04/27-02/46

Rev. bras. alerg. imunopatol.
Copyright © 2004 by SBAI

<

C10, v‘\O

Pc\eo ATE (

<)

W)

ARTIGO ORIGINAL

Verificacao da poténcia de extr atos aler génicos comer ciais de
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Resumo

Objetivo: Verificar a poténciain vivo ein vitro de
oito extratos aergénicos comerciais de Dermatopha-
goides pteronyssinus (Dp) paraimunoterapia.

M étodos: Foram adquiridos, sem o conhecimento
dos fabricantes, os extratos mais concentrados utiliza-
dos em imunoterapia. Os alérgenos Der p 1 e Der p 2
foram quantificados por méodo imunoenzimético, em
oito extratos aergénicos de diferentes laboratérios. Os
extratos foram avaliados por testes cuténeos de leitura
imediata pela técnica de puntura (TCA) realizados
com puntor descartavel (Alko). Pacientes aérgicos a
Dp (n=210) e individuos ndo aérgicos (n=31) foram
submetidos a TCA em seis servicos de dergia A in-
tensidade das reagtes foi aferida pelo didmetro médio
das pépulas, em leitura apds 15 minutos.

Resultados: Os niveis de adérgenos Der p 1 ou Der
p 2 foram indetectaveis ou muito baixos (0,02 a 0,58
ny/mL) na maioria dos extratos, exceto no extrato |
(68,3 e 31,7 nmy/mL, respectivamente). Em pacientes
alérgicos, a mediana dos diametros das papulas obti-
das em testes cutaneos foi < 3mm para 7/8 extratos
andlisados, enquanto que a mediana do didmetro das
papulas obtidas com histamina foi de 6mm, e com o
extrato |, de 7mm. A positividade dos testes (papula 3
3 mm) com os sete extratos variou de 2 a 36%. O
extrato | teve positividade de 97,2%.

Conclusdo: A maioria dos extratos alergénicos tes-
tados in vitro e in vivo apresentou niveis de alérgenos
insuficientes para acancar as doses efetivas preconi-
zadas internacionalmente para imunoterapia.
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Abstract

Objective: To verify in vitro andin vivo potency of
eight commercialy available Dermatophagoides pte-
ronyssinus (Dp) allergenic extracts for immunothe-
rapy.

Methods: Levels of alergens Der p 1 and Der p 2
were quantified by enzyme-linked immunosorbent
assay method in concentrated alergenic extracts for
immunotherapy from different manufacturers. Extra-
cts were also evaluated by skin prick testing (SPT)
with a disposable device (Alko). Patients alergic to
Dp (n=210) as well as non dlergic subjects (n=31)
from six different alergy clinics were tested. Reac-
tions were read after 15 minutes considering the mean
crossed diameters of wheals.

Results: Der p 1 and Der p 2 alergen levels were
undetectable or very bw (range 0.02 to 0.58 ng/mL)
in most extracts, except in extract |1 (68.3 and 31.7
ng/mL, respectively). Among dlergic patients, me-
dian values of whea diameters in skin tests was < 3
mm for 7/8 extracts, as compared to 6 mm for hista-
mine and 7 mm for extract 1. The frequency of pos-
tive SPT (whea 3 3 mm) with seven extracts varied
from 2 to 36%, while extract | gave 97.2% positive
reactions with similar frequenciesin al centers.

Conclusion: Most of the alergenic extracts tested
both in vitro and in vivo did not have sufficient amo-
unts of the mgor Dp allergens necessary for effective
doses in immunotherapy.
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dlergen content; alergen vaccine, immunotherapy;
Derpl; Derp2.
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I ntroducéo

O controle das doencas aérgicas basda-se em
evitar a exposicdo aos aérgenos, educacéo do
peciente, tergpia farmacologica e imunotergpia
aérgeno-especifica’.

A imunotergpia adérgeno-especifica tem como
findidade modificar ativamente 0S mecanismos
imunologicos envolvidos nas doengas dérgicas.
Condge na administracdo de doses graduais e
progressvas de um extrato dergénico a um indi-
viduo senshilizado, com o objetivo de aumentar
sua tolerancia a esse aérgeno®.

