores inflamatérios pré-formados, como a histamina,
triptase, quinases, responsaveis pelo desencadeamento dos sintomas da fase
imediata, e de proteases neoformadas, como leucotrienos, prostraglandinas, fator de
agregacao plaquetaria e de neurotransmissores responsaveis pelos sintomas da
fase tardia, tem perfil de acdo semelhante nas vias aéreas superiores e inferiores,
embora a atuagcédo de cada um deles no érgao-alvo parega ter um carater diferente.
A reacédo de fase tardia se desenvolve horas apos (4 a 6 horas) a provocagao
antigénica, dependendo do grau de exposicdo e da sensibilidade individual. E
responsavel pela persisténcia da sintomatologia, sendo que o recrutamento das
células inflamatdrias diminui o limiar de resposta aos estimulos antigénicos, fazendo
com que a exposigado continua a baixas concentragbes de aeroalérgenos provoque
inflamacé&o persistente da mucosa nasal e/ou brénquica (figura 2). (WENZEL, 2006;
HOLGATE; DAVIES, 2009).

Na asma e rinite alérgica, a inflamagdo nasal e bronquica é mediada
principalmente pelo linfocito T helper 2 (Th2) que secreta citocinas envolvidas na
inflamacéo alérgica, além de estimuladores de linfécito B, que sao responsaveis pela
producdo de IgE, e de outros anticorpos. Os linfocitos T helper 1 (Th1) produzem
predominantemente IFN y (interferon gama) e IL-2. As citocinas Th1 inibem as
células Th2 e vice-versa e o desequilibrio neste balango de compostos pode explicar
a fisiopatologia da rinite e asma. Existem evidéncias experimentais de que, quando
os linfécitos Th2 estdo livres da influéncia restritiva do IFN vy, eles provocam
inflamacao nas vias aéreas (SCHWARTZ, 2002; RAUTAVA; RUUSKANEN, et al.,
2004).

As células chamadas de células T reguladoras (Treg), sdo heterogéneas. Elas
incluem tanto aquelas que ocorrem naturalmente, que sédo as células T CD4 +
CD25+ (Treg constitutivas) e aquelas células induzidas na periferia apds exposi¢ao
ao antigeno (células T reguladoras induzidas, Tr1). Estes varios subconjuntos de
células T reguladoras podem ser distinguidos com base em seus marcadores de
superficie e do padrdo de citocinas que produzem. DCs apresentadoras de
antigenos de alérgenos desempenham um papel critico na indugdo de tolerancia
mediada por células T, na medida em que DCs imaturas na auséncia de sinais pro-

inflamatdrios e, possivelmente, subpopulagdes de DCs especializadas podem
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ambas estimular a diferenciacdo da células T regulatorias (WAKKACH; FOURNIER,
et al., 2003).
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Figura 2 — Mecanismo fisiopatoldgicos de rinite e asma alérgica. GM- CSF, Fator Estimulador de
Colénias de Macréfagos e Granulécitos; PAF, Fator Ativador de Plaquetas. Os pacientes
sensibilizados, na Rinite e Asma Alérgica, tém anticorpos IgE para alérgenos especificos que se
ligam aos receptores na superficie de mastocitos. Ocorre uma ligagdo cruzada das moléculas
adjacentes a IgE com ruptura e degranulagado de mastdcitos na re-exposicéo ao alérgeno especifico.
Neste momento os mastdcitos liberam uma variedade de mediadores quimicos que podem ser pré-
formados ou neoformados e que dardo origem aos sintomas tipicos da reacéo de fase imediata e/ou
de reacao de fase tardia. (SCADDING, DURHAM, et al., 2008).

Células T reguladoras sdao normalmente anérgicas com uma taxa de
proliferagdo espontanea baixa, e sdo altamente dependentes de estimulos exdégenos
como IL-2. Elas podem inibir respostas imunes Th1 e Th2 contra virus, bactérias,
parasitas e alérgenos (SAKAGUCHI; SAKAGUCHI, et al., 1995; UMETSU; AKBARI;
DEKRUYFF, 2003), seja por contato célula-célula direto (envolvendo PD1, ligada a
membrana ou moléculas CTLA4) ou através da produgdo de citocinas
imunossupressoras, como TGF-B, ou IL-10 (BLASER; AKDIS, 2004; UMETSU,
AKBARI; DEKRUYFF, 2003; AKDIS; BLESKEN, et al., 1998; YAMAGIWA; GRAY, et

al., 2001).
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Atualmente, ha crescente evidéncia do papel das células T reguladoras no
controle do desenvolvimento de asma e doengas alérgicas.

A versao revisada da hipétese da higiene propde que uma escassa exposi¢ao
aos patoégenos infecciosos, pode impedir o estabelecimento ndo sé de uma resposta
Th1, mas também um repertorio de células Treg, explicando assim, em parte, o
aumento observado na prevaléncia de alergias nos paises desenvolvidos
(YAZDANBAKHSH; KREMSNER; VAN REE, 2002) (Figura 3).
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Figura 3 — Dindmica de células T reguladoras em alergia. Adaptado de: Moingeon et al, (2006). As
Treg produzem IL-10 e/ou TGF-B e sdo induzidas em imunoterapia bem sucedida em pacientes
atopicos e durante a exposi¢do natural ao alérgeno em pessoas saudaveis. Células T reguladoras
podem controlar e regular mecanismos efetores ativados na alergia e respostas Th2, por meio da
producao de IL-10/TGF-B e/ou contato célula-célula. IL-10 é um potente supressor da produgéo de
IgE total e especifica ao alérgeno por induzir a mudanga de isotipo de anticorpo para IgG4. TGF-
diminui a produgéo de IgE e induz mudanga de isotipo para IgA. IL-10 e TGF- B atuam direta ou
indiretamente nas vias aéreas por diminuirem a produgdo de muco e hiperreatividade nas vias
aéreas.
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Em suma, a inflamagédo tem um papel critico na patogénese da asma e da
rinite. Como ja relatado acima, alguns fatores desencadeantes da reagao
inflamatdria local sendo comuns a ambas, apds a exposi¢gao ao alérgeno, em toda

mucosa respiratéria, havera indugao tanto de rinite quanto de asma.

1.5. Relagao Clinica: Asma e Rinite alérgica

A rinite alérgica (RA) é um importante problema de saude devido a sua
prevaléncia e seu impacto sobre a vida social dos pacientes, desempenho escolar e
produtividade no trabalho (BOUSQUET; KHALTAEV, et al, 2008).
Epidemiologicamente estudos tém demonstrado com consisténcia que a asma e a
rinite frequentemente coexistem no mesmo paciente. (BOUSQUET, KHALTAEV, et
al., 2008; AIT-KHALED, PEARCE, et al., 2009). Devido a forte associacdo entre
asma e rinite alérgica, a presenca de doengas alérgicas, e em particular da rinite
alérgica, aumenta a probabilidade de um diagnéstico de asma em pacientes com
sintomas respiratorios (BATEMAN, HURD, et al., 2008; IBIAPINA, SARINHO, et al.,
2006). Assim sendo, é importante conscientizar médicos e pacientes sobre a melhor
maneira de conduzir a rinite alérgica, com base em evidéncias de pacientes com e
sem asma concomitante. (BOUSQUET, LUND, et al.,, 2003). A primeira dessas
orientagdes com base em evidéncias foram as recomendac¢des na Rinite Alérgica e
seu Impacto na Asma (ARIA). (BOUSQUET; KHALTAEV, et al., 2008).

Varios estudos tém demonstrado a coexisténcia da rinite alérgica e da asma.
(SIMONS, 1999; PASSALACQUA; CIPRANDI; CANONICA, 2001; ANNESI-
MAESANO, 1999; KOH; KIM, 2003; ARIA, 2001) Estima-se que 60 a 78% dos
asmaticos possuam rinite alérgica. (SIMONS, 1999; PASSALACQUA; CIPRANDI;
CANONICA, 2001; ANNESI-MAESANO, 1999; KOH; KIM, 2003; ARIA, 2001). E a
rinite alérgica tem sido reconhecida como fator de risco de desenvolvimento de
asma em cerca de 20 a 38% dos casos (GROSSMAN, 1997).
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1.6. Diagnéstico de Alergia

1.6.1.Testes Cutaneos e IgE Sérica

A presencga de sensibilizacao alergénica em pacientes com rinite e asma pode
ser identificada pelo teste cutdneo puntura (TCP) ou dosagem de imunoglobulina
especifica (IgE) no soro. Estes exames podem ajudar a identificar fatores de risco
gue causam os sintomas de rinite e asma dos pacientes (BOUSQUET; KHALTAEV,
et al., 2001).

A pesquisa de IgE especifica, in vitro, para aeroalérgenos individualizados,
quando realizada com antigenos padronizados e técnica adequada, apresenta
caracteristicas operacionais (sensibilidade e especificidade) semelhantes as dos
TCP: sensibilidade de 89% e especificidade de 91% (SOLE; WECKX; FILHO; et al.,
2006).

A IgE exerce um papel muito importante na resposta alérgica. Individuos
alérgicos apresentam niveis de IgE total que podem estar normais, mas os niveis de
IgE especifica a um ou mais alérgenos se encontram elevados (CORRY;
KHERADMAND, 1999). Ao contrario, os niveis de IgE especifica estdo baixos ou
ausentes nos individuos considerados nao alérgicos (GOULD; SUTTON, et al.,
2003). A IgE estad normalmente presente no plasma em concentragao inferior a 1
pMg/mL. Em condi¢des patoldgicas, tais como na alergia e nas infecgdes helminticas,
esse nivel pode aumentar para mais de 1.000 uyg/mL (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008). Os mastécitos podem permanecer sensibilizados pela IgE por muitos meses

como resultado da ligacao de alta afinidade aos receptores FceRI.

1.6.2.Alergia e Dosagem de IgG e IgA Especificas

Sao conhecidas cinco classes de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. As
imunoglobulinas humanas da classe 1gG s&o diferenciadas em quatro subclasses:
IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Grande parte dos trabalhos publicados revelam
substancialmente uma importancia da subclasse 1gG4 na resposta alérgica
(AALBERSE; STAPEL, et al., 2009), pois existe uma relagdo entre os elevados
niveis desta imunoglobulina e aqueles que também respondem por meio de IgE,
apesar de seu papel ainda ser incerto (LAU; ILLI, et al., 2005). Jarvis, Zock e
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colaboradores (2007), confirmaram que altos niveis de 1IgG4 em individuos alérgicos
a acaros da poeira domiciliar estdo associados com niveis também elevados de IgE.

Varios pesquisadores tém atribuido uma atividade protetora as subclasses de
IgG, principalmente, 1gG4, que é produzida como resultado de uma longa exposigao
antigénica e atuaria como um fator inibitério da reacdo de hipersensibilidade
mediada por anticorpos IgE. Desta forma, acredita-se que IgG4 poderia neutralizar o
antigeno ou bloquear o anticorpo IgE, melhorando, deste modo, o quadro da reagéo
alérgica (MOBS; SLOTOSCH, et al., 2008).

Nos dois primeiros anos de vida, os niveis de IgA s&o geralmente bem
reduzidos. Valores de adultos sdo alcancados por volta de 8 anos de idade. A
avaliagao quantitativa da IgA secretora (IgAs) em saliva, por métodos extremamente
sensiveis, tem demonstrado a sua presenga em nivel de mucosa ja a partir da
segunda semana de vida. Entretanto s6 atinge niveis semelhantes aos de adulto por
volta de sete a oito anos de idade (BOTTCHER et al., 2002). Anticorpos da classe
IgA desempenham um papel essencial na protegdo das mucosas. Na maioria dos
individuos atépicos, os niveis de IgA sérica estdo diminuidos e ndo aumentam no
decorrer dos anos, como ocorreria em criangas nao alérgicas. Individuos né&o
atopicos respondem com produgdo normal de IgA frente a exposigao a alérgenos
ambientais, impedindo que essas particulas sensibilizem as células responsaveis
pela produgao de IgE. Em pessoas com deficiéncia de IgA esse mecanismo deixa
de ocorrer, propiciando o contato do antigeno com plasmacitos produtores de IgE e,
dessa forma, desencadeando os mecanismos de hipersensibilidade tipo |
(BOTTCHER et al., 2002; AGHAMOHAMMADI; CHERAGHI et al., 2009).

1.7. Educacao Ambiental no Manejo da Asma e Rinite Alérgica

A educagdo ambiental é muito importante no manejo do paciente alérgico.
Algumas recomendacdes importantes sao encorajadas em uma recente revisao do
ARIA (Rinite Alérgica e seu Impacto na Asma) realizada por Brozek; Bousquet, et
al.,, 2010. De um modo simplificado: Evitar ambientes com presenca de tabaco.
Combater o mofo e a umidade, principalmente no quarto de dormir. Em pacientes
com asma e rinite ocupacional, evitar o contato com o provavel agente
desencadeador. O quarto de dormir deve ser preferentemente bem ventilado e

ensolarado. Evitar travesseiro e colchdo de paina ou pena. Usar os travesseiros de
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espuma, fibra ou latex, sempre que possivel envolto em material plastico (vinil) ou
em capas impermeaveis aos acaros. Evitar tapetes, carpetes, cortinas e almofaddes.
Dar preferéncia a pisos lavaveis e cortinas do tipo persianas ou de material que
possa ser limpo com pano umido. Camas e bergos nao devem ser justapostos a
parede. Evitar bichos de pelucia, estantes de livros, revistas e caixas de papeldo no
quarto de dormir. Evitar o uso de vassouras, espanadores e aspiradores de po
comuns. Passar pano umido diariamente na casa ou usar aspiradores de pé com
filtros especiais. Evitar animais de pélo e penas. Evitar inseticidas e produtos de
limpeza com forte odor. Evitar talcos, perfumes, desodorantes, principalmente na
forma de sprays. Roupas e cobertores devem ser lavados e secados ao sol antes do
uso. Esportes podem e devem ser praticados (BROZEK; BOUSQUET et al., 2010).

1.8. Tratamento de Rinite e Asma

O tratamento da rinite alérgica compreende as seguintes modalidades:
medidas preventivas no sentido de evitar o(s) alérgeno(s) (quando possivel),
farmacoterapia, imunoterapia e educagao. Pacientes com rinite alérgica persistente
devem ser avaliados para asma com historia, exame fisico e, se possivel e quando
necessario, a avaliagao de obstrugao ao fluxo aéreo, antes e apos broncodilatador
(Prova de Fungado Pulmonar - Espirometria). Pacientes com asma devem ser
adequadamente avaliados (histéria e exames fisico) para rinite. A estratégia
combinada de tratamento deveria idealmente ser utilizada para tratar as vias aéreas
superiores e inferiores em termos de eficacia e seguranga (BOUSQUET,
KHALTAEV, et al., 2008). Na Rinite Alérgica o uso de medicamentos auxilia na
diminuicdo da inflamacéo, porém, ndo tem capacidade de influir na modificacdo da
resposta imune, isto €, no curso natural da doenga (ROGALA, 1998). S&o indicados
na terapia da rinite alérgica os medicamentos, tais como antihistaminico oral, nasal e
ocular tipo anti-H1; glicocorticosterdides intranasais; cromonas de uso local
(intranasal e ocular) (BROZEK; BOUSQUET, et al., 2010).

O tratamento da asma envolve a prevencao do desencadeamento das crises e
sintomas de broncoespasmo, e quando estes ocorrem, o tratamento & direcionado
para controlar as crises. As medidas preventivas buscam evitar os fatores de risco,
assim como o uso de medicagbes diarias, quando necessario (O'BYRNE;
BATEMAN, et al., 2007). O tratamento medicamentoso envolve geralmente
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esterdides inalatorios, broncodilatadores de longa duragéo, xantinas e leucotrienos
para manutengdo; nas crises em geral, empregam-se corticoides sistémicos e
broncodilatadores de curta duracdo (O'BYRNE; BATEMAN, et al., 2007
DOUGHERTY, 2007).

