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1. Introducéo

1.1 Atopia

O termo atopia foi primeiramente descrito por Coca e Cooke em 1923

para descrever um grupo de doencas com resposta de hipersensibilidade tipo 1.

[2]

Atopia é uma tendéncia pessoal ou familiar a produzir anticorpos
imunoglobulina E (IgE), em resposta a baixas doses de alérgenos, e desenvolver
sintomas tipicos de doengas como asma, rinite e dermatite atopica. [3] S&o
também indicadores de atopia: teste cutaneo positivo, presenca de IgE especificas

séricas, elevacdo da IgE total e eosinofilia.

1.2 Aeroalérgenos

Alérgenos sdo substancias capazes de induzir e reagir com anticorpos IgE
especificos que sdo suficientemente fortes para serem associados a evidéncia

clinica de respostas de hipersensibilidade imediata. [1]

Aeroalérgenos sdo particulas que induzem reacGes alérgicas em individuos
sensibilizados e que podem causar alergia respiratoria, cutanea ou conjuntival.
[10]

Os aeroalérgenos sdo alérgenos transportados pelo ar e frequentemente
associados a particulas como gréos de polen, fezes de acaros, parede fungica ou
secrecOes de animais. S&o proteinas ou glicoproteinas relativamente pequenas,
altamente solGveis, que se permitem dispersar no muco e em outros fluidos

corporais. [1]

A sensibilizacdo a alérgenos depende da genética individual, além dos

indices de alérgenos ao qual o individuo € exposto e tempo de exposicao.
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O podlen e os esporos de fungos sdo os aeroalérgenos mais estudados no

meio ambiente devido a maior facilidade de se obter e identificar amostras. [10]
1.3 Pélen

H& mais de 600 géneros e 10.000 espécies de gramineas identificadas no
mundo. Extratos derivados de pélen de mais de 300 espécies de plantas séo
manufaturados nos Estados Unidos da Ameérica e representam 0 grupo mais

diverso de alérgenos usados na pratica médica. [10]

Aproximadamente 60 a 75% dos pacientes com rinite sazonal apresentam
teste cutaneo positivo para pélen de ervas, 40% para pdlen de gramineas e 10%

para pélen de arvores. [10]

Os grdos de pdlen de relevancia alergoldgica sdo os transportados pelo
vento, anemofilos. A transferéncia dos grdos de polen dos érgdos produtores
masculinos até a estrutura reprodutiva feminina das plantas se denomina
polinizacdo. A sensibilizacdo a alérgenos de grdos de pdlen pode ocorrer de
forma isolada ou associada a sensibilizacdo a outros alérgenos perenes. [1] Dessa
forma, as manifestaces clinicas podem ocorrer durante todo 0 ano ou durante a

primavera — época da polinizacéo.

No Brasil, a polinizagdo inicia em setembro e pode se estender até janeiro.
As variagdes climaticas e o indice de precipitacdo pluviométrica controlam a
época de polinizacdo e a carga atmosférica do pélen, resultando em modificacdes

na intensidade e no inicio dos sintomas em cada estacéo. [7]

Particulas alergénicas s&o liberadas do citoplasma do polen por dois
mecanismos conhecidos, a difusdo rapida em meio isoténico induzindo sintomas
alergénicos imediatos nas superficies mucosas acessiveis — como nasal e
conjuntival; e por hidratacdo em meio hipotdnico — como através da agua da
chuva, que ao reduzir seu tamanho permite o alcance das vias aéreas inferiores

induzindo, por exemplo, sintomas de asma. [2]
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Vaérias espécies de gramineas produtoras de pdlen tém sido reconhecidas
como alergénicas, entre elas, Lolium perenne, Poa pratensis, Phleum pratense,

Dactylis glomerata e Cynodon dactylon. [1]

O Phleum pratense € um poélen de relevancia alergénica em regides de
clima temperado. Dentre seus alérgenos se destacam: Phl p 1, Phlp 2 Phlp5e
Phl p 6. Sendo os grupos 1 e 5, os mais prevalentes na sensibilizagédo de

pacientes.

No Brasil, o Lolium multiflorum, conhecido como azevém, é a principal
graminea causadora de polinose, especialmente na regido sul. Entretanto, em um
estudo utilizando anticorpo monoclonal especifico, alérgenos do grupo 5 de
Phleum pratense foram detectados em alguns extratos de gramineas, incluindo o
extrato de Lolium multiflorum. [1] Estudos indicam até 95% de homologia entre

as gramineas supracitadas.

Pdlens secos armazenados a menos de (° C sdo conhecidos por manter sua

atividade alergénica por mais de 10 anos. [10]
1.4 Teste cutaneo

A determinacdo da sensibilizacdo de um paciente a um determinado
alérgeno pode ser realizada através de teste cutneo, determinacdo de IgE
especifica e teste de provocacdo. Esses métodos se complementam na avaliacdo

da sensibilizagéo alérgica.

Os testes cutaneos de leitura imediata sdo usados h4 muitas décadas como
forma de identificar a presenca de anticorpos IgE especificos para alérgenos. A
capacidade de sua fixacdo na membrana de mastocitos e baséfilos € que
possibilita a utilizagdo de testes cutaneos. Dessa forma, com a distribuigéo da IgE
nos tecidos fixada a mastocitos & possivel provocar uma reagdo antigeno-
anticorpo local, evidenciada pela formacéo de papula e eritema, caracteristicos da

acdo da histamina liberada por mastdcitos ativados na reacdo antigeno-anticorpo
IgE. [1]

Alessandra Bitencourt Pagina 5



Os testes cutaneos de leitura imediata se dividem em teste de puntura
(prick test) e teste intradérmico. O teste de puntura é o mais especifico e
apresenta melhor relagdo com a dosagem de IgE sérica e o0s testes de provocacéo,
e consiste no padrdo ouro no diagndstico etioldgico em doencas alérgicas. E um
teste reproduzivel, seguro, rapido, simples, bem tolerado e econémico. Ha
indicacdo de realizd-lo na avaliacdo de pacientes com asma, rinite, urticaria,

alergia alimentar, a medicamentos ou a veneno de insetos.

Drogas como anti-histaminicos e antidepressivos triciclicos podem inibir
0s testes cutaneos, devendo ser evitados 2 a 10 dias previamente ao teste, de

acordo com a droga.

Em criangas abaixo de 2 anos e adultos acima de 65 anos, se observa uma

menor reatividade aos testes cutaneos. [1]

O teste de puntura, descrito por Pepys em 1970, é realizado através do
contato da pele com extratos alergénicos glicerinados. Consiste na aplicacdo de
uma gota de cada extrato na pele higienizada, geralmente em regido volar do
antebraco ou dorso, com uma distancia de no minimo dois centimetros entre cada
goticula; posteriormente se realiza ruptura da camada mais superficial da pele

com agulha em angulo de 45 graus ou puntor especifico.