A imunotergpia com dérgenos mostrou-se €fi-
caz no tratamento de pacientes com asma, rino-
conjuntivite adérgica e nas reages andiléicas
por venenos de insetos. A imunoterapia aérgeno-
especifica € o Unico tratamento capaz de dterar a
higéria natura da doenca adérgica ao prevenir
asma em pacientes com rinite dérgica, dém de
dificultar o desenvolvimento de novas senshiliza-
cOes em criangas™.

Recomendagbes internacionais enfdizam a ne-
cessdade de garantir-se a qualidade dos extratos
dergénicos, visando a seguranca e a eficdcia do
tratamento. A padronizacdo dos extratos utiliza-
dos permite ainda a reducdo da freqliéncia e da
gravidede das reagbes sSstémicas secundéias a
imunotergpia. A padronizagdo de um extrato ba
Sa-se ha determinacéo da poténcia biologica in
vivo aravés de testes cutdneos de hipersensbili-
dade imediata, e in vitro, aravés de ensaios de
inibicdo de RAST ou ELISA. Em ambos os casos
rediza-se a comparagéo entre o extrato testado e
um extrato consderado de referéncia pela Orga-
nizacdo Mundid de Saide 2. Mais recentemente
tem Sdo utilizada a medida de dérgenos princi-
pais em unidades de massa para padronizacéo de
aguns extratos dergénicos.

Uma das quest@es cruciais na avdiacdo de um
extrato dergénico diz respeito a determinacéo de
aérgenos especificos presentes na solucdo, ja que
a eficacia da imunotergpia esta relacionada a ad-
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ministracdo de quantidede fixa e regular do dér-
5
geno”.

O objetivo deste estudo € verificar a poténcia,
in vivo ein vitro, de diferentes extratos aergéni-
cos de Dermatophagoides pteronyssinus para
imunoterapia.

Materiais e métodos

Obtencéo dos extratos

Extratos comerciais de Dermatophagoides pte-
ronyssinus para imunotergpia foram adquiridos
sem informar a0 fabricante sobre a redizacéo da
pesquisa. Foram escolhidos  preferencidmente
extratos comercias aguosos concentrados para
diluicdo ou de maior concentragdo j& preparados
para utilizaco por via subcutanea.

Foram obtidos extratos comercidizados no
Brasil por sete empresas, dém de extrato da Ba-
yer Co (Holligter-Stier, EUA) 30000 AU/mL, so-
lucdo de higamina 10 mg/mL (IPI-ASAC) e dli-
cerina 50%. Um dos fabricantes dispunha soment
te de extrato para “indantes’ (extrato D); outro
gpenas de extrato precipitado em gel de AIOH
(extrato H).

Codificacéo e preparo dos extratos

As dez solugdes (8 extratos aergénicos, 1 de
higamina e 1 de glicering) foram preparadas em
camara de fluxo laminar com materid estéril para
manipulacdo e acondicionamento das solugbes e
entdo codificadas pelo Servico de Farmécia Hos
pitalar com letras de A a J ssm o conhecimento
dos pesquisadores. O codigo so foi aberto apds o
término da andise estatistica
Foram preparadas duas aiquotas de cada extrato:
uma para determinacéo de adérgenos principais e
outra para testes cutaneos.

Inicidmente foram retiradas amostras de cada
frasco para quantificacdo dos aérgenos in vitro.
Foi retirado 1 ml de cada um dos sete extratos co-
mercidizados no Brasl, da solugdo de higamina
e glicerina 50%. Do extrato da Bayer foi retirado
0,3 mL e diluido em frasco contendo 0,6 mL de
solucéo fisoldgica 0,9% , resultando em uma so-
lugdo fina de 10000 AU/mL. As concentrages
dos extratos estéo listadas natabela 1.