1.9. Imunoterapia

Imunoterapia especifica (SIT), geralmente administrada por via subcuténea
(SCIT), é atualmente considerada como o unico tratamento direcionado ao alérgeno
e modificador da resposta biologica, e € considerada essencial na abordagem
terapéutica para alergia respiratoria. SIT pode modificar o curso da doenca alérgica,
reduzindo o risco de novas sensibilizagbes alérgicas e inibindo o desenvolvimento
de asma em criangas tratadas clinicamente da rinite alérgica (BOUSQUET,
KHALTAEV, et al., 2008).

SIT continua a ser o tratamento de escolha para pacientes com reacdes
alérgicas sistémicas a picadas de vespa e de abelha e deve ser considerado como
uma opgado em pacientes com rinite alérgica, asma, ou ambos. A relevancia da
imunoterapia no tratamento de doencgas respiratorias alérgicas € ainda mais
acentuada pelo fato de que ela pode exercer um efeito preventivo sobre a
progressdo da alergia respiratoria em criangas (MOLLER, DREBORG, et al., 2002).
E j4 bem conhecido que a imunoterapia subcutanea (SCIT) é eficaz para o
tratamento da rinite alérgica e tem efeitos a longo prazo, mesmo apds a
descontinuagdo (BUFE; ROBERTS, 2011). Ela envolve a administragéo
gradativamente mais concentrada de extratos de alérgenos até alcancar a tolerancia
clinica desses alérgenos que causam sintomas em pacientes alérgicos . A
imunoterapia € eficaz em pacientes com formas leves e moderadas da doenca
alérgica e também naqueles que nao respondem bem ao tratamento convencional
medicamentoso. Os complexos mecanismos de imunoterapia diferem dependendo
do alérgeno e da via de imunizagdo (BOUSQUET; LOCKEY; MALLING, 1998). Este
tratamento, no entanto, ndo é atraente para a populagcédo pediatrica, pois requer
multiplas injegcbes e pode ocorrer efeitos colaterais graves locais ou sistémicos
(LOCKEY, et al., 2001). Alternativamente, a imunoterapia sublingual (SLIT) pode

oferecer uma via de administragdo segura e eficaz e tem uma influéncia positiva
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sobre a tolerancia, a confiabilidade e adesdo dos pacientes ao tratamento
(PENAGOS; COMPALATI, et al., 2006; FERRES; JUSTICIA, et al., 2011).

Nos ultimos cem anos de imunoterapia alérgeno-especifica muitos esforgos
clinicos e cientificos tém sido realizados para estabelecer alternativas de estratégias
de aplicagdo de vacinas com alérgenos de forma n&o invasiva. O uso da
imunoterapia sublingual (SLIT) foi proposta ha 20 anos com a principal razdo de
minimizar o risco de eventos adversos graves, possivelmente relacionados com a via
de administragao injetavel (NOVAK; BIEBER; ALLAM, 2011). Depois de alguns anos
e muitos ensaios clinicos controlados realizados em adultos e criangas, a SLIT foi
finalmente aceita como uma alternativa viavel para substituir a via tradicional (SCIT)
(PASSALACQUA; GUERRA, et al., 2004).

Um estudo realizado em criangas sensiveis a acaros da poeira domiciliar
indicaram que, apesar da melhora clinica similar, os regimes SCIT e SLIT exercem
influencias imunoldgicas e respostas imunes diferentes das células T e B. Alguns
estudos ndo mostraram alteragdes na resposta das células T apds SLIT, enquanto
outros descreveram alteracdes da proliferacdo de células T, producdo de citocinas e
alteragdes sorologicas de 1gG1 e IgG4 (DEHLINK; EIWEGGER, et al., 2006;
VALOVIRTA; JACOBSEN, et al.,, 2006). Quanto aos parametros imunoldgicos,
alguns relatos sugerem que a indugéo de anticorpos IgG pode ser importante para o
sucesso da imunoterapia com alérgeno (TSENG; FU, et al., 2008; KUO; WANG, et
al., 2009; BUSH; SWENSON, et al., 2011). Geralmente, ha um aumento significativo
nos niveis de 1gG4 especificos e na relagado IlgG4/IgE comparado ao tratamento
com placebo (TSENG; FU, et al., 2008). Existe um consenso geral de que o
aumento da IgG4 observado com o emprego de protocolos com altas doses e
tratamento prolongado durante a imunoterapia fornecem evidéncias de que pelo
menos  qualitativamente  SLIT  induz  alteragbes  semelhantes de
imunorredirecionamento e immunorregulagdo que SCIT (JAMES; DURHAM, et al.,
2008; INCORVAIA; FRATI, et al., 2008). Mesmo que as alteragdes celulares e
humorais foram mais pronunciadas em SCIT, as alteragdes imunoldgicas da SLIT e
sua eficacia foram dependentes da dose e duracdo do tratamento (ANTUNEZ,
MAYORGA, et al., 2008); (SMITH, WHITE, et al., 2004 ).

Em um artigo de meta-analise e revisdo sistematica sobre IT sublingual para
rinite alérgica de Wilson, Lima e Durahm (2005) foi demonstrado que houve redugao

significativa nos escores de sintomas e de uso de medicamentos nos estudos
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envolvendo criangas e adultos. Nesta mesma revisdo, em todos os estudos houve
auséncia completa de efeitos colaterais sistémicos. Os efeitos locais leves,
consistindo de prurido e edema leve da mucosa oral, foram descritos em varios
estudos, mas raramente com significancia. Isto foi discutido neste estudo como
sendo uma grande vantagem em relacdo a SCIT que em alguns pacientes pode
levar a graves reagdes sistémicas.

Ha um importante artigo de revisao sobre a eficacia da imunoterapia sublingual
na asma em uma revisao sistematica de estudos clinicos randomizados para adultos
e criancas em que 1706 pacientes foram incluidos e avaliados por escore de
sintomas, medicamentos, prova de funcdo pulmonar e broncoprovocagdo. Nesta
meta-analise concluiu-se que a IT sublingual foi benéfica para o tratamento da asma
embora a magnitude dos efeitos n&do tenha sido muito grande, e n&o foram
observados efeitos colaterais importantes (CALAMITA; SACONATO, et al., 20006).

Enquanto a eficacia e tolerancia de dessensibilizagdo sublingual estdo hoje
sendo bem documentadas, a exploragdo de seus mecanismos imunoldgicos
subjacentes encontra-se em fase inicial. O contato do alérgeno com as células
apresentadoras de antigenos da mucosa oral parece ser critico. Esta mucosa é rica
em células dendriticas que atuam como células de Langerhans, expressando
constitutivamente o receptor de alta afinidade para IgE (FCER1)(AKDIS; BARLAN, et
al., 2006). Durante a dessensibilizagdo sublingual, estas células também podem
capturar o alérgeno e transporta-lo para linfonddios de drenagem proximais, o que
pode favorecer a indugcdo de linfécitos com fungdo supressiva (MOINGEON;
BATARD, et al., 2006). No entanto, tem sido demonstrado que células Langerhans
ativadas da cavidade oral aumentam a produgao de citocinas tolerogénicas como a
interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformador-beta (TGF-R) e de
indoleamina dioxigenase (IDO), levando a uma diminuigdo na proliferagcado de células
T (MOINGEON; BATARD, et al., 2006; ALLAM; NEIEDERHAGEN, et al., 2006). A
producado de quimiocinas envolvidos no recrutamento de células T reguladoras (T-
regs) também estdo aumentadas (ALLAM; NEIEDERHAGEN, et al., 2006). Além
disso, a mucosa oral contém um numero limitado de mastécitos, o que explica o
perfil de seguranca bem estabelecida de SLIT (ALLAM; PENG, et al., 2008) (Figura
4).
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Figura 4 — Mecanismos imunes humoral e celular envolvidos na alergia do tipo | e imunoterapia: uma
viséo integrada. Adaptado de: Moingeon, Batard, et al, (2006). Células T helper CD4 + Th1, Th2 ou T
reg estimuladas ap6s a exposi¢cdo alergénica ou apés dessensibilizagdo sdo fundamentais no
controle de diversos componentes do sistema imunoldgico. Isto ocorre através da produgao de
citocinas distintas. IL-4 e IL-13 induzem a mudanga de isotipo de IgE, IL-5 estimula recrutamento e
ativacdo de eosindfilos e IL-13 aumenta a produgao de muco. T regs inibem tanto Th1 e Th2 por meio
da produgédo de IL-10 e TGFB. Enquanto pacientes atopicos apresentam desvio de resposta Th2 CD4
+ alérgeno-especificas, pessoas saudaveis quando expostas a alérgenos, desviam seu eixo para uma
resposta de células T reg. Assim, o objetivo da imunoterapia alérgeno-especifica é restaurar a
tolerancia mudando de respostas de Th2 para resposta de células T Reg.

Estudos tém investigado se SLIT, como SCIT, induz tolerancia clinica por
influenciar respostas imunes de célula B e T (SCADDING e DURHAM, 2009;
ANTUNEZ, MAYORGA, et al., 2008; FREW, 2007; MOINGEON, BATARD, et al.,
20086).

A figura 5 ilustra um modelo hipotético da via dos efeitos da SLIT. Neste
modelo, o alérgeno € absorvido pelas células dendriticas da submucosa (células de
Langerhans), que migram para tecidos linféides locais regionais incluindo os
linfonodos submandibulares e cervicais. La, as células dendriticas apresentam
fragmentos de peptideos as células T alérgeno-especificos de uma forma pré-
tolerogénica, resultando na inibicdo da ativacado e proliferagdo de células Th2 e
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estimulacdo do Th1 e / ou células T reguladoras. Posteriormente, estas células T
influenciam células B a produzir respostas protetoras de anticorpos, incluindo a
secrecao alérgeno-especifica de IgG4 e IgA, e, mais tarde, inibigdo de IgE. Devido a
agregacao entre si de células apresentadoras de antigenos e linfocitos em algumas
areas da mucosa oral, a possibilidade de apresentacdo alérgeno localmente
ignorando  tecidos linféides regionais, pode ser considerada (ALLAM,;
STOJANOVSKI, et al. 2008; SCADDING; SHAMJI, et al. 2010).

Extratos bacterianos como adjuvantes da imunoterapia sublingual agiriam
hipoteticamente como os antigenos microbianos apresentados na figura 5. Estes
antigenos bacterianos sdo capturados pelos receptores FceRI e/ou outras estruturas
expressas pelas células dentriticas (DCs) da mucosa oral. Estas DCs da mucosa
oral sdo concomitantemente estimuladas por antigenos microbianos presentes em
condigdes fisioldgicas na mucosa oral ou como adjuvantes em imunoterapia. Eles
induziriam as DCs a mecanismos tolerogénicos como estimulagao da expresséo de
moléculas co-inibitéria (B7H1 e B7H3) ou a liberagdo de IL-10 (NOVAK; BIEBER;
ALLAM, 2011).

Estas propriedades tolerogénicas podem ser alvo de substituicdo de alérgenos
com adjuvantes, que empregam as mesmas estruturas em DCs orais para aumentar
o efeito da SLIT. Além do contato classico com células T do tecido linféide, depois
da ingestdo de antigenos, a maturagao e estimulagdo mais lenta de CD83 e CCR7
de DCs da mucosa oral durante a migragao para o tecido linféide podem fornecer
evidéncias para o contato local de DCs da mucosa oral com células T. Durante a
SLIT, DCs da mucosa oral sdo capazes de privilegiar subtipos de células T
regulatorias, incluindo células T expressando (Foxp3) que estdo aumentadas na
mucosa oral. Além disso, as interleucinas IL-10, IL-18 e expressdo da molécula de
ativacao linfocitica de células mononucleares do sangue periférico (PBMC- SLAM),
bem como os niveis séricos de IgG4 e quantidade de células T no sangue
expressando Foxp3 se encontram aumentadas durante a SLIT. Assim também, a
expressao do ligante de morte celular programada (PD-L1) é estimulado em células
B e mondcitos no sangue periférico de pacientes tratados com SLIT enquanto
diminui a produgdo de IL-4. Somando todos os mecanismos retratados seguem
unidos a indugao de tolerancia especifica para os alérgenos e efeito clinico da SLIT,
conforme a figura 5 (NOVAK; BIEBER; ALLAM, 2011).
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Niveis de IgA, 1gG1, IgG4 e IgE foram comparados em um estudo de
Bahceciler; Arikan, et al. (2005) em criangas asmaticas alérgicas para HDM e um
grupo de criangas nao atopicas saudaveis com idade e géneros comparaveis. No
tempo zero, antes do inicio do tratamento com SLIT para HDM, os niveis de IgA
foram significativamente menores e os de IgG1 e IgE significativamente maiores do
que as criangas do grupo controle. Ao final de 6 e 12 meses de tratamento com SLIT
de HDM, IgA especificas a Derp 1 nos atopicos ndo foram significativamente
menores do que os controles sadios. Estes dados demonstraram que asma alérgica
foi caracterizada por aumento de IgE e IgG1 especificos e diminuicdo da resposta
de IgA alérgenos especificos e que SLIT a HDM poderia ter um efeito estimulante

sobre a producgao de IgA.
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Figura 5 — Mecanismos Imunolégicos da Imunoterapia Sublingual Alérgeno Especifica. Adaptado de:
Novak; Bieber; Allam, (2011). Proposta de mecanismos locais e sistémicos da imunoterapia
sublingual alérgeno-especifica (SLIT).
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Estudos anteriores utilizaram extratos bacterianos como adjuvantes para
prevenir ou tratar doencas alérgicas. Estes adjuvantes eram constituidos de
espécies de bactérias comuns patogénicas do trato respiratério envolvidos nas
infeccbes das vias aéreas superiores e inferiores (MATRICARDI, BJORKSTEN, et
al.,, 2003). O uso de produtos derivados de bactérias como adjuvante em
imunoterapia para evitar alergia ganhou impulso com o desenvolvimento da
"hipétese da higiene", que propde que a exposi¢ao microbiana na infancia protege
contra o desenvolvimento de alergia (EDER; EGE; VON MUTIUS, 2006; HORNER,;
REDECKE; RAZ, 2004). Posteriormente, a descoberta de que varios produtos
bacterianos molecularmente definidos sdo reconhecidos por diferentes receptores
toll-like (TLRs) expressos por células do sistema imune inato deram um impulso para
estudar se esses produtos bem definidos de bactérias poderiam ser usados como
imunomoduladores no tratamento de alergia (HORNER; REDECKE; RAZ, 2004,
KRIEG, 2006).

1.10. Programa de Educagcao em Asma e Rinite em Iltumbiara/Go

O controle da rinite e asma através de educacdo em saude tem sido
considerado um ponto de vital importancia com resultados positivos, sendo essencial
no manejo destas patologias (LEMIERE; BAI, et al., 2004; LOPEZ-VINA; DEL
CASTILLO-AREVALO, 2000). Realizadas em longo prazo (HUANG; LI; WANG,
2009; ANGELINI; ROBLES-RIBEIRO, et al., 2009; ELZEN; SLAETS, et al., 2007), a
adesao e o auto-manejo na asma e rinite sdo melhorados por meio de medidas
educativas efetivas (TREBUCHON; DURACINSKY, et al., 2009).

E de suma importancia salientar que a educacdo em saude deve envolver uma
equipe multidisciplinar com varios tipos de profissionais. Estes podem ser
educadores em asma e rinite, incluindo médicos, fisioterapeutas, enfermeiras,
psicologos, farmacéuticos, assistente social, técnicos em enfermagem e agentes de
saude (JONES, 2008). O objetivo da educagao em rinite e asma é permitir que os
pacientes obtenham confianca, conhecimento, disciplina e competéncia necessarias
para assumirem seu papel no manejo de suas proprias patologias.