Além do uso do extrato alergénico deve-se realizar um controle negativo
com solucgéo salina e um controle positivo com solucdo de histamina. A leitura é
realizada 15 a 20 minutos apo6s inicio do teste, sendo considerado positivo o teste
que apresentar um diametro medio da papula obtida maior que o do controle
negativo e maior ou igual a 3 mm. Alguns pacientes podem apresentar uma

resposta tardia ao teste apds 1 hora, estendendo-se até no maximo 12 horas.

O teste intradérmico consiste na aplicacdo de 0,02 ml de alérgeno,
geralmente na face volar do antebraco, superficialmente. Recomenda-se que seja
precedido de um teste de puntura negativo para 0 mesmo alérgeno. Interpreta-se
0 resultado como positivo se houver formacéo de papula com didmetro médio

maior ou igual a 3 mm, semelhante ao teste de puntura.
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As reacOes adversas aos testes de leitura imediata sdo minimas, mas
podem variar de reacGes sistémicas leves como urticaria, a anafilaxia. Dessa
forma recomenda-se manter o paciente no minimo 30 minutos apo6s o teste em

observagéo.
1.5 Imunoterapia

A toleréncia imune é essencial para manutencdo da homeostase. A
numerosa quantidade de antigenos presentes no hospedeiro, especialmente em
superficies mucosas, desafia o sistema imune diariamente. Porém o estimulo
normalmente leva a uma tolerancia saudavel, sem resposta. A intolerancia aos
antigenos  externos ou alérgenos podem desencadear reacdes de
hipersensibilidade que clinicamente se manifestam por rinite, asma, dermatite
atopica, alergia alimentar ou anafilaxia. A intolerancia a antigenos proprios leva
ao desenvolvimento de doencas auto-imunes. Indubitavelmente, a regulacdo da

tolerancia é essencial para a vida. [15]

A imunoterapia, introduzida por Noon e Freedman em 1911, é um
procedimento efetivo para o tratamento de pacientes com doencas alérgicas
mediadas por IgE para alérgenos definidos. [1] Consiste na administracdo de
quantidades crescentes de um determinado extrato alergénico em individuos
sensibilizados com objetivo de induzir toleréncia e reduzir, consequentemente, as

manifestacdes clinicas relacionadas a exposi¢do natural do paciente ao alérgeno.

A imunoterapia especifica é uma forma de tratamento comprovadamente
eficaz nas doencas alérgicas, recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS - WAO) desde 1998, consensos americanos, europeus e brasileiros, para o
tratamento e prevencdo da rinoconjuntivite alérgica, asma alérgica e reacdes a
picadas de insetos. Estd ainda indicada nos pacientes com baixa resposta

terapéutica ou efeitos colaterais graves a terapia farmacologica empregada. [4]

Classicamente a via de aplicacdo é subcutanea, entretanto novas vias tém

sido estudadas e aplicadas recentemente, como exemplo a via sublingual.
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Seus beneficios estdo relacionados a reducdo dos sintomas, da necessidade
de uso de medicamentos, melhora na qualidade de vida e excedem o periodo de
tratamento proporcionando longa remissdo da doenca apos interrupcdo do seu
uso. Ha, entretanto, limitagdes que consistem em desconforto na aplicacdo e
necessidade de visitas frequentes ao hospital para aplicacdo, no caso da

imunoterapia subcutanea.

O mecanismo fisiopatologico da imunoterapia especifica ainda ndo é bem
estabelecido, porém ha dois mecanismos descritos importantes: a reversdo do
perfil de citocinas das células Th 2 para o perfil Th 1, e 0 aumento na producéo
de IL-10 - citocina de efeito imunossupressor que induz a tolerancia imunologica
especifica ao alérgeno. [4] Dentro dos parametros imunoldgicos destacam-se
ainda como acbdes da imunoterapia: reducdo do numero de mastdcitos e
eosindfilos; reducdo na liberacdo de mediadores e producdo de citocinas por
mastocitos, eosinofilos e basofilos; diminuicdo da proliferacdo de linfocitos T
induzidos pelo antigeno e de fase tardia; inducdo na producdo de linfécitos T
reguladores; diminuicdo da resposta Ig E especifica por linfocitos B; aumento na

producéo de Ig G4 e Ig A por linfocitos B.

Clinicamente, tais efeitos culminam na remissdo da doencga por tempo
prolongado, melhora clinica, reducdo da terapia farmacologica e diminuicdo da

resposta ao alérgeno nos testes de puntura e provocagéao.

A imunoterapia permanece como Unico tratamento imunomodulador
antigeno especifico utilizado em humanos capaz de influenciar a resposta

imunoldgica iniciada pelo alérgeno e restabelecer a imunidade normal. [1]

A indicagdo para imunoterapia consiste em ser portador de uma doenca
alérgica mediada por IgE, como: rinite e conjuntivite alérgica, asma alérgica e
anafilaxia a veneno de insetos, sendo a doenca comprovada por histéria clinica
ou teste de provocacdo com alérgeno. Os alérgenos até 0 momento disponiveis
para o tratamento imunoterapico sdo de &caros da poeira, insetos e alguns

venenos, polens, fungos e epitélio de animais.
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Pela especificidade da resposta é no grupo de pacientes
monossensibilizados que a imunoterapia tem a maior probabilidade de ser bem
sucedida. [1]

E recomendada em criancas a partir de 5 anos de idade. As
contraindicacdes limitam-se ao diagndstico de asma grave com volume
expiratorio forcado no primeiro minuto (VEF 1) menor que 70% do previsto, uso
de B2 bloqueador e inibidores da enzima conversora de angiotensina, idosos

portadores de comorbidades e inicio durante gestacgéo.

Sua aplicacdo quando subcutanea € realizada na regido lateral do braco,
em regido posterior do terco médio em um angulo de 40 graus; e quando
sublingual é depositada em regido sublingual por 2 minutos e depois deglutida
[8]. A imunoterapia sublingual, em caso de apresentacdo em comprimido, pode
ser deixada até completa dissolucdo em regido sublingual, e posteriormente
deglutida [11]. O paciente deve ser mantido em observacao apos aplicacdo por

um tempo minimo de 30 minutos.

O tratamento se divide em fase de inducdo — na qual se aplicam doses
crescentes do alérgeno até se atingir a dose desejada para manutencdo, que
consiste na segunda fase, mensalmente administrada. Ndo h& um tempo de
tratamento estabelecido para a imunoterapia, devendo esse ser individualizado a
cada paciente. Porém, o minimo de um ano deve ser considerado para se obter
uma resposta clinica perceptivel e uma manutencdo de 3 a 5 anos para efeitos
duradouros posteriormente. Os efeitos adversos podem ser locais ou sistémicos
podendo inclusive culminar em morte, portanto devem ser reconhecidos e

tratados de imediato.