A seguir, foram preparadas as solugbes para
testes cutaneos. A0S sete extratos nacionas co-
mercias bradleros foi adicionada glicerina na
proporcdo 1:1 viv, resultando em solucbes glice-



48 Rev. bras. derg. imunopatol. —Vol. 27, N° 2, 2004

rinadas a 50% dispostas em frascos conta-gotas .
Ao extraio Bayer foi também adicionada gliceri-
na, resultando uma solucéo glicerinada 50% com
10.000 AU/mL. Glicerina a 50% e hisamina 10
mg/mL foram acondicionadas em frascos conta
gotas para servirem de controle negativo e posti-
VO, respectivamente.

Cada centro participante recebeu um “kit” que
continha: carta de aprovacdo do projeto pelo Co-
mité de Etica em Pesguisa, 1 caixa de isopor com
10 frascos conta-gotas identificados com as letras
de A a J 1 régua acrilica milimetrada (Trident
mod. 7115), 65 envelopes de puntores descart&
veis (Alko do Brasl) contendo 10 puntores cada,
copias do consentimento informado, 1 resumo do
estudo, 1 pasta com fichas para anotagdo dos re-
sultados acompanhada de 1 sumério da pesquisa e
1 p&gina de orientacdo para o registro de dados
nas fichas.

Sels sarvigos de dergia participaram do estu
do, redizado no periodo de dezembro de 1999 a
maio de 2000, com um pesquisador responsavel
pela redizacdo dos testes cuténeos em cada locd:
Hospitd de Clinicas da Universdade Federa do
Parand, Escola Paulista de Medicing, Universida
de de Sio Paulo, Hospitad do Servidor Publico
Estadud —SP, Faculdade de Medicina da USP de
Ribeirdo Preto e Universdade Federd do Rio de
Janeiro. O protocolo foi aprovado pelos Comités
de Etica em Pesguisa das indtituicdes envolvidas.

Participantes

Grupo casos (N=218): Os testes cutaneos de
leitura imediata foram redizados em pacientes
atopicos selecionados nos respectivos ambulatd-
rios especidizados, de ambos os sexos, de qual-
guer grupo énico, com idade superior a sete anos,
gpbs autorizacdo por consentimento livre e extla-
recido. Ainda como critérios de indusio estavam
as seguintes condicles. diagnogtico clinico de as-
ma (de acordo com os critérios do Global Strate-
gy for Asthma) elou rinite dérgica (de acordo
com os critérios do Guidelines of the Joint Task
Force on Practice Parametersin Allergy, Asthma
and Immunology, 1998), higdria familiar de do-
enca atdpica, teste cuténeo aérgico prévio posti-
vo para D. pteronyssinus. Foram excluidos os pa
cientes com les0es cutdneas em antebragcos ou
condigbes patolégicas que comprometessem a
regtividade cuténea, com histéria prévia de reacéo
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andfil&tica, em uso de medicamentos (anti-hista
minicos, antidepressivos, conforme tempo de
supressdo da regtividade cutanea) ou submetidos
a imunoterapia especifica por mais de trés meses
e ha menos de trés anos.

Grupo controle (N=32): individuos ndo atopi-
cos condituindo o grupo controle foram igua-
mente testados em cada centro, para afastar a
ocorréncia de reagies inespecificas.

Testes cutaneos de leitura imediata

Foram redizados testes cutaneos por puntura
com puntor descatave na linha mediana das fa-
ces anteriores dos antebracos, com disténcia mini-
ma de 3 cm entre as solugdes.

As solugdes codificadas com as letras A a E,
seguindo da fossa antecubital a0 punho, foram
dispostas no antebraco direito. As solugdes codi-
ficadas com as letras F a J, seguindo da fossa an+
tecubital a0 punho, foram colocadas no antebraco
esquerdo. O tempo para a leitura das reagOes foi
de 15 minutos.

As papulas resultantes de cada reacdo foram
medidas com régua trangparente graduada em mi-
limetros, das quais foram registrados. 0 maior di-
ametro (a) e o respectivo maior didmetro ortogo-
na (b), bem como a média destas duas medidas
[(athb) , 2]. Foi anotado também o surgimento de
pseuddpodos nas reagdes.

O didmetro da papula foi consderado como re-
presentativo da senshilidade cuténea. O teste foi
consderado postivo quando houve a formagéo
de pdpula com didmetro médio igua ou superior
a3 mm.