O Programa de Educacdo em Asma e Rinite do SUS de Iltumbiara/GO teve

inicio em 1999. A meta inicial foi tentar diminuir o numero de internagdes por asma.
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Este objetivo foi alcangado e confirmado por meio de estudo realizado um ano e
meio apds o inicio deste programa (QUEIROS; ABDALLA; PEPPE, 2000). Neste
programa existe uma educacgado continuada e repetida de profissionais de saude e
pacientes. Isto é essencial para discutir e decidir metas do tratamento e desenvolver
um plano de agao por escrito, individualizado, incentivando os pacientes a serem
responsaveis por seu tratamento (JONES, 2008).

Estdo sendo realizados treinamentos periddicos de profissionais dos 14 PSFs
(Programas de Saude da Familia) existente na cidade de ltumbiara. Na unidade
central e na maioria dos PSFs, o Programa de Asma e Rinite esta sendo
desenvolvido em dias determinados para atendimento dos pacientes.

O paciente é agendado duas horas antes do horario do atendimento pelo
médico para que ele passe pela enfermeira e técnica em enfermagem para
responder a uma ficha de pré-consulta e colocar as duvidas referentes ao tratamento
e medidas de educacdo do ambiente. Na consulta inicial, o paciente recebe
informagdes simples sobre o diagndstico e os tipos de tratamentos disponiveis na
unidade central NABS e nas unidades de PSFs distribuidas nos diferentes bairros da
cidade (GLOBAL INICIATIVE FOR ASTHMA, 2006). Diferentes dispositivos
inalatérios sdo demonstrados para avaliar as habilidades e custos, e para incentivar
0 paciente a participar na decisdo do seu tratamento (GLOBAL INICIATIVE FOR
ASTHMA, 2006). Além disso, é realizado um exame de fungdo pulmonar com o
medidor de PFE (Pico de Fluxo Expiratério) e uma ausculta pulmonar pela
enfermeira da unidade.

Naquelas situagdes quando o paciente se apresenta em crise de asma, é
iniciada a conduta para retirar o paciente daquela crise. Nado sendo a primeira
consulta dele, tendo ja o seu plano de agéo e iniciado o tratamento em casa, sera
realizada a continuidade do tratamento da crise até o seu atendimento pelo médico.
Neste periodo de duas horas ele também assiste a fitas educativas do programa. O
uso de material audiovisual € uma alternativa muito utilizada no programa para
manter a uniformidade da informacédo (STELMACH; CUKIER, 2009). Na primeira
consulta é realizada a informagdo verbal que €& complementada por materiais
escritos (folhetos) contendo informagdes sobre rinite e asma, medidas educativas na
alergia e seu tratamento. Os pacientes e familiares sdo incentivados a anotar
quaisquer duvidas que possam surgir para serem respondidas na proxima consulta
(GLOBAL INICIATIVE FOR ASTHMA, 2006). Ap6s a consulta médica, o paciente
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volta na sala onde foi a pré-consulta, para ser realizada a pds-consulta. Neste
momento € revisto junto com ele o plano de agao que foi prescrito pelo médico como
também incentivada a educacéo direcionada para o auto-manejo da asma e rinite. E
enfatizada a participagéo do paciente na auto-monitorizagao da gravidade da doenga
através de medidas e registros regulares do PFE e/ou sintomas diarios (GIBSON;
POWELL, et al., 2003) e no ajuste da terapia medicamentosa. E solicitado que ele
volte a unidade para nova orientagdo caso ele apresente alguma dificuldade e nao
tenha recebido a visita dos agentes de saude durante aquela fase.

O auto-manejo diminui visitas ao servico de emergéncia (HUANG; LI; WANG,
2009) (WOLF; GRUM; CLARK, 2008), admissdes hospitalares (WOLF; GRUM,;
CLARK, 2008), sintomas (TAPP; LASSERSON; ROWE, 2007), uso de medicagao de
resgate (TOELLE; RAM, 2004), cursos de corticoide oral (TOELLE; RAM, 2004),
visita médica ndo agendada e falta no trabalho e/ou escola (HUANG; LI; WANG,
2009). O auto-manejo com técnica inalatéria adequada (TAPP; LASSERSON;
ROWE, 2007) e aderéncia da medicagdo (JONES, 2008) também melhoram a
funcdo pulmonar (TOELLE; RAM, 2004), pico de fluxo expiratério (GIBSON;
POWELL, et al., 2003), e qualidade de vida relacionada a saude (JONES, 2008).

1.11. Informago6es Adicionais

A imunoterapia sublingual especifica com alérgenos associados ou n&do com
extratos bacterianos néo se trata de pesquisa com novas vacinas ou farmacos, uma
vez que encontra-se no mercado nacional alérgenos similares distribuidos por
diferentes companhias brasileiras para serem indicados por médicos, em especial
pelos alergistas, para aplicagdo em imunoterapia de pacientes com alergia
respiratoria, particularmente aqueles sensibilizados com acaros da poeira domiciliar.

Para esclarecimentos adicionais, informamos que o objetivo do presente projeto
foi estudar alguns mecanismos de agdo em nivel celular e molecular para podermos
comparar com a melhora clinica dos sintomas alérgicos entre os diferentes grupos
de estudo. A realizagao do teste cutdneo de puntura (TCP) é comumente utilizado
em outros estudos similares. Assim, para comprovarmos a melhora na resposta
imunoldgica, necessitdvamos de um grupo controle, o qual recebeu somente
placebo, pois devido a inUmeras variaveis, qualquer diferengca encontrada seria de

dificil aceitagdo pela comunidade cientifica, particularmente os editores da revista de
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bom fator de impacto, caso nao tivéssemos optado por um estudo duplo cego
controlado por placebo. Este grupo controle assim como os demais pacientes
receberam tratamento medicamentoso e, portanto, foram também beneficiados.
Estes pacientes ao final do estudo, apds terem sido revelados todos os grupos
iniciaram a vacina sublingual biologicamente ativa que contém o acaro
Dermatophagoides pteronyssinus em concentracao semelhante a utilizada no estudo
e estdo atualmente recebendo o tratamento de Imunoterapia até completarem o
mesmo periodo dos grupos ativos na pesquisa, sem énus algum para 0s mesmos.

Ha inumeros trabalhos demonstrando a eficacia da utilizagdo da imunoterapia
sublingual com alérgenos especificos como fundamentados na introdugdo do
presente projeto, porém ha pobre comprovacdo de que a adicdo de extratos
bacterianos produza efeito benéfico adicional.

Quanto aos riscos, foram tomadas todas as devidas precaucdes possiveis, a
comegar pela inclusdo de pacientes com diagnostico de rinite alérgica e/ou com
asma leve, nao incluindo asma moderada ou grave, para minimizar o risco de
desencadeamento dos sintomas com o uso da imunoterapia. Uma precaucao
rigorosamente a ser seguida foi a utilizacdo de suspensbes de acaros diluidas
apropriadamente. Outro fator que diminuiu em muito o risco de desencadeamento
dos sintomas alérgicos consequente a aplicagdo da imunoterapia com alérgenos
especificos foi a administracdo crescente de alérgenos. Estas precaugbes séo

tomadas rotineiramente em clinicas de alergia, sejam aqui no Brasil ou exterior.
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21. Objetivo Geral

Avaliar a eficacia clinica e alteragbes imunoldgicas sistémicas e de mucosa
induzidas pela imunoterapia sublingual com alérgenos de Dermatophagoides

pteronyssinus em pacientes com rinite alérgica e ou asma.

2.2, Objetivos Especificos

- Avaliar a ocorréncia e intensidade dos sintomas clinicos de rinite alérgica e/ou
asma bem como a necessidade de medicagdo sintomatica antes e apods

imunoterapia sublingual especifica.

- Avaliar o tamanho médio da papula ao teste cutaneo de puntura antes e apés

imunoterapia sublingual especifica.

- Determinar os niveis de anticorpos IgE, IgA, IgG1 e IgG4 especificos a D.
pteronyssinus e aos seus alérgenos principais Der p 1 e Der p 2 em amostras de

soro, fluido nasal e saliva, antes e apds imunoterapia sublingual especifica.
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3.1. Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido para apreciacédo e aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo
aprovado, sem restricoes, em 13 de abril de 2007, sob processo numero 130/2007
(Anexo 1), protocolo registro CEP/UFU: 262/06.

A concordancia em participar do estudo foi confirmada pela assinatura de um
Termo de Consentimento (Anexo 2) pelo responsavel legal dos participantes, pois
todos eram menores de 18 anos, de acordo com as normas da Resolugao 196/96.
Neste Termo de Consentimento foi informado o nome da pesquisa, seus obijetivos,
os procedimentos a que seriam submetidos como coleta de sangue, saliva, fluido do
lavado nasal, teste cutdneo de punctura e imunoterapia sublingual com alérgenos.
Todo paciente teria o direito de se retirar em qualquer momento do estudo sem

necessidade de explicagdo ou prejuizo ao seu atendimento atual ou futuro.

3.2. Pacientes

Criangas com rinite alérgica persistente leve ou moderada/grave, com ou sem
asma leve, intermitente ou persistente, foram recrutadas no Nucleo de Acbes
Basicas de Saude (NABS) do Programa de Controle de Asma e Rinite do Sistema
Unico de Saude de ltumbiara, GO, Brasil. A classificacdo e o diagndstico de rinite
alérgica foram realizados conforme descrito previamente no ARIA (Rinite Alérgica e
seu Impacto na Asma), conforme anteriormente descrito (BOUSQUET; VAN
CAUWENBERGE, et al.,, 2001). A classificagdo e o diagnostico de asma foram
realizados conforme o protocolo de GINA (Estratégia global para o manejo e
prevencao da asma) (BATEMAN; HURD, et al., 2008).

Estas classificagdes de rinite alérgica e asma foram propostas e validadas com
base na frequéncia e gravidade dos sintomas pois s&o estes os principais fatores
envolvidos na determinagao do tratamento.

Os pacientes foram selecionados com base nos critérios de inclusdo e
exclusdo como relatado anteriormente (ALVAREZ-CUESTA; BOUSQUET, et al.,
2006).
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Critérios de inclusao :

(1) Sexo masculino ou feminino e idade entre 5 a 15 anos;

(2) Histdria clinica de rinite alérgica persistente leve ou moderada-grave ha 2
ou mais anos relacionada a exposi¢cao ao po domiciliar, podendo ou nao
ter associado asma leve intermitente ou persistente;

(3) Teste cutaneo de puntura (TCP) positivo para extrato de alérgenos de D.
pteronyssinus (Dpt), com um didmetro médio de papula maior que 3 mm
que aquele do controle negativo;

(4) Niveis séricos de IgE especificos ao alérgeno Dpt determinados por
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) com indice Elisa (El) > 1,2
para excluir valores de reatividade limitrofe;

Critérios de exclusao:

(1) Individuos com prévia imunoterapia especifica a alérgenos;

(2) Pacientes com asma moderada a grave, doencas malignas,
cardiovasculares ou autoimunes, fazendo uso de drogas quimioterapicas
OU imunossupressoras;

(3) Presenca de infecgbes das vias aéreas nos ultimos 30 dias anteriores ao
estudo;

(4) Pacientes em uso de antihistaminicos na semana anterior ao teste;

(5) Uso de corticdides tépicos nas ultimas 2 a 3 semanas, corticosteroides
sistémicos por tempo prolongado (>20 mg/dia por mais de 7 dias);

(6) Tabagistas;

(7) Tratamento com agentes quimioterapicos ou imunossupressores mais de
uma semana antes do teste;

(8) Presenca de lesdes dermatolégicas na area de realizagdo do teste
cutaneo;

(9) Recusa em participar do estudo;

3.3. Desenho do Estudo

Este foi um estudo randomizado, duplo-cego, controlado com placebo e
conduzido em um unico centro. Os participantes foram recrutados por um periodo de
24 meses (outubro de 2008 a outubro de 2010). Como apresentado no diagrama de
fluxo nas fases do ensaio clinico randomizado (Figura 6), apds a triagem inicial de
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122 pacientes elegiveis para o estudo, foi solicitado que eles anotassem seus
sintomas respiratorios e uso de medicamentos em cartdes semanais por um periodo
de 12 semanas antes da randomizacgao.

Vinte pacientes foram excluidos devido a n&do preencherem os critérios de
inclusdo, e um total de 102 participantes foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos, como segue:

(1) DPT, um grupo de 34 pacientes que receberam o extrato de alérgeno Dpt
em glicerol a 50% (preparado por FDA Allergenic Ltda, Rio de Janeiro,
Brasil);

(2) DPT+MRB, um grupo de 36 pacientes que receberam o extrato de alérgeno
Dpt associado a extratos bacterianos de germes respiratérios (MRB) em
glicerol a 50%, contendo antigenos da parede celular de diferentes
microorganismos do trato respiratorio (Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Moraxella catarrhalis) em contagem total de 20-50 milhées de cada cepa
bacteriana/mL) (FDA Allergenic Ltda);

(3) Placebo, um grupo de 32 pacientes que receberam glicerol a 50% em
solugao salina.

Um unico lote de cada uma das preparagdes foi utilizado ao longo do estudo.
Todos os tratamentos foram administrados por via sublingual de acordo com o
esquema estabelecido pela EEACI (European Academy of Allergy and Clinical
Immunology) (ZUBERBIER; BACHERT, et al.,, 2010) com algumas modificagdes.
Pacientes receberam doses crescentes através de gotas sublinguais, uma vez por
dia, atingindo em aproximadamente dois meses e meio, uma dose de manutengao
mensal de 36 ug de Der p 1 e 30 ug de Der p 2 , trés vezes por semana em dias
alternados (Tabela 2).

As doses de vacinas sublinguais foram entregues em frascos acompanhados
com um conta-gotas dosimetrado (FDA Allergenic LTDA). Foi solicitado que a vacina
fosse mantida na parte superior do refrigerador e que fosse administrada em jejum.
Os individuos foram instruidos a manter a solugdo sob a lingua durante 2 minutos e
a nao comer ou beber durante 60 minutos apos receberem a dose da vacina. Os
pais ou responsaveis administraram as doses de vacinas aos seus filhos em suas

préprias casas.
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Foram realizados ajustes no cronograma, porém sempre de acordo com
normas padronizadas para a imunoterapia especifica (SCADDING; DURHAM, et al.,
2008). Os pacientes foram orientados a usarem o antihistaminico loratadina todos os
dias na noite que precedeu a ingestao da vacina durante o periodo de indugao nas
fases 4 e 5, e na primeira semana da fase de manutengéao, totalizando 31 dias de
tratamento com antihistaminico. Esta medida foi adotada para reduzir a frequéncia
de reacdes locais e sistémicas que haviam aumentado durante a fase 3.

Se os pacientes manifestassem episddios de crises de rinite, eles seguiam as
orientagdes de um plano prévio de agado (Anexo 3) para usar a loratadina oral (5 ou
10 mg) e budesonida spray nasal (32 mcg), uma vez por dia, durante 3 a 7 dias. Da
mesma forma, se os pacientes apresentassem crises de asma leve, fariam uso de
salbutamol inalatério (200 mcg) como medicacdo de resgate durante 2 dias e
beclometasona inalada (50 ou 250 mcg), dependendo da idade, durante 3 a 7 dias
de tratamento. Os pacientes eram instruidos que durante a fase da coleta de
exames eles deveriam estar no minimo com uma semana sem uso dos
medicamentos acima (exceg¢ao ao salbutamol spray oral que nao interfere com os
exames realizados). Portanto, se por necessidade urgente usassem na semana
prévia a data da coleta, os exames deles eram adiados para a semana seguinte,
somente para os pacientes que receberam a medicagao.

Além disso, os pacientes retornaram mensalmente para avaliar os efeitos
adversos e para receberem novos suprimentos da vacina. Caso os pacientes
apresentassem efeitos adversos relacionados com o tratamento (por exemplo,
coceira na boca, coriza, espirros ou tosse) durante a fase de indugéo, a dose era
mantida no mesmo nivel até que o efeito adverso fosse resolvido (geralmente dentro
de alguns dias) e depois a dose era novamente aumentada.