Efeitos adversos e a longa duragdo do tratamento imunoterapico sao
inegavelmente os impactos negativos no uso dessa estratégia terapéutica. Uma
rota promissora € a administracdo de alérgenos por via intralinfatica, guiada por
ultrassonografia, que podem induzir tolerancia com trés aplicaces.

Similarmente, a imunoterapia epicutdnea tem se mostrado altamente
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imunogénica. Em um estudo recente, de novembro de 2013, de Senti G. e
colaboradores, com desenho de estudo placebo controlado e duplo-cego, a
seguranca e eficacia da imunoterapia epicutanea com graminea de polen em

pacientes com rinite alérgica foi demonstrada com apenas seis aplicac¢des. [15]

A imunoterapia com alérgenos permanece como o principal procedimento

no manejo de desordens alérgicas em longo prazo. [15]

1.6 Imunoterapia sublingual

A imunoterapia oral foi inicialmente proposta como um método de
tratamento para doencas alérgicas em 1900. Em 1980, um estudo clinico
demonstrou uma resposta dose-dependente com um aeroalérgeno especifico e
bem caracterizado. Em 1998, a OMS reconheceu a imunoterapia sublingual
como um método alternativo e promissor na imunoterapia, e estimulou o

seguimento dos estudos clinicos para investigacdo da técnica. [23]

A eficécia e a seguranca desse método em adultos e criancas, apesar da
grande heterogeneidade entre os trabalhos, foram confirmadas por metanalises.
Porém, ainda faltam mais informacdes sobre seus mecanismos de acdo, doses

6timas e a comparacdo com a imunoterapia subcutanea convencional. [1]

A seguranca se destaca dentre 0s aspectos positivos, uma vez que Seus
efeitos adversos sdo localizados e leves. Suas indicacdes sdo semelhantes a
imunoterapia subcutanea. As ultimas publicagdes indicam que ha evidéncia de

uma boa resposta na alergia ao polen. [1]

E consenso que a imunoterapia sublingual envolve mecanismos
semelhantes a subcutanea, induzindo respostas dirigidas ao linfocito T pelo
alérgeno, suprimindo a reacdo inflamatoria alérgica com alteracdes nos niveis de

IgG 4 e inducéo de células T regulatorias. [1]
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Um estudo de BPharm G. e colaboradores, duplo-cego, placebo
controlado e randomizado comparou eficacia, seguranca e custo das
imunoterapias orais Oralair, Grazax e imunoterapia subcutanea para polen, em
pacientes com rinite alérgica sensibilizados por graminea. A imunoterapia oral
Oralair se mostrou o método mais econémico dentre os avaliados, porém néo

houve diferenca entre eficacia e seguranca dos métodos comparados. [13]
1.7 Unidades de medidas de extratos alergénicos

As vacinas de alérgenos sdo usadas terapeuticamente na regulacéo
negativa dos mecanismos mediados por IgE que causam as doencas alérgicas.
Assim como modificam a resposta alérgica exacerbada aos alérgenos que causam

essas doengas. [10]

O termo extrato alergénico refere-se as substancias obtidas pela extracdo
dos componentes ativos de animais, vegetais ou fungos, que ap0s processamento

tém sua alergenicidade reduzida e imunogenicidade mantida. [1]

Extratos alergénicos sdo produzidos e vendidos pelo mundo para o
diagnostico e tratamento de doencas mediadas por IgE. Esses extratos sao
vacinas complexas de materiais bioldgicos, que incluem proteinas, carboidratos,

enzimas e pigmentos. [10]

Para realizacdo adequada da imunoterapia é necessario 0 uso de extratos

padronizados nos quais se conhece poténcia e componentes relevantes.

A regulacéo de padronizacdo de extratos do FDA requer que quando um
teste de avaliacdo de poténcia alergénica esteja disponivel, os produtores devam

submeter cada lote ao teste antes de disponibiliza-lo para venda. [10]

A padronizacao € o processo por meio do qual a poténcia de determinado
extrato pode ser avaliada, comparando-a a amostras-referéncia com quantidades
conhecidas de alérgenos especificos. Embora seja altamente desejavel, nem todos
0s extratos utilizados na préatica clinica sdo padronizados, nesse caso cada

produtor deve ter seu controle interno para assegurar um nivel aceitavel de
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comparagdo a cada novo lote utilizado. Tal controle é referido como produto

padréo interno de referéncia — PPIR. [1]

Nos EUA a regulamentacdo da padronizacdo dos extratos alergénicos é
feita pela CBER (Center for biologics evaluation and research) do FDA (Food
and drug administration). Extratos ndo padronizados sdo expressos em unidades
de nitrogénio protéico ou unidades de peso/volume — com o0s quais ndo é possivel

comparar poténcia bioldgica ou composicao alergénica dos extratos.

Extratos padronizados sdo expressos em atividade bioldgica ou unidades
de massa e sdo passiveis de comparacdo entre poténcias. Entretanto, a
determinacdo da poténcia de um extrato alergénico é complexa, sendo que a
maioria das companhias fabricantes se baseia em testes cutdneos ou

intradérmicos para determinar sua unidade padrao. [9]

A poténcia do extrato-referéncia do CBER € calculada a partir do método
IDS0EAL, que consiste na aplicacdo de trés diluiches crescentes por via
intradérmica do extrato que se quer padronizar, em individuos fortemente
alérgicos a substancia testada. A diluicdo necessaria para produzir um halo de
50mm (D50) é obtida para cada individuo testado e a média dessas dilui¢bes é
chamada de D50 média. Um extrato tem poténcia de 100.000 BAU/ml quando
seu D50 é igual a 14. [1]

Na Europa a regulamentacdo utiliza o teste de puntura em dez diluicbes
crescentes no extrato a ser testado em individuos sensibilizados e compara 0s
halos de eritema aos da histamina. Quando esse halo for igual ao produzido pela
puntura de uma solugcdo de histamina a 10mg/ml define-se que o extrato
apresenta 10.000 BU/ml (Biological Unit) ou 10 HEP/ml (Histamine Equivalent
Potency). Essa regulamenta¢do ¢ chamada de “Note for Guidance on Allergen
Products”. [1;10] A determinacdo da quantidade de alérgenos em microgramas
por mililitro € de dificil obtencdo na descricdo da composicdo dos extratos

alergénicos.

Alessandra Bitencourt Pagina 12



Dessa forma, extratos de diferentes fabricantes com a mesma unidade
podem ndo ser idénticos quanto a poténcia devido a diferenca na sensibilizacéo
da populacdo selecionada, no nimero de pacientes testados e nos diferentes

métodos empregados.