O médico e seus colaboradores paramédicos que dispensavam as vacinas
(MGJQ) nao tinham conhecimento do cédigo da randomizag&o, o qual foi criado e
mantido oculto pelo fabricante (FDA Allergenic LTDA). O cdédigo somente foi
revelado apods todos os dados clinicos e laboratoriais terem sido coletados e

preparados para analise estatistica.
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Tabela 2 - Esquema da imunoterapia sublingual, com as fases, concentragoes,

volume e intervalo de administragao.

Concentragoes
Fases Volume
= . Extrato Dpt Extrato
(duragcdo em dias) P (gotas de 50 uL) Intervalo
(ng/mL) MRB
(milhées
Derp1 Derp2
de
org/mL)
1(12) 0,0012 0,0010 20-50 1-1-2-2-3-3-4-4-5-5-5-5 Diario
2 (12) 0,012 0,010 20-50 1-1-2-2-3-3-4-4-5-5-5-5 Diario
3 (12) 0,12 0,10 20-50 1-1-2-2-3-3-4-4-5-5-5-5 Diario
4(12) 1,2 1,0 20-50 1-1-2-2-3-3-4-4-5-5-5-5 Diario
5 (12) 12 10 20-50 1-1-2-2-3-3-4-4-5-5-5-5 Diario
Manutengéao
i 12 10 20-50 5-5-5 3x/semana
(até o final)

Dose de manutengao:9 ug de Der p 1/semanal e 36 ug de Der p 1/mensal; 7,5 ug de Der p 2/semanal
e 30 ug de Der p 2/mensal; Dpt: extrato de alérgenos Dermatophagoides pteronyssinus; MRB: extrato
misto de bactérias do trato respiratorio

3.4. Avaliacao Clinica e Medidas de Segurancga

A avaliagao clinica foi realizada antes e apos 12 e 18 meses de tratamento por
meio de escore de sintomas e de medicacdo, como descrito anteriormente
(CIPRANDI; CIRILLO, et al., 2004) com algumas adaptacdes.

Um questionario de sintomas e uso de medicagao para rinite (Anexo 4) e asma
(Anexo 5) foi obtido por uma enfermeira. Sintomas de rinite e asma (prurido nasal,
espirros, coriza, obstrugao, tosse, sibilos e prurido ou hiperemia conjuntival) foram
analisados com base nestes registros e foram classificados da seguinte maneira: O:
nada; 1: pouco; 2: moderado ; 3: importante; 4: muito importante (CIPRANDI,
CIRILLO, et al., 2004).
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Pontos foram adicionados para o uso de qualquer dos medicamentos
permitidos durante a ultima semana da seguinte forma: 0: nunca; 1: uma vez , 2:
duas vezes, 3: trés vezes; 4: quatro vezes, 5: cinco vezes; 6: seis vezes.

A média dos escores em cada tempo de observacéao foi utilizada para analise
estatistica.

Foi orientado aos pais identificar e marcar em uma ficha (Anexo 6) os sintomas
que por ventura apresentassem relacionados com os efeitos adversos locais e
sistémicos (urticaria, angioedema, prurido generalizado, diarréia, vémitos, prurido
oral ou inchago e edema da lingua). Qualquer outro evento foi escrito em texto livre.
Esta ficha era entregue mensalmente quando os pacientes iam até o nucleo de
saude para adquirirem o frasco de SLIT.

Foi solicitado aos pais ou responsaveis que devolvessem o frasco anterior
vazio, com a finalidade de melhor controle e avaliagdo se a vacina sublingual estava

realmente sendo administrada no periodo exigido.

3.5. Teste Cutineo de Punctura

Todos os participantes foram submetidos ao TCP com o extrato do alérgeno
Dpt (FDA Allergenic LTDA) no inicio do estudo (T0) e apds 12 (T12) e 18 (T18)
meses de tratamento, de acordo com as diretrizes BSACI (British Society for Allergy
and Clinical Immunology) (SCADDING; DURHAM, et al., 2008). Uma solugao de
histamina em concentracdo de 10 mg/mL e o diluente tamponado com glicerol a
50% utilizado na preparagao do extrato alergénico foram utilizados como controles
positivo e negativo, respectivamente (FDA Allergenic). Foram realizadas leituras das
reagcdes cutaneas apds 15-20 minutos e um didmetro médio de papula maior que 3

mm em relagdo ao controle negativo foi considerado um teste positivo.

3.6. Amostras de Sangue, Saliva e Fluido de Lavado Nasal

Em paralelo com o TCP, amostras de sangue foram coletadas de todos os
pacientes em cada momento (TO, T12 e T18) do tratamento, e os soros obtidos apés
centrifugagao do sangue a 700 x g por 10 minutos foram armazenados em aliquotas

a -20 °C até a realizagao dos ensaios soroldgicos.
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Da mesma forma, amostras de saliva foram coletadas da regido vestibular da
boca que se situa na parte lateral entre a gengiva lateral e a bochecha, durante
aproximadamente 3 minutos, por meio de Salivette (Sarstedt AG® & Co.,
Numbrecht, Alemanha). As criangas estavam em jejum e ndo houve estimulagao
prévia do fluxo salivar como previamente descrito (SANDIN; BJORKSTEN, et al.,
2011). As amostras de saliva foram imediatamente colocadas em gelo e
centrifugadas (3.000 x g por 10 minutos a 4 oC). Os sobrenadantes foram coletados
(1-1,5 mL) e armazenados em aliquotas a -20 oC até os ensaios subsequentes.

O fluido do lavado nasal também foi coletado de cada paciente, conforme
descrito anteriormente (SILVA SEGUNDO et al., 2009). O paciente foi mantido com
a cabeca extendida a £ 30 graus e a rinofaringe foi ocluida pelo palato mole. Um
volume de aproximadamente 5 mL de solugdo salina foi instilado em cada narina e,
apo6s 10 segundos, o material foi coletado por flexdo da cabega em um tubo cénico
estéril, que foi imediatamente mantido em gelo, homogeneizado por agitagao, e
centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e

armazenado a -20 °C até andlise posterior.

3.7. Determinacao dos Niveis de Anticorpos IgE, 1gG4 e IgG1
Especificos a Alérgenos de D. pteronyssinus em Amostras de Soro

Amostras de soros foram analisadas para quantificar os niveis de IgE, 1gG4 e
IgG1 ao extrato total de Dpt por ELISA convencional e a seus alérgenos principais,
Der p 1 e Der p 2, por ELISA reversa, como descrito anteriormente (SILVA,
GERVASIO, et al., 2001), com algumas modificagdes. A otimizacdo da reacéo foi
estabelecida em experimentos preliminares através de titulacdo em bloco dos
reagentes, utilizando soros controles positivo e negativo.

Para a determinagdo dos niveis de anticorpos ao alérgeno Dpt, placas de
microtitulagao de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories
Inc., New York, EUA) foram revestidas com extrato total de Dpt (4 pg/pogo) em
tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. As
placas foram lavadas trés vezes com salina tamponada com fosfatos (PBS, pH 7,2)
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T contendo
soroalbumina bovina (BSA, Sigma Chemical Co.) a 1% por uma hora a temperatura

ambiente. Apdés um novo ciclo de lavagens, as placas foram incubadas com
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amostras de soro diluido 1:2 (IgE) ou 1:5 (IgG4) ou 1:10 (IgG1) em PBS-T-BSA por 2
horas a 37 °C. Em paralelo, trés soros controles negativos foram incluidos em cada
placa.

Apds um ciclo de seis lavagens, as placas foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado anti-lgE humana (1:1000; Kierkegaard and Perry Laboratories
Inc., Gaithersburg, EUA), anticorpo anti-lgG4 humana (1:4000; Sigma Chemical Co.,
St Louis, EUA) ou anti-lgG1 humana (1:3000; Sigma) durante 1 hora a 37 °C. Apds
novas lavagens, foi adicionadoo conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) na
diluicdo de 1:1000 em PBS-T-BSA e incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram reveladas por meio da adicdo do substrato enzimatico
consistindo de 2,2'-diazino-bis-3-ethyl-benzothiazoline sulfonic acid (ABTS, Sigma) a
0,01 M em tampéo citrato-fosfato a 0,07 M, pH 4,2 contendo 0,03% de H,0..

As densidades o6pticas (DO) foram determinadas em leitor de placas (Titertek
Multiskan Plus MKII - Flow Laboratories, McLean, EUA) utilizando filtro de 405 nm
até um valor maximo de absorbancia de 1,5 para os soros controles positivos, a
partir da qual a reagao foi linear. Os niveis de anticorpos foram expressos em indice
ELISA (IE) e determinado da seguinte forma: IE = DO da amostra /cutoff, onde cutoff
foi calculado como a média da DO de soros controles negativos somado com trés
desvios-padrao, conforme ja descrito (PEREIRA; SILVA, et al., 2005). Valores de El
> 1,2 foram considerados positivos, a fim de excluir valores de reatividade limitrofe
proximo a IE = 1,0.

Para a determinac&o dos niveis de anticorpos aos alérgenos Der p 1 e Der p 2,
as placas foram revestidas com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Der p 1
(clone 5H8; Indoor Biotechnologies Inc., Charlottesville, EUA) ou anti-Der p 2 (clone
1D8; Indoor Biotechnologies) a 1,0 ug/poco e, subsequentemente incubadas com
extrato Dpt, amostras de soro, anticorpos biotinilados secundarios, conjugado
estreptavidina-peroxidase e substrato enzimatico como descrito acima para ELISA
convencional. Niveis de IgE, IgG4 e IgG1 aos alérgenos Der p 1 e Der p 2 foram

expressos em |E, conforme estabelecido acima.
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3.8. Determinacgao dos Niveis de Anticorpos IgA Especificos a
Alérgenos de D. pteronyssinus em Amostras de Saliva e Fluido de Lavado

Nasal

As amostras de saliva e fluido de lavado nasal foram analisadas para
quantificar os niveis de anticorpos IgA especificos ao extrato total de Dpt por meio
de ELISA convencional e aos seus principais alérgenos, Der p 1 e Der p 2, por meio
de ELISA reversa, como descrito anteriormente (SILVA; GERVASIO, et al., 2001),
com algumas modificagcbes. A otimizagcdo da reacdo foi estabelecida em
experimentos preliminares por meio de titulagdo em bloco dos reagentes, utilizando
soros controles positivo e negativo.

Para a determinagdo dos niveis de IgA ao alérgeno Dpt, placas de
microtitulacdo de alta afinidade foram revestidas com extrato bruto de Dpt
(4ug/pogo), bloqueadas com PBS-T-BSA e incubadas com amostras de saliva
(diluida 1:20) ou fluido de lavado nasal (diluido 1:50) por 2 horas a 37 °C. Apds a
lavagem, as placas foram incubadas com anticorpo biotinilado secundario anti-IgA
humana (Kierkegaard and Perry Laboratories Inc.) diluido 1:5000 por 1 hora a 37 °C
seguido de incubag&o com o conjugado estreptavidina-peroxidase (1:1000; Sigma).
A reacao foi revelada com ABTS e H,O, e a absorbancia foi determinada a 405 nm.
Niveis de anticorpos IgA foram expressos como indice ELISA (IE), conforme
determinado acima. Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos, a fim de
excluir valores de reatividade limitrofe proximo a IE = 1,0.

Para a determinagéo dos niveis de anticorpos IgA aos alérgenos Der p 1 e Der
p 2, as placas foram revestidas com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Der
p 1 (clone 5H8) ou anti-Der p 2 (clone 1D8) a 1,0 ug/poco, bloqueadas e, em
seguida, incubadas subsequentemente, com extrato de Dpt, amostras de saliva ou
fluido de lavado nasal, anticorpo secundario biotinilado anti-IgA humana, conjugado
estreptavidina-peroxidase e substrato enzimatico como descrito acima para ELISA
convencional. Niveis de IgA especificos aos alérgenos Der p 1 e Der p 2 foram

expressos em |IE, conforme estabelecido acima.
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3.9. Quantificagao de IgE Sérica Total

Os niveis de IgE sérica total foram avaliados por meio de ELISA tipo sandwich
utilizando anticorpos monoclonais de captura e de detecgao anti-lgE humana
(SILVA; GERVASIO, et al., 2001). Placas de alta afinidade foram revestidas com
anticorpo monoclonal de captura anti-IgE humana (clone GE-1; Sigma), na diluicdo
de 1:5.000 em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e incubadas por 18
horas a 4°C. As placas foram lavadas com PBS-T e bloqueadas com PBS-T-BSA
1% por 1 hora a temperatura ambiente. As amostras de soro foram diluidas a 1:5,
1:50 e 1:500 em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2 horas a 37°C. Apds novas
lavagens, foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado anti-lgE humana
(Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.) na diluicdo de 1:4000 e incubado por 1 hora
a temperatura ambiente.

As etapas subsequentes (conjugado estreptavidina-peroxidase e substrato
enzimatico) foram similares ao ELISA para detecgdo de IgE especifica aos
alérgenos. Os resultados foram expressos em unidades internacionais por mililitro
(Ul/mL) de acordo com uma curva controle obtida por diluigbes duplas seriadas de
um soro humano (LHY') sub-padronizado que continha 500 Ul/mL de IgE sérica total.

3.10. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferengas nos parametros
avaliados no inicio (tempo 0) e apdés 12 e 18 meses de tratamento foram analisadas
dentro dos grupos pelo teste de Friedman com pos-teste de comparagao multipla de
Dunn para examinar todas as possiveis comparagdes nos diferentes tempos. As
diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA com pés-teste de
comparagao multipla de Bonferroni ou teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de
comparagao multipla de Dunn, quando apropriado. A comparagao entre proporgoes
foi analisada pelo teste de y2. Diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p < 0,05.
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4.1. Caracterizagcao dos Pacientes no Inicio do Estudo

De um total de 102 pacientes que iniciaram a SLIT, 70 (68,6%) completaram o
estudo, apdés 18 meses de tratamento. De 32 desisténcias, o grupo Placebo
apresentou a maior frequéncia (13 pacientes). As principais razdes pelas quais os
pacientes se retiraram da SLIT foram a inconveniéncia de frequentes visitas ao
NABS (Nucleo de Ac¢des Basicas de Saude), a necessidade de afastamento do
trabalho (pais) ou na escola (criangas) e a falta de tempo para acordar e aplicar a
vacina em jejum uma hora antes do café da manha. Assim, causas nao relacionadas
com o tratamento foram as razdes para 20 pacientes desistirem da SLIT,
principalmente no grupo Placebo (9 pacientes). Além disso, 9 pacientes nao
completaram o estudo por ndo comparecimento as entrevistas para responderem
aos questionarios em qualquer um dos tempos avaliados. No total, apenas 3

pacientes deixaram o estudo devido a presenca de efeitos adversos (Figura 6)

Selecionados na
triagem
para o estudo
N =122)

Excluidos por nao
preencherem os
critérios de inclusao

N=20
( ) Randomizagao
1
DPT + MRB Placebo
DPT
(N = 34) (N = 36) (N=32)
Desisténcias
DPT DPT + MRB Placebo
(N = 26) (N = 25) (N=19)

Fonte: Elaborada pela pesquisadora deste estudo.

Figura 6 — Diagrama de fluxo nas fases de imunoterapia sublingual (SLIT) para alergia ao acaro
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) em pacientes randomizados em trés grupos de tratamento:
DPT (extrato de alérgeno Dpt), DPT+MRB (alérgeno Dpt e extratos de bactérias mistas das vias
respiratorias), e Placebo. Um total de 70 pacientes completaram o estudo, devido a desisténcia de 32
participantes pertencentes aos grupos DPT (N = 8), DPT+MRB (N = 11) e Placebo (N = 13). As
analises de seguimento foram conduzidas de forma duplo-cega e a revelagdo dos grupos foi realizada
apenas apos a conlusdo de todas as analises clinicas e imunoldgicas.
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Tabela 3 — Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais no inicio do

estudo dos pacientes que completaram a imunoterapia sublingual.

Grupos
Variaveis Valor de p
DPT DPT+MRB Placebo
Numero de pacientes 26 25 19
|dade, anos a
Média (DP) 12.7 (2.8) 12.0 (3.2) 10.9 (2.9) N.S.
Min a max 7-18 6-17 6-16
Sexo, M:F 12:14 16:9 13:6 N.S.°
Rinite, M:F 5:8 12:2 4:3 N.S.°
Rinite e Asma, M:F 7:6 4:7 9:3 N.S.°
Sintomas/rinite (escores) c
Mediana (min a max) 1,6 (0,4-4,4) 1,4 (0-3,6) 1,4 (0-4,3) N.S.
Sintomas/asma (escores) 1,3 (0-2,8) 0,9 (0-2,6) 0,8 (0-3,0) N.S.°
Mediana (min a max)
Uso medicagao/rinite (escores)
Mediana (min a max) 0,5 (0-2,0) 0,5 (0-2,5) 0,2 (0-1,5) N.S.°
Uso medicagado/asma (escores)
Mediana (min a max) 0 (0-1,0) 0 (0-2,0) 0 (0-1,0) N.S.°
Teste Cutaneo de punctura
(tamanho da papula, mm)
Mediana (min a Max) 6.2 (3.3-10.2) 6.0 (35-122)  6.5(3.6-14.9) N.S.°
IgE sérica total, Ul/mL
Mediana (min a max -
( ) 1254 (286-8764) 2120 (324-8111) 2202 (190 N.S.°
8650)
IgE sérica especifica, IE
Mediana (min a max)
Dpt 5.1 (1.2-9.7) 4.8 (1.2-8.9) 7.0 (2.2-10.3) N.S.°
Derp 1 6.8 (0.8-9.3) 5.1 (0.7-8.0) 6.4 (0.8-9.0) N.S.°
Derp 2 7.3 (0.8-11.3) 8.2 (0.7-10.6) 7.7 (0.9-11.4) N.S.°
IgA salivar especifica, IE
Mediana (min a max)
Dpt 2,9 (0,9-9,0) 2.5(0,7-9,6) 2,3 (1,0-8,2) N.S.c
Derp 1 1,5(0,8-4,9) 1,6 (0,5-6,9) 1,3(0,8-5,7) N.S.
Derp 2 1,5(0,7-5,2) 5,4 (0,5-3,3) 1,3 (0,8-3,5) N.S.c
IgA lavado nasal especifica, |IE
Mediana (min a max)
Dpt 2,3 (1,0-8,3) 2,2 (0,6-6,9) 2,2 (0,8-7,7) N.S.
Derp 1 1,8 (0,9-5,4) 1,4 (0,8-3,9) 1,6 (0,9-3,6) N.S.c
Derp 2 1,5 (0,9-3,3) 1,4 (0,7-3,1) 1,3(0,9-3,2) N.S.c

Dpt: Dermatophagoides pteronyssinus; Der p 1: 1 alérgeno do grupo 1 de D. pteronyssinus; Der p 2:
alérgeno do grupo 2 de D. pteronyssinus; MRB: extrato bacteriano misto do trato respiratério; Ul/mL:
unidades internacionais por mililitro; IE: indice ELISA; N.S.: ndo significativo;
@ ANOVA e pos-teste de comparagéo multipla de Bonferroni ;
®Teste Qui-quadrado 3x2; © Teste Kruskal-Wallis e pos-teste de comparagdo multipla de Dunn.



62
RESULTADOS

Os dados demograficos clinicos e laboratoriais no inicio do estudo dos
pacientes que completaram a imunoterapia sublingual estdo apresentados na
Tabela 3. Todos os grupos eram comparaveis no inicio do estudo com relagéo a
idade, sexo, diagndstico clinico, escore de sintomas e uso de medicagdo, assim
como relativo aos resultados de SPT, niveis de IgA sérica e lavado nasal, IgE total e

IgE sérica especifica a acaros.

4.2, Efeitos Adversos da SLIT

Entre os 70 pacientes que completaram o estudo, 24 (34,3%) apresentaram
efeitos adversos da SLIT (Tabela 4). Destes, 5/26 pacientes (19,2%) eram do grupo
DPT, 9/25 (36,0%) eram do grupo DPT+MRB, e 10/19 (52,6%) eram do placebo.

Destes 24 pacientes com efeitos adversos 13 (54%) apresentavam Rinite
isoladamente e 11(46%) apresentavam Rinite acompanhado de Asma. Seis dos 70
pacientes (8,6%) apresentaram efeitos adversos apenas antes de receber SLIT, 8/70
(11,4%) tiveram reagdes somente apds receber a vacina, e 10/70 (14,3%)
apresentaram efeitos antes e apds receberem a vacina. Foi considerado efeitos
adversos de vacina nao somente apés, mas também reagées que ocorreram antes
de receber as doses da SLIT. Isto ocorreu porque no tempo de indugdo da vacina
ela foi ministrada diariamente e na fase de manutencao foi ministrada trés vezes por
semana e a maioria dos efeitos adversos ocorreram na fase de inducdo do
tratamento que foram apresentados em 20/24 (83,4%) pacientes, enquanto uma
minoria dessas reag¢des ocorreram em pacientes durante a fase de manutencéo,

sendo apresentados em 4/24 pacientes (16,7%).

Os efeitos adversos locais relacionados a SLIT foram observados em 22/70
pacientes (31,4%) e consistiram de reacgdes locais leves, tais como espirros, coriza,
obstrugao nasal, inchago dos olhos, boca seca e coceira nos olhos, nariz, ouvidos,
garganta e palato. Além disso, reagdes sistémicas leves e moderadas tais como
tosse, cefaléia leve e intensa, dispnéia e sibilancia foram observadas em 15/70
(21,4%) pacientes. Nenhuma crianga apresentou efeitos adversos graves ou

anafilaxia.
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Tabela 4 — Efeitos adversos e razoes de desisténcias da SLIT.

Grupos
Variaveis
DPT DPT+MRB Placebo
Numero de pacientes 26 25 19
Efeitos adversos, n (%) 5(19.2) 9 (36.0) 10 (52.6)
Antes de receber SLIT 1(3.8) 1(4.0) 4 (21.0)
Depois de receber SLIT 2(7.7) 3(12.0) 3(15.8)
Antes e depois de receber SLIT 2(7.7) 5(20.0) 3 (15.8)
Efeitos adversos locais 5(19.2) 7 (28.0) 10 (52.6)
Efeitos adversos sistémicos 5(19.2) 4 (16.0) 6 (31.6)
Desisténcias, n 8 11 13
N&o relacionadas ao tratamento 4 7 9
Nao compareceu aos questionarios 2 3 4
Efeitos adversos 2 1 0

SLIT: imunoterapia sublingual; DPT: grupo de pacientes que receberam extrato alergénico de
Dermatophagoides pteronyssinus; DPT+MRB: grupo de pacientes que receberam extrato alergénico de
Dermatophagoides pteronyssinus e extrato bacteriano misto do trato respiratério.

4.3. Avaliacao Clinica e da Reatividade Cutanea

Os resultados clinicos demonstraram diminuigdo significativa nos escores dos
sintomas de rinite apos 12 e 18 meses de SLIT em todos os grupos, notadamente no
grupo DPT+MRB (p < 0,0001) (Fig. 7A). Da mesma forma, escores de sintomas de
asma diminuiram apos 12 meses de SLIT em todos os grupos (p < 0,05), e apds 18
meses apenas no grupo DPT+MRB (p < 0,01) (Fig. 7B).

Por outro lado, os escores de uso de medicagao para rinite foram reduzidos
apo6s 12 meses de SLIT no grupo DPT (p < 0,05) (Fig. 7C), enquanto que os escores
de uso de medicagao para asma nao foram significativamente alterados em nenhum
grupo (Fig. 7D). Nao houve diferengas significativas nas analises entre os grupos em

cada tempo de avaliacido para estes parametros.
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Figura 7 — Avaliacéo clinica dos pacientes submetidos & imunoterapia sublingual (SLIT) para alergia ao acaro
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) em trés grupos randomizados de tratamento: DPT (pacientes que
receberam alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (pacientes que receberam alérgeno Dpt e extratos de bactérias
mistas das vias respiratorias; n = 25), e Placebo (pacientes que receberam somente diluente das vacinas; n =
19). Escores de sintomas de rinite (A) e de asma (B); Escores de medicagéo para rinite (C) e asma (D). As
barras horizontais (preto) indicam as medianas e linhas verticais (cinza) indicam o intervalo (min a max) para
cada grupo. Diferengas significativas entre os valores iniciais (TO) e ap6s 12 (T12) ou 18 (T18) meses de
tratamento dentro de cada grupo foram determinadas pelo teste de Friedman e pés-teste de Dunn (*p < 0,05; **p
<0,01; **p < 0,0001).
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Os resultados do teste cutédneo de puntura (TCP) também n&o apresentaram
diminuicdo significativa no tamanho da papula em resposta ao extrato de Dpt apos
12 ou 18 meses de SLIT em nenhum grupo (Fig. 8). Da mesma forma, a reatividade
cutanea nao apresentou diferengas significativas na analise entre os grupos no inicio

e apos 12 ou 18 meses de SLIT.

© TO o T12 A T18

15+

=Y
e

TCP ao extrato de Dpt
Tamanho da papula (mm)

DPT DPT+MRB Placebo

Figura 8 — Avaliagdo da reatividade cutdnea dos pacientes submetidos a imunoterapia sublingual
(SLIT) para alergia ao acaro Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) em trés grupos randomizados de
tratamento: DPT (pacientes que receberam alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (pacientes que
receberam alérgeno Dpt e extratos de bactérias mistas das vias respiratérias; n = 25), e Placebo
(pacientes que receberam somente diluente das vacinas; n = 19). Os resultados do teste cuténeo de
puntura (TCP) estdo demonstrados pelo tamanho da papula (mm). As barras horizontais (preto)
indicam as medianas e linhas verticais (cinza) indicam o intervalo (min a max) para cada grupo. A
linha pontilhada indica o valor do limite de positividade do TCP (>3 mm).

4.4, Resposta de Anticorpos Séricos IgE, IgG4 e 1gG1 Especificos a D.

pteronyssinus apés SLIT

Os efeitos da SLIT na resposta de anticorpos sistémicos especificos a D.
pteronyssinus foram avaliados pela determinacao dos niveis séricos de IgE, 1gG4 e
IgG1 ao extrato total Dpt e a seus principais alérgenos Der p 1 e Der p 2 antes e

apos 12 e 18 meses de imunoterapia.
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Nenhuma alteragdo significativa foi observada nos niveis séricos de IgE ao
alérgeno Dpt apos 12 ou 18 meses de SLIT em nenhum grupo (Fig. 9A). Os niveis
de IgE ao alérgeno Der p 1 também nao foram significativamente alterados apds
SLIT (Fig. 9B), mas os niveis de IgE a Der p 2 aumentaram apds 12 meses de SLIT
no grupo DPT (p < 0,05) e diminuiram apds 18 meses de tratamento no grupo
DPT+MRB (p < 0,05) (Fig. 9C). Na analise entre os grupos, apos 18 meses de SLIT,
os niveis de IgE anti-Dpt foram menores em pacientes do grupo DPT+MRB
comparado ao placebo (p < 0,05) (Fig. 9D), mas nenhuma diferencga significativa foi
encontrada para IgE aos alérgenos Der p 1 e Der p 2 entre os grupos em cada
tempo de avaliagao (Figs. 9E, F).

Em contraste, um aumento significativo nos niveis séricos de IgG4 para Dpt
apo6s 12 meses de SLIT foi demonstrado apenas no grupo DPT (p < 0,05) (Fig. 10A).
Os niveis de 1gG4 anti-Der p 1 (Fig. 10B) e Der p 2 (Fig. 10C) também foram
significativamente maiores apos 12 e 18 meses de SLIT apenas no grupo DPT (p <
0,05). Nenhuma diferenga significativa foi encontrada nas analises entre os grupos
em cada tempo de avaliagao para lgG4 ao alérgeno Dpt (Fig. 10D), mas os niveis de
IgG4 anti-Der p 1 mostraram-se significativamente aumentados em pacientes do
grupo DPT apos 12 e 18 meses de SLIT em relagdo aos outros dois grupos (p <
0,05) (Fig. 10E). Além disso, os niveis de 1gG4 anti-Der p 2 também mostraram-se
aumentados no grupo DPT apds 18 meses de SLIT comparado ao placebo (p <
0,05) (Fig. 10F).

De forma similar, os niveis séricos de IgG1 para Dpt aumentaram apés 12 e 18
meses de SLIT somente no grupo DPT (p < 0,05) (Fig. 11A), enquanto que as
respostas de IgG1 mostraram aumento significativo apenas para Der p 1 (Fig. 11B)
ap6s 12 e 18 meses de SLIT no grupo DPT(p < 0,05). Por outro lado, o grupo
placebo apresentou diminuicdo dos niveis de IgG1 anti-Der p 1 apds 18 meses de
SLIT (p < 0,05). Ndo foram observadas alteragdes significativas para os niveis de
IgG1 anti-Der p 2 em nenhum grupo apoés SLIT (Fig. 11C). Além disso, ndo houve
diferengas significativas nas analises entre os grupos em cada tempo de avaliagéao
para IgG1 ao alérgeno Dpt e Der p 2 (Figs. 11D, F), mas os niveis de IgG1 anti-Der
p1 foram significativamente maiores em pacientes do grupo DPT apo6s 12 e 18

meses de SLIT comparado aos outros dois grupos (Fig. 11E).
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Figura 9 - Niveis de IgE aos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (A, D) e a seus alérgenos
principais Der p 1 (B, E) e Der p 2 (C, F) em soros de pacientes randomizados em trés grupos de imunoterapia
sublingual: DPT (alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (alérgeno Dpt e extratos de bactérias mistas das vias
respiratorias; n = 25), e Placebo (diluente das vacinas; n = 19). Niveis de anticorpos sdo expressos em indice
ELISA (IE) e os dados s&o representados em box plot (A, B, C) com mediana e percentis 25-75%, e linhas
verticais que indicam o intervalo dos valores (min a max). A linha pontilhada indica o valor do limite de
positividade da reacao (IE > 1.2). Diferengas significativas entre os valores iniciais (TO) e ap6s 12 (T12) ou 18
(T18) meses de tratamento dentro de cada grupo foram determinadas pelo teste de Friedman e pds-teste de
Dunn (*p < 0,05). A cinética da resposta de anticorpo é também indicada e expressa em média e erro padréo da
média (D, E, F). Diferencas significativas entre os grupos em cada tempo foram determinadas pelo teste de
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn (# p < 0.05 em relagédo ao placebo).
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Figura 10 - Niveis de 1gG4 aos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (A, D) e a seus principais
alérgenos Der p 1 (B, E) e Der p 2 (C, F) em soros de pacientes randomizados em trés grupos de imunoterapia
sublingual: DPT (alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (alérgeno Dpt e extratos de bactérias mistas das vias
respiratorias; n = 25), e Placebo (diluente das vacinas; n = 19). Niveis de anticorpos sdo expressos em indice
ELISA (IE) e os dados s&o representados em box plot (A, B, C) com mediana e percentis 25-75%, e linhas
verticais que indicam o intervalo dos valores (min a max). A linha pontilhada indica o valor do limite de
positividade da reagdo (IE > 1.2). Diferengas significativas entre os valores iniciais (TO) e apdés 12 (T12) ou 18
(T18) meses de tratamento dentro de cada grupo foram determinadas pelo teste de Friedman e pds-teste de
Dunn (* p < 0,05). A cinética da resposta de anticorpo é também indicada e expressa em média e erro padrédo da
média (D, E, F). Diferencas significativas entre os grupos em cada tempo foram determinadas pelo teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn (# p < 0.05 em relagéo ao placebo; ## p < 0.05 em relagdo aos grupos
DPT+MRB e placebo).
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Figura 11 - Niveis de IgG1 aos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (A, D) e a seus principais
alérgenos Der p 1 (B, E) e Der p 2 (C, F) em soros de pacientes randomizados em trés grupos de imunoterapia
sublingual: DPT (alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (alérgeno Dpt e extratos de bactérias mistas das vias
respiratorias; n = 25), e Placebo (diluente das vacinas; n = 19). Niveis de anticorpos s&o expressos em indice
ELISA (IE) e os dados s&o representados em box plot (A, B, C) com mediana e percentis 25-75%, e linhas
verticais que indicam o intervalo dos valores (min a max). A linha pontilhada indica o valor do limite de
positividade da reagao (IE > 1.2). A linha pontilhada indica o valor do limite de positividade da reacgéo (IE > 1.2).
Diferencgas significativas entre os valores iniciais (T0) e apds 12 (T12) ou 18 (T18) meses de tratamento dentro
de cada grupo foram determinadas pelo teste de Friedman e pos-teste de Dunn (* p < 0,05). A cinética da
resposta de anticorpo é também indicada e expressa em média e erro padrdao da média (D, E, F). Diferengas
significativas entre os grupos em cada tempo foram determinadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de
Dunn (## p < 0.05 em relagéo aos grupos DPT+MRB e placebo).
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4.5. Resposta de Anticorpos IgA Salivares e de Fluido de Lavado Nasal
Especificos a D. pteronyssinus Apés SLIT

Os efeitos da SLIT na resposta de anticorpos locais especificos a D.
pteronyssinus foram avaliados pela determinacéo dos niveis de IgA ao extrato total
Dpt e aos seus alérgenos principais, Der p 1 e Der p 2, em amostras de saliva e de
fluido de lavado nasal, antes e apds 12 e 18 meses de imunoterapia.