1.8 Contextualizacéo

Nas duas Ultimas décadas houve um aumento significativo do uso da
imunoterapia sublingual na Europa e um interesse crescente nesta modalidade de

tratamento mundialmente.

Em resposta a este interesse, uma forca tarefa conjunta do Colégio
Americano de Alergia, Asma e Imunologia (ACAAI), da Academia Americana
de Alergia, Asma e Imunologia (AAAAI) e os Comités de Diagnostico de
Imunoterapia e Alergia (JTFSLIT) executaram uma reviséo de diversos artigos
de imunoterapia sublingual publicados até outubro de 2005. Um ponto critico
encontrado foi a dificuldade de compreensdo e comparacdo entre as diferentes

unidades para quantificagéo dos extratos utilizados pelos fabricantes.

A melhor compreensdo das dosagens de extratos é importante ndo apenas
no método sublingual. No minimo metade das dosagens americanas
recomendadas para imunoterapia subcutanea é baseada nos estudos europeus,
além das doses correspondentes para extrato americano que sdo baseadas em
medidas de um alérgeno especifico de extratos padronizados disponiveis
comercialmente e providos pelos fabricantes. Como citado na Gltima atualizacéo
da Préatica de Parametros na Imunoterapia: “extrapolar na pratica doses seguras e

efetivas pode néo ser cientificamente valido”.

Existe uma variacdo considerdvel em como a poténcia de extratos
alergénicos é medida e reportada mundialmente. Na Europa, a maioria dos
fabricantes reporta a poténcia de um extrato alergénico com unidades baseadas

em referéncia prépria o que dificulta a compreensdo da dose exata utilizada.
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Mesmo com a tendéncia de alguns fabricantes em expressarem a poténcia de seus
produtos também em unidades de massa (microgramas do alérgeno dominante),
que ainda é unidade arbitraria a ser comparada entre companhias e continentes,
as analises e reagentes usados para determinar a quantidade do alérgeno principal

também podem variar.

Por isso, o comité de imunoterapia da Academia Americana de Alergia,
Asma e Imunologia vem selecionando uma série de estudos para comparar a
qualidade e a poténcia de extratos europeus e americanos. O primeiro estudo
realizado pelo comité foi uma revisdo da poténcia de extratos alergénicos
produzidos na Europa. Na sequéncia um segundo estudo comparou, in vitro,
extratos europeus e americanos em diferentes laboratorios americanos
cuidadosamente selecionados. A Ultima etapa proposta é a comparacdo, in Vvivo,
de testes de puntura na pele com extratos de manutencdo de imunoterapia
sublingual. Foram comparados extratos europeus e americano para avaliar
medida bioldgica da sua poténcia de uma forma mais precisa do que através de

testes in vitro.

Uma pesquisa extensa, de Dreborg e colaboradores em 2007, validaram
testes de puntura e testes intradérmicos para avaliar a poténcia bioldgica dos
extratos de imunoterapia. O padrdo de referéncia interno (IHRS) de extratos
alergénicos europeus é definido pela poténcia do extrato em testes cutaneos por
puntura. Somente o laboratério HAL Allergy utilizou teste intradérmicos para
estabelecer seus IHRS. Pesquisadores europeus, entretanto, recomendam o
procedimento do FDA-EUA, atraveés de teste intradérmico para estimar a relacéo
de poténcia entre extratos. Ndo obstante, o método de puntura por ensaio

bioldgico também é valido para estimar a relacdo de poténcia dos extratos.

Nos EUA a poténcia de extratos alergénicos € definida pelo FDA,

avaliando sua poténcia em reacdes a testes intradérmicos (padrdo biologico).
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Neste presente estudo, realizado no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parand, se optou pelo uso de teste de puntura para avaliacdo da

poténcia dos extratos alergénicos selecionados.
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2. Objetivos

Os objetivos do estudo sdo comparar em testes de puntura a poténcia de
extratos europeus de Phleum pratense em relacdo ao extrato de referéncia do
FDA e histamina, visando comprovar necessidade de uma padronizagdo das
unidades dos extratos disponiveis para imunoterapia e, posteriormente, defini¢éo

de um ponto de corte na titulagdo para definicdo de dose inicial de imunoterapia.

H&a interesse pratico em se conhecer como 0s extratos alergénicos
europeus de Phleum pratense se comparam ao concentrado de referéncia
americano, uma vez gque permitird uma comparacao entre as doses utilizadas em

diferentes pesquisas clinicas de diferentes paises.

O objetivo do estudo se estender ao Brasil é esclarecer se pessoas
alérgicas em diferentes partes do mundo reagem igualmente ao mesmo grupo de
extratos alergénicos, pois diferencas entre reacdes aos testes cutaneos poderiam
indicar que doses diferentes sdo necessarias em imunoterapia especifica para

doencas alérgicas de acordo com a localizacdo geografica do paciente.
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3. Material e métodos

3.1 Aspectos éticos e termo de consentimento

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas, na data
de 06 de marco de 2012, como emenda ao protocolo versdo de 16 de janeiro de

2012, pelo coordenador em vigéncia no periodo.

Os pacientes selecionados se tornaram cientes e autorizaram 0S
procedimentos realizados durante a pesquisa através de Termo de Consentimento
Informado Livre e Esclarecido, igualmente aprovado pelo Comité de Etica
responsavel.

Testes cutaneos foram realizados em 15 pacientes alérgicos, selecionados
conforme critérios de inclusdo e exclusdo, com a historia clinica sugestiva de
alergia a Phleum pratense e teste cutaneo de puntura com alta reatividade a este
alérgeno.

Este estudo sera registrado no endereco eletrénico: www.clinicaltrials.gov, e

ird seguir estritamente as seguintes diretrizes para triagens clinicas:

e Declaracdo de Helsinki (sobre os medicos envolvidos em pesquisa
biomédica em pacientes humanos) na sua versao atualizada, estipulada na
52° assembleia geral de Edinburgh, Escocia, em outubro de 2000, como
nos comentarios da 54° assembleia em Washington, EUA, em 2002 para
829 e 56° assembleia em Toquio, Japdo, 2004 para 8§30

e ICH (Conferéncia internacional na harmonizacdo de requerimentos
técnicos para registro de farmacéuticos para uso humano) diretrizes para
boa pratica clinica (ICH tdpico E 6, passo 5; CPMP/135/95) maio 1996

e Recomendacdes do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
HC-UFPR.

3.2. Desenho do estudo e amostra da pesquisa
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Para documentar a poténcia relativa em testes cutdneos de extratos
alergénicos de Phleum pratense de diferentes fabricantes o delineamento
selecionado foi um estudo transversal, triplo cego, randomizado, multicéntrico e
internacional.