Os niveis de IgA salivares ao alérgeno Dpt aumentaram apds 12 meses de
SLIT somente no grupo DPT (p < 0,05) (Fig. 12A), enquanto que a resposta de IgA
salivar aos alérgenos principais foi alterada apenas para o alérgeno Der p 1 em
ambos os grupos ativos, DPT (p < 0,05) e DTP+MRB (p < 0,01) ap6s 12 meses de
SLIT (Fig. 12B). Nenhuma alteracao significativa foi observada nos niveis de IgA
salivares ao alérgeno Der p 2 apos SLIT (Fig. 12C). Além disso, n&o houve
diferengas significativas nas analises entre os grupos em cada tempo de avaliagéo
para estes parametros (Figs. 12D, E, F).

Por outro lado, os niveis de IgA no fluido de lavado nasal mostraram diminui¢cao
significativa apos 18 meses de SLIT (p < 0,05) em ambos os grupos DPT e placebo
(Fig. 13A). Nao foram observadas alteragdes significativas nos niveis de IgA para os
alérgenos principais Der p 1 (Fig. 13B) e Der p 2 (Fig. 13C) em amostras de fluido de
lavado nasal apds quaisquer tempos de avaliagdo em cada grupo. Além disso,
nenhuma diferenga significativa foi encontrada nas analises entre os grupos em

cada tempo de avaliag&o para estes parametros (Figs. 13D, E, F).
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Figura 12 - Niveis de IgA aos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (A, D) e a seus principais
alérgenos Der p 1 (B, E) e Der p 2 (C, F) em amostras de saliva de pacientes randomizados em trés grupos de
imunoterapia sublingual: DPT (alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (alérgeno Dpt e extratos de bactérias mistas das
vias respiratérias; n = 25), e Placebo (diluente das vacinas; n = 19). Niveis de anticorpos s&o expressos em
indice ELISA (IE) e os dados s&o representados em box plot (A, B, C) com mediana e percentis 25-75%, e
linhas verticais que indicam o intervalo dos valores (min a max). A linha pontilhada indica o valor do limite de
positividade da reagéo (IE > 1.2). A cinética da resposta de anticorpo é também indicada e expressa em média e
erro padrao da média (D, E, F). Diferencas significativas entre os valores iniciais (TO) e apds 12 (T12) ou 18
(T18) meses de tratamento dentro de cada grupo foram determinadas pelo teste de Friedman e pds-teste de
Dunn (* p <0,05).
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Figura 13 - Niveis de IgA aos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (A, D) e a seus principais
alérgenos Der p 1 (B, E) e Der p 2 (C, F) em amostras de fluido do lavado nasal de pacientes randomizados em
trés grupos de imunoterapia sublingual: DPT (alérgeno Dpt; n = 26), DPT+MRB (alérgeno Dpt e extratos de
bactérias mistas das vias respiratérias; n = 25), e Placebo (diluente das vacinas; n = 19). Niveis de anticorpos
sédo expressos em indice ELISA (IE) e os dados sdo representados em box plot (A, B, C) com mediana e
percentis 25-75%, e linhas verticais que indicam o intervalo dos valores (min a max). A linha pontilhada indica o
valor do limite de positividade da reagéo (IE > 1.2). A cinética da resposta de anticorpo é também indicada e
expressa em média e erro padrdo da média (D, E, F). Diferencas significativas entre os valores iniciais (TO) e
apos 12 (T12) ou 18 (T18) meses de tratamento dentro de cada grupo foram determinadas pelo teste de
Friedman e pés-teste de Dunn (* p < 0,05).
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5.1. Discussao

Acaros da poeira domiciliar como D. pteronyssinus representam fontes
alergénicas importantes na inducdo de doengas alérgicas respiratérias. Para o
tratamento dessas doengas, a imunoterapia sublingual (SLIT) constitui uma
alternativa viavel e eficaz a imunoterapia subcutanea (SCIT) aplicada a pacientes
com asma e rinite alérgica (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE, et al., 2001). A
SLIT € uma modalidade de imunoterapia especifica com alérgenos ideal para tratar
a populagdo pediatrica devido ao seu excelente nivel de seguranga, pois seus
efeitos colaterais sdo praticamente ausentes, custo, eficacia e boa adesédo ao
tratamento (KUO; WANG, et al., 2009). Além disso, varios estudos tém empregado
SLIT na pratica clinica de pacientes pediatricos alérgicos a acaros da poeira
domiciliar (HIRSCH; SAHN; LEUPOLD, 1997; LUE; LIN, et al., 2006; TSENG; FU, et
al., 2008), contudo ha informacgdes limitadas sobre o uso concomitante de extratos
de acaros associados a extratos de bactérias.

O presente trabalho foi um estudo com SLIT randomizado, duplo-cego e
controlado com placebo usando alérgenos de Dpt padronizados associados ou n&o
com extratos bacterianos em criancas brasileiras sensibilizadas a acaros com rinite
alérgica com ou sem asma. Um total de 70 pacientes, representando 70% da
amostra do inicio do estudo, foram seguidos clinica e laboratorialmente por 18
meses para possibilitar a analise da ocorréncia de alteragdes clinicas e imunologicas
relevantes na evolugdo da doenca alérgica respiratéria. E importante salientar, que
todos os pacientes dos trés grupos estavam homogéneos apods distribuigdo
randdmica antes do inicio da imunoterapia, nao apresentando diferengas
estatisticamente significantes entre eles para os dados demograficos e clinicos, bem
como o0s parametros imunologicos como resultados de SPT, niveis de IgE sérica
total e IgE especifica para acaros.

Embora ndo tenhamos detectado diferengas significativas entre os grupos de
tratamento no escore de sintomas ou uso de medicacdo, resultados clinicos
mostraram que houve um declinio significativo nos escores de sintomas de rinite e
asma apos SLIT em grupos ativos e placebo, particularmente no grupo DPT+MRB, o
qual apresentou a reducao mais expressiva nos escores de sintomas clinicos aos 18
meses de tratamento. Uma explicagao proposta a nivel celular e molecular sugerida
para este efeito poderia ser explicado pela presenca de antigenos microbianos na
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composicdo da vacina deste grupo que induziriam as células dentriticas a
mecanismos tolerogénicos, como estimulagdo da expressdo de moléculas co-
inibitérias (B7H1 e B7H3) ou a liberagao de IL10. Estas propriedades tolerogénicas
podem ser alvo de substituicdo de alérgenos com adjuvantes, que empregam as
mesmas estruturas em DCs orais para aumentar o efeito da SLIT (NOVAK; BIEBER,;
ALLAM, 2011).

Quanto ao uso de medicagdo, foi observado que houve uma redugdo
significativa nos escores para rinite no grupo DPT, apdés 12 meses de tratamento.
Varios estudos duplo cego, randomizados, controlados por placebo também tém
demonstrado uma redugdo significativa nos escores dos sintomas da rinite apos
SLIT em pacientes sensibilizados a acaros usando somente alérgeno de acaro
(TARI; MANCINO; MONTI, 1990; WILSON; TORRES; DURHAM, 2003; WILSON;
LIMA; DURHAM, 2005; MALLING, 2006). No entanto, dois outros estudos nao
encontraram nenhum beneficio clinico consistente apdés o emprego de SLIT em
comparagéo ao placebo apds 12 ou 24 meses de tratamento (HIRSCH; SAHN;
LEUPOLD, 1997; GUEZ; VATRINET, et al., 2000). Em nosso estudo, a razdo de nao
termos encontrado uma diferenga significativa entre os grupos ndo esta
provavelmente relacionada com a dose de manutencdo ou tempo de uso em nosso
esquema de SLIT, pois acredita-se que essas variaveis tenham sido realizadas de
forma adequada. Neste contexto, estudo recente envolvendo o uso de SLIT com
extrato de acaros da poeira domiciliar em pacientes com rinite alérgica a acaros
administrada por um periodo maior que 30 semanas mostrou-se segura, eficaz e
bem tolerada (YONEKURA; OKAMOTO, et al., 2010). Apesar dos consensos atuais
de imunoterapia referirem que a duragdo completa da imunoterapia seja subcutanea
ou sublingual deveria encerrar somente apds trés a cinco anos, € esperado que
apo0s os primeiros seis meses de imunoterapia o paciente ja deveria perceber
melhora clinica. Assim, se o paciente ndo apresenta melhora clinica em dois anos,
recomenda-se interromper a imunoterapia (ALVAREZ-CUESTA; BOUSQUET; et. al.,
2006; JOINT TASK FORCE ON PRACTICE PARAMETERS; AMERICAN ACADEMY
OF ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY; AMERICAN COLLEGE OF
ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY; JOINT COUNCIL OF ALLERGY,
ASTHMA AND IMMUNOLOGY, 2007). Um seguimento a longo prazo apés o término
da SLIT seria necessario para compararmos os sintomas e uso de medicagao entre

os trés grupos de tratamento, dentro de um periodo de seguimento maior e assim
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poderiamos observar a diferenga entre os grupos estudados de uma forma mais
consistente.

Em relagdo a dose de manutengao, Bush; Swensone e colaboradores (2011)
em um recente estudo de SLIT controlado com placebo, comparando altas (70 ug de
Der f 1/dia) versus baixas doses (1ug de Der f 1/dia) de D. Farinae, tem
demonstrado melhora dos escores de sintomas e de uso medicagdo sem diferenga
estatistica entre os trés grupos estudados em pacientes adultos com rinite alérgica
com ou sem asma, como encontrados em nosso estudo. Apesar de este estudo néo
fazer referéncia a participagdo em Programa Educativo para Asma, estes dados
sugerem que outras variaveis de cuidados a saude também devem ter influenciado
na melhoria dos escores de sintomas de rinite e uso de medicagcdo observada
durante o periodo de 12 a 18 meses de imunoterapia realizada neste estudo.

Neste presente estudo os pacientes faziam parte de um programa educacional
aplicado na rotina de atendimento de rinite e asma. Este programa proporcionou um
crescente e progressivo aprendizado dos conceitos sobre a fisiopatologia da rinite e
asma, controle ambiental, e tratamento a longo e curto prazo. Acredita-se ter
melhorado o conhecimento dos pacientes e/ou de seus responsaveis sobre a
doenca e sobre o tratamento medicamentoso em crise. Eles aprenderam a utilizar a
medicacdo com auto-manejo, por meio da orientagdo de um plano de agéo por
escrito, para ser utilizado em caso de reaparecimento ou agravamento dos sintomas
(ANEXO 3). Isto proporcionou melhor controle clinico e diminuicdo do uso de
medicacdo pelos pacientes com rinite alérgica persistente moderada/grave com ou
sem asma leve intermitente ou persistente. Para os pacientes deste estudo com
SLIT ndo foi orientado o tratamento de manutencdo em longo prazo fora de
exacerbacbes dos sintomas, e nao tiveram acesso ao plano de acido para
medicamentos de longa durag&o, mas sim para curto prazo. Tivemos este cuidado
para evitar a interferéncia pelos medicamentos de uso continuo em nossos
resultados. Foi orientado que a medicacao fosse utilizada no maximo 7 dias em
vigéncia de crise e/ou piora clinica. Lopez-Vina e Del Castillo-Arévalo (2000)
demonstraram que um programa de educagdo realizado em longo prazo e com
visitas médicas regulares em nivel ambulatorial tem mostrado impacto relevante
sobre a melhora clinica de pacientes portadores de asma e rinite. O grupo auto-
manejo apresentou melhor controle clinico quando comparado com o grupo que

recebeu somente educagao e grupo controle.
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Neste presente estudo, os pacientes e seus pais ou responsaveis participaram
deste programa de educagao em rinite e asma, visitaram mensalmente um médico e
outros profissionais da saude como enfermeiras, assistentes sociais e psicologos.
Esta equipe os auxiliou a agregarem conhecimentos sobre a doencga, incluindo o uso
adequado de dispositivos inalatérios orais e nasais bem como apoio psicossocial
adequado. Assim sendo, eles alcangaram boa adesdo ao tratamento, seguindo
devidamente as orientacbes fornecidas para a realizacdo de medidas preventivas
para evitar a inalagcdo de alérgenos, uso correto de medicamentos. Como
consequéncia, houve melhora dos aspectos psicossomaticos associados com
doencgas alérgicas e da qualidade de vida relacionada a rinite persistente e asma
leve, além de atenuar os sintomas de ansiedade tanto das criangas quanto de seus
pais possivelmente pela boa relacao profissional-paciente devido ao constante apoio
e orientagdes dadas pela equipe multidisciplinar (QUEIROS; OLIVEIRA, et al.,
2008).

As medidas de educacado em doencgas alérgicas no programa eram realizadas
no mesmo dia em que os pacientes compareciam a unidade de saude NABS para
receberem as vacinas, coleta de exames, realizagdo de entrevistas (questionarios) e
consultas médicas. Sendo assim os resultados aqui obtidos de melhora clinica em
todos os grupos foi principalmente relacionado a melhor qualidade de assisténcia
multiprofissional dada ao paciente alérgico. Em duas revisbes sistematicas, sobre
medidas educacionais em asma, em criancas, adolescentes e adultos, fica evidente
que quanto mais individualizado for o programa de educagdo, maior sera sua
efetividade na evolugdo da doenca (GIBSON; POWELL et al.,, 2003; GUEVARA;
WOLF, et al., 2003). Estudos clinicos baseados na educagao do paciente e auto-
manejo da asma apresentam resultados positivos na melhora da qualidade de vida
(JONES, 2008), sendo um componente essencial para o manejo da asma e parece
ter maior beneficio aos portadores de comorbidades associadas a asma (LEMIERE;
BAI, 2004).

Acreditamos que no presente estudo o conhecimento das doencgas alérgicas,
particularmente rinite e asma, identificando sinais e sintomas de piora clinica
ministrados no programa tem beneficiado os pacientes melhorando os sintomas
clinicos dessas doencas, contribuindo para a reducido das visitas aos servicos de
emergéncia, hospitalizagbes, utilizacdo de broncodilatadores inalatérios orais de

resgate, corticoides inalatorios orais e nasais e, corticdides sistémicos. Em nosso
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estudo anterior, sobre o “Programa de Alergia Respiratoria em Unidade do SUS X
Diminuicdo do Numero de Internagdes por Asma e Pneumonia”, concluimos que
programas de educagdo em saude encorajam o paciente a assumir maior
responsabilidade no manejo da sua propria doenga, com adequagao do tratamento
pelo auto-ajuste da medicagao conduzida por um plano de agéo por escrito e visita
meédica sequencial, resultando em aumento de aderéncia ao tratamento e em
redugdo na morbidade por rinite e asma e diminuicdo de hospitalizacdes (QUEIROS;
ABDALLA; PEPPE, 2000).

O emprego de Imunoterapia com extratos bacterianos nas doengas alérgicas
tem sido descrito ha décadas, mas os seus efeitos ndo tem sido convincentes, pois
nem todos destes estudos foram controlados por placebo. Estudos duplo-cegos
usando inje¢des subcutaneas com extratos de bactérias ndo demonstraram eficacia
clinica na asma (FRANKLAND; HUGHES; GORRILL, 1955; KOIVIKKO, 1973) por
provavel curto periodo de tratamento e concentragdo insuficiente de bactérias
(MUELLER; LANZ, 1969). No entanto, um estudo realizado em pacientes com asma
evidenciou uma redugao dos sintomas em 75% dos pacientes estudados (OEHLING;
JEREZ, et al., 1979) e em outro, 86% das criangas tratadas com imunoterapia
bacteriana oral foi evidenciada uma redugao na frequéncia e na gravidade das crises
de asma em relagdo aos episédios de infecgdo (OEHLING, 1996). Estes achados
reforcam que os extratos bacterianos tém um papel importante na reducéo do perfil
Th2 dominante nas respostas imunoldgicas e, consequentemente, devam contribuir
para a melhora clinica desses pacientes alérgicos (ZUBERBIER; BACHERT, et al.,
2010).

Ao analisarmos a reatividade cutanea aos extratos alergénicos observada
por meio do teste cutaneo (SPT), ndo foram encontradas diferengas significativas
entre o inicio e apés 12 e 18 meses de SLIT dentro de cada grupo e ndo houve
diferengas significativas entre os grupos. Estes dados concordam com outros
estudos que também nao demonstraram diminui¢do significativa no diametro da
papula obtido por meio do SPT em grupos ativos ou placebo apdés SLIT em
pacientes com alergia a acaros (GUEZ; VATRINET, et al., 2000; OZDEMIR; YAZI, et
al., 2007). No entanto, estudos anteriores, controlados por placebos, mostraram
reatividade cutdnea reduzida apos SLIT em criancas com asma e rinite
sensibilizados a acaros da poeira domiciliar (BAHCECILER; ISIK, et al., 2001;
EIFAN; AKKOC, et al.,, 2010). Isto reafirma que a reatividade ao teste cutaneo
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alérgico utilizando uma unica diluigho bem como os niveis de anticorpos IgE
especificos in vitro nem sempre estdo intimamente relacionados com uma resposta
clinica do paciente (JOINT TASK FORCE ON PRACTICE PARAMETERS;
AMERICAN ACADEMY OF ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY; AMERICAN
COLLEGE OF ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY; JOINT COUNCIL OF
ALLERGY, ASTHMA AND IMMUNOLOGY., 2007). Dessa forma, a melhora clinica
parece estar relacionada ndo com a diminuicdo dos anticorpos especificos da classe
IgE e sim pela formagéo de outras classes de anticorpos bloqueadores capazes de
impedirem a degranulagdo mastocitaria mediada por IgE por mecanismo de
competicdo, o qual sera discutido adiante com mais detalhe.

A fase de inducdo como citado anteriormente foi realizada diariamente
durante dois meses e meio e a fase de manutengao administrada trés vezes por
semana durante toda a imunoterapia. Assim sendo, os provaveis efeitos adversos da
vacina foram considerados antes (devido a vacina estar sendo administrada
diariamente na fase de indugdo e em dias alternados na manutencgao) e depois dos
pacientes terem recebido as doses da vacina. A SLIT foi considerada geralmente
segura, sem reagdes sistémicas graves, apresentando apenas reagdes locais e
sistémicas leves. Reacdes locais foram mais frequentes (31%) do que os efeitos
sistémicos (21%). Tais reag¢des tém sido relatadas em outros estudos de SLIT com
acaros e foram associados a uma alta poténcia do extrato alergénico (BUSH;
SWENSON, et al., 2011). Em nosso atual estudo, a dose de manutencédo de SLIT
teve que ser ajustada para 36 pug de Der p 1 por més e 30 ug de Der p 2 por més.
Quando foi tentado ultrapassar esta dose, observou-se aumento da ocorréncia de
reacoes locais e risco de reagdes sistémicas mais graves. Sendo assim, foi decidido
fixar nesta dosagem como a dose de manutengao até o final do estudo.

No presente trabalho, criangas com rinite alérgica com ou sem asma
apresentaram niveis elevados de IgE sérica para Dpt e a seus principais alérgenos,
Der p 1 e Der p 2, no inicio do estudo, sendo que durante os 18 meses de
imunoterapia os niveis de IgE anti Der p 2 se mantiveram maiores que os niveis de
IgE anti Der p 1. Apos 18 meses de SLIT, os niveis de IgE a Der p 2 diminuiram
significativamente no grupo DPT+MRB, o qual também mostrou niveis de IgE anti-
Dpt menores que aqueles apresentados pelo grupo placebo neste tempo de
avaliacdo. Resultados semelhantes foram obtidos em nosso estudo anterior quando

foi empregada a SCIT que mostrou diminuigdo dos niveis de IgE para Dpt e Der p 2,
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ap6s 1 ano de tratamento no grupo DPT+MRB (QUEIROS; OLIVEIRA, et al., 2008),
reforcando o efeito adjuvante de extratos de bactérias em modular as respostas IgE
especificas a acaros. Em contraste, o aumento dos niveis de IgE ao alérgeno Der p
2, mas nao a Der p 1 e ao extrato total de Dpt, foram encontrados apenas no grupo
ativo DPT, demonstrando que as criangas eram mais sensiveis ao alérgeno Der p 2
que ao alérgeno Der p 1. Esses achados discordam com o nosso estudo anterior de
SCIT que demonstrou uma diminui¢ao significativa dos niveis de IgE a Der p 2 no
grupo DPT (QUEIROS; OLIVEIRA, et al., 2008), sustentando que a SCIT tem se
mostrado ser mais eficaz do que a SLIT para a redugao da sintese de IgE alérgeno-
especifica. Neste contexto, estudos prévios demostraram que os niveis de IgE
especificos para Der p 2 foram superiores aos niveis de IgE anti-Der p 1 no soro dos
pacientes, reforcando que Der p 2 € uma molécula imunologicamente mais ativa do
que Der p 1 na indugéo de sintese de IgE (TAKETOMI ; OLIVEIRA. et al., 2005).

Na avaliacao de respostas de subclasses de IgG alérgeno-especificos no soro,
foi notavel o aumento significativo dos niveis de IgG4 para os alérgenos de Dpt, Der
p 1 e Derp 2 apés 12 ou 18 meses de tratamento no grupo DPT, que fundamenta o
efeito da SLIT ativa sobre a resposta de anticorpos bloqueadores. Esses achados
foram mais evidenciados ao alérgeno Der p 1 uma vez que niveis de IgG4 anti-Der p
1 foram significativamente maiores no grupo DPT em relagédo aos grupos DPT+MRB
e placebo apds 12 e 18 meses de SLIT. Esses resultados estdo de acordo com
estudos anteriores que mostraram aumento significativo dos niveis de IgG4
especifico a acaros apos SLIT (TARI; MANCINO; MONTI, 1990; LUE; LIN, et al.,
2006) (TSENG; FU, et al., 2008). A associacao de 1gG4 com atividade protetora esta
relacionada a sua fungdo como anticorpo de bloqueio ou marcador de inducio de
tolerancia (ALBERSE; STAPEL, 2009).

Imunoterapia alérgeno especifica (SIT) também influencia a atividade de
bloqueio exercidas pelos anticorpos IgG4 sobre as respostas mediadas por
anticorpos IgE, especialmente a apresentagcdo de alérgenos as células T facilitada
pelo receptor Fce de IgE (VAN NEERVEN, WIKBORG, et al., 1999). Anticorpos IgG
especificos também podem interferir com a secrecao de citocinas dependente da
IgE em mastocitos. |gG4 exibe uma caracteristica unica estrutural de sua regido de
dobradiga que resulta em uma menor afinidade para determinados receptores Fc,
levando a IgG4 apresentar atividade anti-inflamatéria; particularmente, a capacidade

de mudanga dindmica do braco Fab, o que leva a anticorpos bi-especificos que sao
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funcionalmente monomeéricos, diminuindo significativamente a possibilidade de
ligagcdes cruzadas dos anticorpos IgE com alérgenos em mastocitos e aumenta a
capacidade de bloqueio a alérgenos (AALBERSE; SCHUURMAN, 2002; VAN DER
NEUT KOLFSCHOTEN; SCHUURMAN, et al., 2007).

A mensuracgao de anticorpos IgG4 pode ser particularmente valiosa porque o
aumento consideravel de seus niveis pode ser um forte indicador da ativagdo dos
mecanismos de indugdo de tolerancia (GUEZ, VATRINET, et al., 2000). Portanto,
acredita-se que esta atividade de protecédo possa constituir em um mecanismo
importante para a obtengdo da eficacia clinica da imunoterapia especifica com
alérgenos. Resultados similares foram observados para IgG1 especificos no soro,
com um aumento significativo dos niveis IgG1 para Dpt e Der p 1, mas ndo aos
alérgenos Der p 2, no grupo ativo DPT apds 12 e 18 meses de SLIT. No entanto,
um estudo anterior com SLIT em pacientes asmaticos sensiveis a acaros nao foi
capaz de demonstrar alteragdes nos niveis séricos de IgG1 especifica durante todo
o periodo de tratamento (BAHCECILER; ARIKAN, et al., 2005). Nossos resultados
também divergem de outro estudo de SIT com gramineas (PENG; NACLERIO,
1992) que demonstrou que IgG1 era dominante na resposta no primeiro ano, ou
seja, no inicio da imunoterapia, enquanto IgG4 aparece em quantidades
significativas somente apos tratamento prolongado (3 anos).

No presente estudo, respostas induzidas por IgG1 anti-Dpt foram
aumentadas apos 12 e 18 meses de SLIT e predominantemente ao alérgeno Der p
1, no grupo ativo DPT bem como em relagdo aos grupos DPT+MRB e placebo,
reforcando a nossa idéia de que Der p 1 deve ser mais imunogénico do que Der p 2
na indugdo de sintese de IgG1 (QUEIROS; OLIVEIRA, et al, 2008).
Alternativamente, pode ser interpretado que o conteudo do alérgeno Der p 2 no
extrato Dpt tivesse sido insuficiente para estimular a producdo desses anticorpos
IgG1 especificos, uma vez que o extrato de alérgenos Dpt contém metade da
quantidade de Der p 2 (5.100 ug/ml) em relagdo a Der p 1 (10.900 pg/ml). Estes
dados sugerem que a SLIT utilizando extrato bruto de Dpt pode modular o equilibrio
de resposta imune no eixo Th1/Th2 estimulando predominantemente a sintese de
IgG1 em resposta ao alérgeno Der p 1, mas ndo a Der p 2 devido as suas
caracteristicas moleculares préprias. Por outro lado, os grupos que receberam
DPT+MRB ou placebo ndo mostraram aumento significativo nas respostas IgG

especificas a acaros, reforgcando a premissa de que o alérgeno Dpt administrado
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isoladamente possa ser capaz de induzir aumento destes anticorpos IgG
especificos.

Embora niveis aumentados de IgE sérica especifica aos alérgenos possam
ser facilmente demonstrados em criangas com rinite alérgica sensibilizadas aos
acaros, a presenga de diferentes isotipos de anticorpos salivares, como IgA, IgE e
subclasses de IgG, bem como a relagdo entre anticorpos séricos e salivares ainda
nao estdo bem estabelecidas. Nesse sentido, com o crescente avango nas
abordagens dos efeitos da imunoterapia sublingual para rinite alérgica, incluindo a
mensuragao de anticorpos IgA especificos aos alérgenos em outras amostras
biolégicas como a saliva e o lavado nasal, podem ser uma ferramenta util para o
acompanhamento das altera¢des imunoldgicas durante o tratamento.

Ao analisar as respostas de IgA na saliva e amostras de lavado nasal
alérgeno-especificos a acaros, encontramos um aumento dos niveis de IgA salivares
para Dpt e Der p 1, mas ndo a Der p 2, no grupo ativo DPT. No grupo que recebeu
DPT+MRB houve aumento significativo de IgA anti-Derp1 e ndo a Dpt e Derp 2.
Dessa forma, anticorpos IgA parecem ser produzidos localmente, e nao
passivamente transferidos do soro. Assim, ha mais de trés décadas € conhecido que
a maioria desses anticorpos estdo presentes nas secrecdes em sitios de mucosas
associados a orgaos ou tecidos especificos (NAKAJIMA; GILLESPIE, 1975;
PLATTS-MILLS,1979). Neste contexto, plasmdcitos produtores de IgA podem migrar
para superficies distantes das mucosas e, como resultado, o local de produgao de
anticorpos IgA n&o indicaria o sitio da resposta ao alérgeno (PLATTS-MILLS,1979).
E interessante reforgar que a presenca de altos niveis de anticorpos IgA especificos,
particularmente no soro de criangas nao-alérgicas podem ser responsaveis por
prevenir sensibilizagao a alérgenos. Tem sido relatado que a deficiéncia de anticorpo
IgA pode estar associado com o desenvolvimento de atopia no primeiro ano em
pacientes alérgicos, reforcando a importancia da sintese de anticorpos IgA para
prevenir o desenvolvimento de doengas atdpicas (TAYLOR; NORMAN, 1973). Além
disso, nossos estudos recentes, tém mostrado que anticorpos IgA especificos a
alérgenos de acaros predominam no soro e saliva de criangas n&o-alérgicas
enquanto que anticorpos IgE especificos e anticorpos IgG4 sdo comuns em criangas
alérgicas (Miranda,Silva, et al., 2011). Portanto, a presenca de IgA especifica parece
ter um papel fundamental para a resposta imune saudavel aos alérgenos presentes

na mucosa. Portanto, medidas de IgA especifica no soro e/ou saliva podem ser uteis
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para monitorar a ativacdo de mecanismos de indugcdo de tolerancia durante a
imunoterapia sublingual.

Curiosamente, em amostras de lavado nasal, no entanto, o efeito oposto foi
observado, com diminuicdo dos niveis de IgA para Dpt no grupo DPT ativo e
placebo, sugerindo uma estimulacao preferencial da resposta imune ap6s SLIT ativo
da regido oral, ao invés de uma resposta da mucosa nasal. Um fator importante para
a eficacia da SLIT pode ser o tempo de contato prolongado com a mucosa
sublingual destas moléculas alergénicas que s&o imunologicamente ativas na
indugdo ndo somente de IgE mas também de sintese de anticorpos 1gG4, 1gG1 e
IgA. O alérgeno sublingual é capturado dentro da mucosa oral pelas células
dendriticas de Langerhans, e estas sao propensas a induzir tolerancia pois elas
expressam FceRI, e produzem citocinas reguladoras como IL-10 e TGF-
(MOINGEON; BATARD, et al., 2006; ALLAM; STOJANOVSKI, et al., 2008).
Provavelmente, os baixos niveis de IgA salivares estdo associados com o
desenvolvimento de alergia (VAN ASPEREN; GLEESON, et al., 1985; BOTTCHER;
HAGGSTROM, et al., 2002). Em modelos murinos de sensibilizacdo das vias aéreas,
verificou-se que o pré-tratamento com IgA alérgeno-especificos antes da inalagéo de
aeroalérgenos foi capaz de impedir o desenvolvimento de hiperreatividade das vias
aéreas, inflamagédo eosinofilica pulmonar, producdo de IgE especificos e de
citocinas Th2 locais (SCHWARZE; CIESLEWICZ, et al., 1998). Assim, os anticorpos
IgA alérgeno-especificos foram capazes de modificar as consequéncias respiratorias
e imunoldgicas das vias aéreas em camundongos sensibilizados a acaros devido a
exposicao a estes alérgenos. Desta forma, em modelos murinos houve produgéo de
IgA salivar induzida por D. pteronyssinus e supressao da inflamagao das vias aéreas
apo6s imunoterapia nasal local (LIU; TSAI, 2005).