Para realizacdo do estudo em amplitude mundial, co-investigadores foram
denominados nos paises selecionados para o estudo: Meéxico (Centro Médico
Nacional), Inglaterra (Brighton Medical Center), Estados Unidos da América
(Mayo Clinic) e Brasil (Universidade Federal do Parand). O estudo foi iniciado
em 2009 e ndo foi concluido até o momento. O mesmo processo de selecdo e

testes foi realizado nos paises participantes.

Posteriormente a coleta de dados, todo o material disponivel da pesquisa
sera enviado a Alemanha, University Clinic Koln A. 6. R., Cologne, e Center of

investigation and statistics, University Clinic, Aachen, para anélise estatistica.

Os pacientes foram selecionados através de notificacdo eletrdnica via
INTRANET (sistema eletronico do Hospital de Clinicas - UFPR), solicitando
recrutamento de individuos com sintomas tipicos de rinite durante o periodo da

primavera; notificacdo também aprovada pelo Comité de Etica do Hospital.

3.3 Critérios de inclusao

1. Pacientes cientes e concordantes sobre os procedimentos atraves do
preenchimento do termo de consentimento informado

2. Pacientes de qualquer sexo ou raga, com idade entre 18 e 55 anos

3. Historico clinico compativel com possivel alergia ao polen

4. Resultado positivo para teste de puntura (> 8mm diametro de papula) para
Phleum pratense com extrato para diagnéstico (10.000AU/mL).

5. Eliminacdo temporaria de medicacdo que possa interferir com o0s

resultados de testes cutaneos de acordo com a seguinte tabela:

Cetotifeno 30 dias
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Astemizol 50 dias

Fexofenadina 7 dias
Mequitazina 7 dias
Cetirizina 7 dias
Loratadina 7 dias
Mizolastina 7 dias

Corticoide toépico ou inibidor | 7 dias
de calcineurina na area de teste

cuténeo

Determinou-se que anti-histaminicos de primeira geracdo e

antidepressivos triciclicos deveriam ser suspensos até sete dias antes do

procedimento de teste cutaneo.

ok~ 0 Ddp P

3.4 Critérios de exclusao

Espirometria com VEF, abaixo de 80% do valor normal predeterminado
Gravidez ou pacientes femininos sem pratica contraceptiva aceitavel
Pacientes com histdrico de anafilaxia ou reacGes alérgicas graves
Necessidade de anti-histaminicos para controlar sintomas

Administracdo de corticoide nos Gltimos 15 dias, ou de a¢do prolongada
nos ultimos 90 dias

Portadores de dermatite atopica ativa

Uso de medicacao psicotropica

Hiperreatividade cutanea - controle negativo superior a 3 mm de diametro
ou tendéncia a urticaria

Pacientes em vigéncia de imunoterapia ou com histéria de realizagcdo nos

ultimos 5 anos

Como critério de eliminacdo considerou-se a presenga de algum evento

adverso ou mais de trés semanas de intervalo entre as duas sessoes.
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3.5 Extratos alergénicos

Extratos americanos possuem maior poténcia do que 0s extratos europeus.
Para reduzir esta diferenca em poténcia o concentrado de extrato dos Estados
Unidos da América foi diluido em 50%, portanto, o concentrado de extrato

americano de Phleum pratense tera 5.000 BAU/mL.

Foram comparadas as poténcias atraves de teste de puntura dos seguintes
extratos alergénicos para imunoterapia oral: Soluprick® (30HEP/mL) e Grazax
75.000 SQ-T, ambos os extratos feitos da mesma matéria prima e da ALK-

Abellé®. Da Stallergénes®, Franca: Oralair e o Staloral, com 300 IR/mL.

A definicdo de quantidade de antigeno em microgramas por mililitro de
cada extrato alergénico é bastante variavel, sendo encontradas em literatura as
seguintes concentracdes de Phleum pratense em diferentes lotes: 15 mcg no
Grazax; 8,4 mcg no Staloral; 5,2 mcg no Oralair; 9,2 mcg no Soluprick e 64 mcg

no extrato original do FDA. [23]

Para os testes por puntura todos os extratos foram usados em forma de

concentrados, diluidos em 3,5 vezes e obtidos conforme tabela:

0 = Concentrado

Diluigdo 3 (Dil3) = 0.65ml do concentrado “0” diluido em 1.35ml de diluente.

Diluigdo 10 (Dil10) = 0.2ml do concentrado ‘0’, diluido em 1.8ml diluente.

Diluicdo 30 (Dil30) = 0.2ml da solugéo Dil3, diluido em 1.8ml diluente.

O diluente utilizado foi glicerina 50%, fornecido por Greer Laboratories.
Os extratos de pdlen de Phleum pratense foram testados em duplicata em cada

sessao de testes cutaneos por paciente, portanto em resultado quadruplo.
Os extratos alergénicos em investigacdo estdo descritos abaixo:

A. ALK-Abell6 Madrid (Soluprick 30HEP/mL) de Phleum pratense

concentrado 1 frasco de 2mL
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1. Dil3 1 frasco de 2mL
2. Dil10 1 frasco de 2mL
3. Dil30 1 frasco de 2mL

B. ALK-Abell6 Denmark Grazax 75,000 SQ-T

(dissolvido em 1ml de glicerina 50%)

0. concentrado 1 frasco de 2mL
1. Dil3 1 frasco de 2mL
2. Dil10 1 frasco de 2mL
3. Dil30 1 frasco de 2mL
C. Stallergenes Paris (Staloral 300IR/mL) of Phleum pratense
0. concentrado 1 frasco de 2mL
1. Dil3 1 frasco de 2mL
2. Dil10 1 frasco de 2mL
3. Dil30 1 frasco de 2mL
D. Stallergenes Paris Oralair 300IR
(dissolvido em 1ml de glicerina 50%)
0. concentrado: 1 frasco de 2mL
1. Dil3 1 frasco de 2mL
2. Dil10 1 frasco de 2mL
3. Dil30 1 frasco de 2mL
E. CBER/FDA aprovado: 10.000 BAU/mL extrato glicerinado de Phleum
pratense
0. concentrado 1 frasco de 2mL
1. Dil3 1 frasco de 2mL
2. Dil10 1 frasco de 2mL
3. Dil30 1 frasco de 2mL
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e Controle negativo (solucdo salina): 2 frascos com conta gotas de 3 mL

e Controle positivo (histaminal0%): 2 frascos com conta gotas de 3 mL

A cada dia de teste de puntura, as diluices foram feitas de frascos do
concentrado. Para manter a atividade bioldgica dos extratos, eles foram mantidos
a temperatura entre +2 e +8°C na geladeira e retirados somente durante a
aplicacdo dos testes. No término de cada dia de teste de puntura os frascos com

as diluicdes foram descartados.
3.6 Aplicacgado do teste e leitura dos resultados

Os 15 pacientes que preencherem os critérios de inclusao e exclusao foram
marcados com numeros em ordem consecutiva, como registrados no protocolo. O
namero consiste de 3 digitos: o primeiro nimero indica o local do estudo, 0s
préximos dois nimeros indicam registro do paciente. Este numeral foi escrito em
toda documentacdo do estudo e serve como identificagdo juntamente com as

iniciais do nome do paciente.

Os extratos alergénicos de Phleum pratense de diferentes fontes e
diluicbes foram selecionados de forma cega e aplicados em lados opostos do
dorso do individuo. Entretanto foi conhecida qual das trés vias formam pares de
diluicdo em cada linha de extratos. Os frascos de concentrados (A-E) e os
controles negativos e positivos foram mantidos em codigos e revelados, apenas,

ao final do estudo.

O codigo dos frascos foi disponibilizado num envelope fechado para o
coordenador geral do estudo, para o principal investigador de cada centro e para

o0 responsavel pela analise estatistica.

No caso de um evento adverso relacionado a administracdo do material de
teste cuténeo, qualquer decisdo de abrir o codigo poderia ser tomada pela equipe

de monitoramento de seguranca do estudo.
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Visando se obter resultados mais confidveis, antes de iniciar os testes de
puntura com os extratos em estudo, o técnico designado para aplicacdo dos testes
foi submetido a um treinamento. O teste de proficiéncia consiste na aplicagédo
alternada de histamina e solucdo salina no antebraco do paciente. Ambas,
histamina e salina sdo aplicadas dez vezes e a média do diametro da papula é
usada para calcular o coeficiente de variacdo que ndo deve ser superior a 20%. A
concentracdo de histamina usada normalmente da um didmetro da papula em
torno de 6 mm (intervalo de 4 a 8 mm aceitavel). O teste é repetido até que o

técnico seja aprovado.

Os testes de puntura para cada extrato concentrados e diluidos foram
aplicados quadruplamente — dois lados do dorso em dois dias ndo consecutivos.
O aplicador do teste soube somente quais sdo 0s controles positivos e negativos,
assim como os frascos que ndo sdo diluidos, ou seja, os concentrados. Além
disso, o controle negativo foi usado para confirmar a reatividade da pele do

paciente, conforme descrito nos critérios de inclusao.

Os resultados foram avaliados ap6s 15 minutos pelo contorno da pépula e
eritema com caneta porosa e transferidos com adesivo transparente para uma
folha branca de papel. Esse método, utilizando a fita adesiva, é padrdo ouro no

registro de testes cutaneos, utilizado em diversos estudos.

Apbs 7 a 15 dias, durante a segunda sessdao, a mesma rotina foi
estabelecida e todo o teste foi repetido, para conseguir o total de quatro

repeticdes.
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4.0 Andlise estatistica

Optou-se por uma analise estatistica preliminar, apenas dos dados obtidos
no Brasil. Uma vez que os dados dos demais paises ainda ndo se encontram

disponiveis para comparacéo.

A andlise estatistica foi realizada através do programa Statistica 8.0. Foi
determinada a normalidade das variaveis e utilizados testes paramétricos e ndo

paramétricos, de acordo a distribuicdo encontrada.

Em estudo anterior de 30 pacientes por grupo a reprodutibilidade intra-
individual dos testes de puntura foi alta. As diferencas entre as poténcias dos
extratos foram confirmadas pelos valores de p abaixo de 0,01. Dado a condigéo
experimental desta triagem, com comparacgdes intra-individuais dos quatro
extratos alergénicos, uma amostra de 15 pessoas por centro é apropriada. Com a
repeticdo de medidas em todos os individuos isto corresponderia a uma amostra
inter-individual de aproximadamente 60 pacientes por centro ou 240 pacientes no

total para comparagOes de extratos.

Alessandra Bitencourt Pagina 24



5.0 Resultados

Foram analisados testes cutdneos por puntura de 15 pacientes, com

histérico compativel com alergia ao pdlen.

Esses pacientes realizaram duas visitas ao servigco de referéncia e foram
submetidos aos testes no dorso a esquerda e direita, com padrdo em duplicata,

dos extratos analisados em suas dilui¢des padronizadas pelo estudo.

Os dados obtidos foram submetidos a mensura¢do manual, em régua
milimetrada, por um unico examinador. Foram avaliadas média, desvio-padréo,
mediana e intervalo de confianca de todos os dados, conforme tabela 1 e 2.
Considerou-se um resultado estatisticamente significativo quando o valor obtido
de p <0,05.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o0s testes
realizados no primeiro e segundo dia, com utilizacdo do Teste t de Student
pareado, com p = 0,37 na comparagdo dos extratos concentrados, p = 0,20 na
comparacdo entre os extratos na diluicdo 3 e p = 0,33 na comparacdo entre 0s
extratos na diluicdo 10. Para comparacdo entre os extratos na diluicdo 30, foi

utilizado o teste de Wilcoxon, com p = 0,30.

N&do houve diferenca entre os testes realizados no dorso a direita e

esquerda, baseado no teste Anova Fatorial com p = 0,97. (Gréficos 1 e 2)
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Considerou-se as médias como valores de referéncia para comparacéo dos
extratos concentrados, na diluicdo 3 e 10, devido a distribuicdo simétrica das
variaveis. J& na diluigdo 30, considerou-se a mediana como valor de referéncia
para comparacdo, devido distribuicdo assimeétrica das variaveis e tendéncia a

zero.
Na avaliacdo de dados do primeiro dia de testes:

A média obtida das papulas do extrato A concentrado foi de 15,9 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 12,7 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

9,7mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

A média obtida das papulas do extrato B concentrado foi de 12,8 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 10,3 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

8,4 mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 5 mm.

A média obtida das papulas do extrato C concentrado foi de 16,5 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 13,5 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

12,6 mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

A média obtida das papulas do extrato D concentrado foi de 13,3 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 11,3 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

8,7 mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

A média obtida das papulas do extrato E concentrado foi de 15,7 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 13,2 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

8,7 mm e na dilui¢do 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

Na comparacdo entre 0s extratos concentrados, os resultados obtidos
foram semelhantes no extrato A, C e D. O extrato B na dilui¢do 3, o extrato C na
diluicdo 10 e o extrato A na diluicdo 30 foram diferentes dos demais na
comparacdo entre todos os extratos. Nas variaveis com distribuicdo simétrica foi
utilizado o teste paramétrico Anova. Nas varidveis com distribuicdo assimétrica

foi utilizado o teste ndo-paramétrico Anova de Kruskal-Wallis.
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Ao se avaliar os extratos A, B, C, D e E, concentrados, se obteve p =
0,006. Portanto, estatisticamente significativo, indicando que houve diferenca
entre 0s grupos na comparacao entre as médias das papulas obtidas. Na diluicdo
3 se obteve p = 0,01, estatisticamente ndo significativo, indicando que ndo houve
diferenca entre os grupos nessa diluicdo. Na diluicdo 10 e 30 se obteve p < 0,001,
estatisticamente significativo, mostrando diferenca de poténcia entre os extratos

na mensuracao das papulas.