E interessante notar que ha estudos onde foi demonstrado que individuos
nao-atdpicos saudaveis tém produgdo aumentada de IgA no soro especifica a Der p
1, mas nao a anticorpos IgE especificos (JUTEL; AKDIS, et al., 2003; AYDOGAN;
METE, et al.,, 2007). Estes autores notaram que este aumento de anticorpos IgA
especificos no soro coincidiu com o aumento de TGF-B, denotando a importancia da
atuacdo das células T reguladoras na elaboracdo da resposta imune de mucosa
periférica aos alérgenos em individuos saudaveis. Em adigao, varios investigadores
tém demonstrado que pacientes com rinite alérgica produzem IgA tanto no soro

guanto na saliva por meio da ativagédo das células T reguladoras produtoras de TGF-
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B na tentativa de normalizar as reagdes alérgicas(JUTEL; AKDIS, et al., 2003;
AYDOGAN; METE, et al.,, 2007). Estes dados suportam que anticorpos IgA
especificos podem inibir a ligagado de IgE aos alérgenos em células que possuem
receptores para o fragmento Fc de IgE (BOTTCHER; HAGGSTROM, et al., 2002).
Assim sendo, estes estudos nos sugerem que o aumento dos niveis de anticorpos
IgA especificos apoés SLIT parece ter um papel fundamental na modulagdo da
resposta imune aos alérgenos de mucosa, evitando a ocorréncia das reagdes
alérgicas. Em nosso estudo, o aumento de IgA, IgG4 e IgG1 somente ocorreu nos
grupos que receberam o alérgeno DPT associado ou n&o a extratos bacterianos
enquanto no grupo placebo nao foi detectado aumento dos niveis destes anticorpos.
No entanto, todos os trés grupos estudados melhoraram clinicamente, inclusive o
placebo. Sendo assim, seria interessante realizar o acompanhamento clinico desses
pacientes por um periodo adicional apds a interrup¢cdo da SLIT para possibilitar a
analise dos grupos que irdo permanecer com esta melhora de sintomas e de uso de
medicagdo. Assim, possibilitaria a obtencdo de novas conclusdes a respeito das
alteragcdes imunolégicas que observamos neste nosso estudo, avaliando a
contribuicdo para a melhora clinica de nossos pacientes estudados com rinite e
asma alérgicas.
Concluimos que de uma maneira geral, a SLIT sugere ser eficaz na melhora
dos sintomas clinicos, porém apenas os grupos ativos foram capazes de modular a
resposta imunoldgica local e sistémica. Assim, a SLIT usando alérgeno Dpt puro, ou
seja, do grupo DPT na auséncia de extrato bacteriano foi capaz de induzir aumento
dos niveis séricos de 1gG4 para Dpt, Der p 1 e Der p 2, bem como o aumento de
IgG1 no soro e dos niveis salivares de IgA para alérgenos Dpt e Der p 1. A SLIT
usando DPT + MRB foi capaz de diminuir os niveis de IgE, especialmente para Der p
2, e aumentar os niveis salivares de IgA Der p 1, mas nao tiveram altera¢gdes nos
niveis de 1gG4 e IgG1 especificas. Esses resultados reforcam o papel de IgG4 e
IgG1 especificos no soro, além de IgA salivar, como anticorpos possivelmente
protetores ou de bloqueio, bem como biomarcadores de tolerancia que podem ser
uteis para monitorar a ativagdo de mecanismos de inducédo de tolerancia durante a
imunoterapia.
No entanto, varias perguntas ainda precisam ser respondidas antes que o
papel da SLIT no tratamento das doencgas alérgicas possa ser totalmente definido
(MOINGEON; BATARD, et al., 2006; ALLAM; STOJANOVSKI, et al., 2008).
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Sugerimos que mais estudos consistentes devam ser realizados para responder os
pontos ainda nao totalmente definidos, dentre eles sdo a real concentragéo efetiva
dos alérgenos, a duragao do tratamento (BUSH; SWENSON, et al., 2011; MALLING,
2006; WILSON; TORRES; DURHAM, 2003; WILSON; LIMA; DURHAM, 2005) e se a
SLIT deve ou ndo ser administrada com ou sem adjuvantes de extratos bacterianos
(ROSASCHINO; CATTANEO, 2004).



6 CONCLUSAO
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Concluimos que:

a) A SLIT foi considerada geralmente segura, sem reagdes sistémicas graves,
apresentando apenas reacdes locais e sistémicas leves.

b) A SLIT ndo demonstrou diminuigdo significativa no diametro da papula obtido
por meio do SPT em grupos ativos ou placebo em pacientes com alergia a

acaros.

c) Foi observado melhora clinica tanto no grupo da SLIT como do controle,
porém somente na SLIT com alérgeno foi capaz de modular as respostas de
anticorpos sistémicos e de mucosa. Estes achados reforcam o papel de
anticorpos 1gG4 e 1gG1 séricos especificos, além de IgA salivar, como
provaveis anticorpos bloqueadores ou biomarcadores de tolerancia que

podem ser uteis para monitoramento da imunoterapia alérgeno-especifica.
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ANEXO 1 — Aprovacao do Projeto de Pesquisa CEP

Universidade Federal de Uberlandia
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacgao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2160 — Bloco J. Campus Santa Ménica — Uberlandia — MG
CEP 38400-089 — FONE/FAX (34) 3230-4531

ANALISE FINAL N° 130/07 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEP/UFU: 262/06

Projeto Pesquisa “Imunoterapia sublingual com alérgenos de Dermatophagoides
pteronyssinus associados ou nao a extratos bacterianos em pacientes com rinite alérgica com
ou sem asma leve”

Pesquisador Responsavel: Ernesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuigcdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovacgao do projeto de pesquisa proposto.

Situagao: O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a — segundo a Resolugao 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b — podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentagéao pertinente ao projeto.

¢ — a aprovacao do protocolo pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
Resolugao 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega do Relatério parcial: julho/2008

Data para entrega do Relatério final: margo/2010

13 de abril de 2007.

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientacao ao pesquisador

Orientagdes ao pesquisador
(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagbes)

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1.f) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

« O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.z), aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram agao imediata.

+ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

» Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o
parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, item Ill.2.e). O prazo para entrega
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de relatdrio é de 120 dias apoés o término da execugéo prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res.
196/96 CNS.

ANEXO 2 - Termo de Consentimento

Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Fone: (034)3218-2195 TeleFax: (034)3218-2333
Av. Para 1720 — Bloco 4C — Campus Umuarama 38400-902 Uberlandia MG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
) Disciplina de Imunologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Imunoterapia
sublingual com Dematophagoides pteronyssinus associados a extratos
bacterianos em pacientes com asma leve e ou rinite alérgica” sob a
responsabilidade dos pesquisadores, Dra. Meimei Guimardes Junqueira
Queirds e Dr. Ernesto Ernesto Taketomi.

Nesta pesquisa, nés estamos buscando entender o efeito da vacina
sublingual de alergia sobre os sintomas de rinite alérgica ou asma e as
mudangas nos resultados dos exames de sangue. Sera coletado 10 mL sangue
a cada 6 meses durante o periodo de 4 anos. Nesta pesquisa cada paciente
sera distribuido em 3 grupos diferentes de tratamento, a saber: | = Extrato de
Dermatophagoides pteronyssinus; |l — Extrato de Dermatophagoides
pteronyssinus e bacterianos; Ill - Placebo. Nem o médico assistente e nem
vocé vai saber em qual tipo de tratamento vocé estara recebendo.

Durante o estudo, vocé sera submetido a realizagao de testes alérgicos e
exames de sangue para verificar o andamento do seu tratamento com a vacina
de alergia.

Durante esta pesquisa, o atendimento médico sera realizado no NABS
(Nucleo de Acgdes Basicas de Saude de ltumbiara, Goias) e os exames de
sangue serdo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia
Clinica da Universidade Federal de Uberlandia, MG.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados desta

pesquisa serao publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.




104
ANEXOS

Vocé nao tera nenhum 6énus e ganho financeiro por participar desta
pesquisa.

Os riscos sao minimos, mas podem ocasionar as proprias crises
alérgicas. Caso isso acontega, vocé sera imediatamente examinado por
médicos assistentes e recebera tratamento adequado. Os beneficios serdo a
diminuicdo das crises alérgicas mesmo apos o término do tratamento.

Vocé é livre para parar de participar da pesquisa a qualquer momento
sem nenhum prejuizo.

Uma coépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com
vocé ou responsavel do paciente.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé ou o responsavel podera

entrar em contato com:

Meimei G.J. Queirds
Praca da Bandeira, 345B
ltumbiara, GO

Tel.: (064)3431-6550

Dr. Ernesto A. Taketomi e Dra. Deise A.O. Silva
Avenida Para, 1720 Bloco 4C, Campus Umuarama
Universidade Federal de Uberlandia

Uberléndia, MG

Tel.: (034)3218-2195 / Telefax: (034) 3218-2333

Comité de Etica em Pesquisa/UFU
Tel.: (34) 3239-4531/4131

Itumbiara, GO, / /

Assinatura do paciente ou do responsavel legal
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ANEXO 3 - Plano de Agao

PROGRAMA DE ASMA E ALERGIA RESPIRATORIA ADULTOS E CRIANGAS

Fundo Municipal de Saude / Secretaria Municipal de Saude / PMI
Plano de Acgao para Rinite Alérgica e Asma

Paciente:

Alergista:

Local de Atendimento:

@ Horario de Atendimento:

* Enfermeiras- Agentes de Saude e pacientes: Com este Plano de A¢ao vocés
poderao fazer as medicagoes para crise mesmo antes do atendimento pelo médico .
— Somente Modelo:

No modelo original, o Plano de Rinite vem separado do Rinite e Asma e os medicamentos
sdo0 com o nome genérico encontrado na rede publica.

Medicacio de Alivio para crise de Asma e/ou Rinite:

Uso Oral

01 - B2 inalatoério spray oral - 1U
Fazer puffs de 4/4 horas por _2a3 dias.
Se crise, Fazer puffs de 20/20 minutos, 3 vezes e depois 4/4 horas.

Se somente falta de ar, Fazer puffs e ndo prosseguir.

02 - Corticosteréide comp ou Solugao Oral

Tomar Cps ou ----- ml 8 horas da manha com leite dias.

03 - Antihistaminico comp ou soluc¢ao oral

Dar --- ml ou 1 comp ao dia por -- dias e sempre que crise de rinite, até no maximo 7 dias.

Uso Externo

01 - Corticosterdide spray nasal ( ) - IUD.

Fazer 01 puff em cada narina 01 vezao diapor __3a7 ___ dias.

Medicacao Preventiva:

Uso Oral - somente aos pacientes portadores de Asma Leve

01 - Corticosterdide inalatério ( )—1UD
Fazer 1 puff de 12/12 horas por no maximo 7 dias. Escovar toda a boca, bochechar e

gargarejar apos.
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Nome:

ANEXO 4 — Questionario Rinite

RINITE

Data:

Cédigo:

SINTOMAS NASAIS

Como foram meus sintomas nesta semana?

1. Obstrug¢ao nasal

0 respiracéo livre
1 discreta dificuldade em respirar pelo nariz
2 moderada dificuldade em respirar pelo nariz
3 acentuada dificuldade em respirar pelo nariz
4 respiragao nasal impossivel
2. Prurido nasal (Coceira nasal)
0 nenhum
1 pouco
2 moderado
3 importante
4 muito importante
3. Espirros
0 nenhum
1 pouco
2 moderado
3 importante
4 muito importante

4. Coriza Nasal

A WN-O0

nenhum

pouco
moderado
importante

muito importante

SINTOMAS EXTRA-NASAIS

Como foram meus sintomas nesta semana?

5. Prurido

A WON-O0

Ocular (Coceira nos olhos)
nenhum

pouco

moderado

importante

muito importante
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6. Hiperemia Ocular (olhos vermelhos)
nenhum
pouco
moderado
importante

A ON-_O0O

muito importante

7. Lacrimejamento nos olhos

A WN-0

nenhum

pouco
moderado
importante

muito importante

8. Prurido no ouvido (Coceira no ouvido)

A WN-0

nenhum

pouco
moderado
importante

muito importante

9. Prurido no palato (Coceira no céu da boca)

0

1

2

nenhum

pouco
moderado
importante

muito importante

USO DE MEDICAMENTOS

Quantos dias é que, durante a ultima semana, vocé usou os seguintes
medicamentos para rinoconjuntivite alérgica?

Nunca

1xs

2xs

3xs

4xs

o ||

1

| [2

| [3

| 4

10.Loratadina

11. Spray nasal
(budecort/busonid)
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ANEXO 5 — Questionario Asma

ASMA

PACIENTE:

cODIGO: DATA:

Por favor, responda as questoes de 1 a 6.

Circule o numero da resposta que melhor descreve como vocé tem estado

durante os ultimos sete dias.

1. Em média, durante os ultimos sete dias, o quao frequentemente vocé

acordou, por causa de sua asma, durante a noite?

nenhuma vez

uma vez

raras vezes

poucas vezes

muitas vezes

muitissimas vezes

incapaz de dormir devido a asma

OO WN-O0

2. Em média, durante os ultimos sete dias, o quao ruins foram os seus

sintomas da asma quando vocé acordou de manha?

sem sintomas

sintomas muito leves
sintomas leves

sintomas moderados
sintomas um tanto graves
sintomas graves
sintomas muito graves

OO, WN-O0O

3. Em média, durante os ultimos sete dias,0 quao limitado/a vocé esteve

em suas atividades por causa de sua asma?

nada limitado/a

muito pouco limitado/a
pouco limitado/a
moderadamente limitado/a
muito limitado/a
extremamente limitado/a
totalmente limitado/a

OO WN-O
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4. Em média, durante os ultimos sete dias quando de falta de ar vocé

teve?

nenhuma
muito pouca
alguma
moderada
bastante
muita
muitissima

OO, WN-O0O

5. Em média, durante os ultimos sete dias, quanto tempo vocé teve

chiado?

nunca
quase nunca
pouco tempo
algum tempo
bastante tempo
quase sempre
sempre

OO, WN-O0

6. Em média, durante os ultimos sete dias, quantos jatos/ inalagoes da

bombinha de broncodilatador de curta — agao (ex.: Aerolin/Aerogold) vocé

usou por dia? (Se vocé nao tiver certeza em como responder esta

questao, por favor, solicite auxilio)

Nenhuma

1-2 inalagdes na maioria dos dias
3-4 inalagcdes na maioria dos dias
5-8 inalagdes na maioria dos dias
9-12 inalacbes na maioria dos dias

A OWODN-O
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ANEXO 6 — Efeitos Colaterais

EFEITOS COLATERAIS

Quadro de Sintomas antes ou apoés receber a vacina sublingual

Nome do
Paciente

Data | Fase da Vacina Sintomas antes de vacinar | Sintomas apds vacinar