Ao se comparar a poténcia dos extratos no primeiro dia de teste, em
relacdo ao didmetro das papulas obtidas, no grupo do extrato concentrado 0s
extratos mais potentes em ordem decrescente foram C, A, E, D e B. Sendo dessa
forma, o extrato C o mais potente avaliado no teste de extratos concentrados no
primeiro dia, e 0 extrato B 0 menos potente dentre os extratos avaliados. Na
diluicdo 3 a poténcia se manifestou da seguinte forma em ordem decrescente: C,
E, A, D e B. Na diluicdo 10 a poténcia em ordem decrescente foi: C, A,D=E e

B. Na diluicdo 30 a poténcia em ordem decrescente foi: B, E, D, C e A.

Tabela 1.
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TABELA1- MENSURACAO DAS PAPULAS (mm) NO D1
MEDIA + DESVIO PADRAO
MEDIANA (MiNIMO E MAXIMO)
INTERVALO DE CONFIANCA 95%

EXTRATOS

DILUICAO A B C D E

() 15,9 +4,9 12,8 +3,9 16,5 + 6,2 13,3 +4,1 15,7+ 4,4 0,006*
15,7 (6,5-27,0) 12,5(55-21,0) 16,0(7,5-36,0) 12,5(6,5-24,00 16,7 (55-21,5)
IC=14,1-17,8 IC=11,4-143 1C=9,0-23,7 IC=9,0-18,7 IC=14,1-17,4

1:3 12,7 +4,4 10,3 +2,8 13,5+ 4,3 11,3+3,9 13,2 +4,4 0,01*
13,2(6,0-21,0) 10,5(3,5-17,0) 13,0(6,5-25,5) 10,5(5,0-19) 12,2 (5,0 — 24)
IC=11,0-14,4 1C=9,3-11,4 IC=11,9-15,1 IC=9,9-12,8 IC=11,5-14,8

1:10 9,7+2,6 8,4+2,1 12,6 +4,8 8,7+2,3 8,7+2,4 <0,001*
9,0(50-16,0) 8,0(45-145) 11,7(60-26,5)  8,5(4,0-14) 8,5 (5,0 - 14)
IC=8,7-10,6 IC=7,7-9,2 IC=7,0-18,0 IC=7,8-9,6 IC=7,8-9,6

1:30 0,4+1,5 41+3,8 1,9+2,8 2,5+3,4 2,8+3,7 <0,001**
0,0 (0,0 -6,0) 5,0 (0,0 11,0) 0,0 (0,0 -8,0) 0,0 (0,0-9,0) 0,0 (0,0 - 10)
IC=(0-0) IC=0,0-9,2 IC=0,06,5 IC=0,0-7,5 IC=0,0-7,7

Histamina = 9,9 + 2,5 (IC 95% = 8,9 — 10,8) Mediana = 9,5 (6,0 — 20,0) IC = 7,5 — 12,2

* Anova ** Anova de Kruskal-Wallis

Na avaliacédo de dados do segundo dia de testes:

A média obtida das papulas do extrato A concentrado foi de 16,7 mm, na

diluicdo 3 a média obtida foi de 14,3 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

9,8 mm e na dilui¢do 30 a mediana obtida foi de 0 mm.
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A média obtida das papulas do extrato B concentrado foi de 12,4 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 10,5 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

8,7 mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 6 mm.

A média obtida das papulas do extrato C concentrado foi de 17,9 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 13,7 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

11,4 mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

A média obtida das papulas do extrato D concentrado foi de 14,3 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 12 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de 8,7

mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

A média obtida das papulas do extrato E concentrado foi de 14,6 mm, na
diluicdo 3 a média obtida foi de 12,5 mm, na diluicdo 10 a média obtida foi de

10,5 mm e na diluicdo 30 a mediana obtida foi de 0 mm.

Na comparacdo entre 0s extratos concentrados, os resultados obtidos
foram semelhantes nos extratos A e C. O extrato B na diluicdo 3, foi diferente
dos demais na comparacdo entre todos o0s extratos. Nas varidveis com
distribuicdo simétrica foi utilizado o teste paramétrico Anova. Nas variaveis com
distribuicdo assimétrica foi utilizado o teste ndo paramétrico Anova de Kruskal-
Wallis.

Ao se avaliar os extratos A, B, C, D e E, concentrados, se obteve p =
0,001, portanto estatisticamente significativo, indicando que houve diferenca
entre 0s grupos na comparacao entre as médias das papulas obtidas. Na dilui¢cdo
3 se obteve p = 0,01, estatisticamente ndo significativo, indicando que ndo houve
diferenca entre os grupos nessa diluicdo. Na diluicdo 10 se obteve p = 0,006,
estatisticamente significativo, mostrando diferenca de poténcia entre os extratos

na mensuracdo das papulas. Assim como na diluicdo 30 com p < 0,001.

Ao se comparar a poténcia dos extratos no segundo dia de teste, em
relacdo ao didmetro das papulas obtidas, no grupo do extrato concentrado 0s

extratos mais potentes em ordem decrescente foram C, A, E, D e B.
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Conforme encontrado no primeiro dia de testes. Sendo dessa forma, o

extrato C 0 mais potente avaliado no teste de extratos concentrados, e o extrato B

0 menos potente dentre os extratos avaliados.

Na diluicdo 3 a poténcia se manifestou da seguinte forma em ordem

decrescente: C, A, E, D e B. Na diluicdo 10 a poténcia em ordem decrescente foi:

C, E, Ae D =B. Nadiluicdo 30 a poténcia em ordem decrescente foi: B, C, D, E

e A
Tabela 2.
TABELA 2 - MENSURACAO DAS PAPULAS (mm) NO D2
EXTRATOS

DILUICAO A B C D E

() 16,7 +5,8 12,4 +4,0 17,9+6,0 14,3 +5,2 14,6 + 4,9 0,001
16,0 (7,5 -30,0) 11,7 (7,0- 24) 16 (9,5 -37) 14 (6,5 - 32) 13,5 (7,0- 28)
IC=9,5-26,0 IC=10,9-13,9 1C=15,6-20,1 IC=12,4-16,3 IC=12,7-16,4

1:3 14,3 +5,0 10,5 + 3,5 13,7 +4,8 12,0 + 4,5 12,5 + 4,4 0,01
12,7 (8 — 25) 9,7(55-18,5) 13,7(7,0-26,5) 10,7 (6,5-26) 11,5 (5,0 -23,5)
IC=12,4-16,1 IC=9,2-11,8 IC=11,9-15,5 1C=10,3-13,7 IC =10,8- 14,2

1:10 9,8+3,4 8,7 +2,5 11,4 +3,8 8,7+2,7 10,5 +3,6 0,006
9,2 (5,5-21) 8,7(50-13,5) 10,5(50-19) 8,5(50-16,5  9,7(6,5-20,5)
IC=8,5-11,1 IC=7,8-9,7 IC=10-12,8 IC=7,7-9,7 IC=9,1-11,8

1:30 0,4+1,5 5,0 +3,5 2,4+3,1 1,3+2,7 0,98 +2,2 < 0,001
0(0-6,5) 6,0(0,0—-12,00 0(0-8,5) 0(0-9,0) 0(0-6,0)
IC=0-0 IC=0-8,5 IC=0-7,0 IC=0-6,7 IC=0-6,0

Histamina: Média 9,9 + 2,3 (IC=9,0 - 10,7) Mediana =9,5 (6,5—-15,0) IC=7,2—-13,0
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A média obtida das punturas com histamina no primeiro e segundo dia foi

de 9,9 mm.

No primeiro dia de testes, avaliando-se a frequéncia de reacdes negativas e
positivas, nos extratos concentrados obteve-se 6% de reacOes negativas - com
didmetro médio menor que 8 mm, e 94% de reacdes positivas - com diametro
médio maior ou igual a 8 mm. Na diluicdo 3 obteve-se 12% de reac6es negativas
e 88% de reacOes positivas. Na diluicdo 10 obteve-se 30% de reagdes negativas e
70% de reacdes positivas. Na diluicdo 30 obteve-se 92% de reacGes negativas e

8% de reac0es positivas.

No segundo dia de testes, nos extratos concentrados obteve-se 4,6% de
reacOes negativas, e 95% de reacOes positivas. Na dilui¢do 3 obteve-se 10,6% de
reacOes negativas e 89,3% de reacOes positivas. Na diluicdo 10 obteve-se 31,3%
de reacdes negativas e 68,7% de reacdes positivas. Na diluicdo 30 obteve-se 94%

de reacdes negativas e 6% de reacdes positivas.

Conforme demonstrado no gréfico 3, se observa a unido de todas as
afericdes em um Unico grupo por extrato, com a reducéo progressiva do diametro
médio mensurado das papulas de acordo com a diluicdo gradual dos extratos e

reducdo da sua concentracéo.
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6.0 Discussao

Devido ao aumento significativo da incidéncia das doencas alérgicas nos
ultimos anos, a melhor compreensdo de sua causa e mecanismos € de extrema

importancia. [15]

A imunoterapia € baseada na administracdo de doses crescentes do
alérgeno identificado como causal, visando reduzir a reatividade de pacientes
alérgicos; além de ser o Unico tratamento com objetivo de tratar a causa e ndo 0s

sintomas da alergia respiratéria. [11]

A inducdo terapéutica de tolerdncia pode restaurar a imunidade em
condi¢cBes como desordens alérgicas e autoimunes. A imunoterapia € um dos
melhores exemplos para ilustrar a inducéo de tolerancia por antigenos externos.
[15]

A eficécia da imunoterapia oral na rinite alérgica e asma foi demonstrada

em diversas metandlises, incluindo subpopulacgdes pediétricas. [11]

Dessa forma, a padronizacdo dos extratos alergénicos é um tema de
extrema relevancia na alergologia, uma vez que permite ao médico atuante tomar
a melhor decisdo na escolha do extrato, de acordo com a sensibilizacdo do

paciente.

A auséncia de uma unidade comum aos extratos disponiveis

mundialmente dificulta uma adequada comparacao da poténcia dos mesmos.

Portanto, o estudo realizado se prop0s a comparar 0Ss extratos
comercialmente disponiveis, em centros de referéncia mundiais, que em teoria
deveriam ter a mesma eficacia na melhora clinica do paciente com sensibilizacdo

a determinados alérgenos, sem controle de sua doenca.
Os extratos comparados sao de apresentacdo liquida e em comprimido.

Os resultados obtidos mostraram que ha diferenca estatisticamente

significativa ao se comparar por teste de puntura os extratos alergénicos
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disponiveis para imunoterapia oral. A determinacdo de relacdo causal entre
concentracdo em microgramas de alérgenos por mililitro e didmetro de reacéo
cutanea obtida, ndo se aplica, uma vez que ndo se tem informacdes precisas de
metodologia de preparo e obtencdo dos extratos. Além disso, conforme se
observou o extrato com maior concentragcdo de Phleum pratense por mililitro - o
extrato do FDA, ndo apresentou reacdes proporcionalmente maiores, embora ja
diluido em 50%.

Na avaliacdo dos extratos pode se dizer que a poténcia, com base no teste
de puntura com extratos concentrados, apresentados em ordem decrescente, ou
seja do mais potente ao menos potente, foram: Staloral, Soluprick, FDA, Oralair
e Grazax. Comprovadamente obtidos no primeiro e segundo dia de testes, e a
direita e esquerda no dorso dos pacientes (quadruplicata). Mostrando dessa forma
que ha, sim, uma diferenca de poténcia entre os extratos disponiveis para
imunoterapia e, portanto, podera gerar uma diferenca na resposta clinica

individual do paciente.

Essa diferenga comprova a necessidade de padronizagdo, como no estudo
de Zavadniak e colaboradores, que comparou nivel de alérgenos de
Dermatophagoides pteronyssinus em microgramas por militro e encontrou niveis
insuficientes para alcancar doses efetivas preconizadas internacionalmente para

imunoterapia. [21]

Os beneficios que os pacientes obterdo deste estudo, quando plenamente
concluido a nivel mundial, s&do indiretos na maioria dos casos. Os resultados
finais do estudo pretendem estabelecer a dose Otima administrada em
imunoterapia sublingual para alérgenos, especialmente porque essa terapia se
encontra em ascensdo no Brasil. Os resultados podem ser estendidos a esta
modalidade de tratamento amplamente empregada no pais, inclusive no HC-
UFPR.
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7.0 Conclusao

E importante se garantir a qualidade de extratos alergénicos visando
seguranca e eficacia do tratamento imunoterapico. Além de que a padronizacao
dos mesmos permite uma reducdo na frequéncia e gravidade das reacdes

sistémicas secundarias a imunoterapia.

Na comparacdo entre a poténcia dos extratos, em sua grande maioria,

houve uma diferenca estatisticamente significativa.

Isso determina que exista uma variabilidade de poténcia nos diversos
extratos disponiveis comercialmente e, consequentemente, na resposta clinica no

tratamento das doencas alérgicas.

Dessa forma, ha necessidade de uma padronizacdo de unidade de extratos
alergénicos, visando uma resposta semelhante e confiavel, de acordo com a

preferéncia comercial do médico assistente, no tratamento do paciente alérgico.
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