Determinacdo da quantidade alergénica in

vitro

A determinacdo da concentragcdo aergénica das
solucdes foi redizada no Laboratdrio de Alergia e
Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de
Ribeiréo Preto - SP. Inicidmente as solugbes fo-
ram recodificadas, para que os pesquisadores per-
manecessem  desinformados sobre o contelido
aergénico das solugoes.

Foram quantificados os niveis dos dérgenos
Der p 1 e De p 2 por ensao imunoenzimético
(ELISA) tipo “sandwich”, conforme descrito por
Luczynska et al®. Em resumo, em cada poco da
placa de microtitulacdo de poliesireno (Im
munolon |l Dynaech, Alexandria, VA, USA)
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foram colocados 1 pg dos respectivos anticorpos
monoclonais. anti-Der p 1 (5H8) e anti-Der p 2
(1D8) em tampédo carbonato-bicarbonato, 50 mM,
pH 9,6 e incubados por 18 horas a 4C. As placas
foran lavadas com solucdo sdina tamponada
com fosfato 0,01 M, pH 7,2 (PBS) contendo Tw-
een 20 a 0,05% (PBS-T) e blogueadas por uma
hora, em temperatura ambiente com 0,1 mL de
PBS-T acrescido de soroalbumina bovina a 1%
(PBS-T-BSA). Etapas subseglentes foram redi-
zadas utilizando PBS-T-BSA como diluente e la-
vagens foram efetuadas entre as etapas da reagao.

Adicionourse 0,1 mL das amostras em dilui-
cOes crescentes entre 1.2 aé 1:4096. Pardda-
mente, foram redizadas, em duplicata, as curvas
padrdes, em diluigdes seriadas em PBS-Tween+
BSA a 1%, variando de 250 a 0,25 ng/mL. Foram
utilizados extratos de é&caros com concentragoes
conhecidas, obtidos da Universdade da Virginia,
EUA: Der p 1 (UVA 93/03) e Grupo 2 (UVA
92/02). O extrato UVA 93/03 contém 2500 ng/
mL de Der p 1 foi subpadronizado contra a re-
feréncia de D. pteronyssinus da WHO/IUIS
(NIBSC 82/518) que contém 12,5 ng/mL de Der
p 1. O extrato UVA 92/02 contém 2500 ng/mL de
Der p 2 foi subpadronizado contra a preparacéo
de referéncia CBER/FDA E1-Dp, que contém 50
noy/mL de Der p 2.

Ap6s uma hora de incubacdo a temperatura am-
biente foram adicionados os anticorpos monoclo-
nas biotinilados anti-Der p 1 (4C1) na diluicdo
1:1000 ou anti-Der p 2 (7A1) na diluicdo de
1:3000 em PBS-Tween +BSA a 1%. As placas
foram incubadas por uma hora a temperatura am
biente e o0 conjugado edtreptavidina-peroxidase
(Sgma S5512) a 1:1000 foi incubada por 30
minutos em temperatura ambiente,

Adicionourse 0,1 mL do subgrato enzimético
condgtindo de solucdo ABTS a ImM em Tampéo
Citrato-Fosfato 70 mM, pH 4,2 e contendo 0,03
% de H>O,. A leitura foi redizada quando a ab-
sorbancia do topo da curva controle acancou 2,0-
24 em leator de microplacas (E-max, Molecular
devices corporation, Sunny Vale, CA, USA) a
405 nm. A absorbancia obtida € diretamente po-
porcional a quantidade de aérgenos ligados, e os
vaores foram obtidos de suas respectivas curvas
controle.
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Os dados foram andisados com o auxilio do
programa estatistico PRIMER OF BIOSTATISTICS.

Foi utilizado o teste paramérico de andise da
vaiancia para comparacéo entre o didmetro mé-
dio das papulas (ANOVA).

A fregliéncia de postividade dos testes em ca
da centro foi andisada por teste ndo paramétrico
de comparacdo entre duas proporgoes. Para corre-
lacdo entre os didmetros médios das papulas de
cada paciente, foi utilizado o coeficiente de corre-
lacdo de Pearson.

Resultados

Poténcia alergénica dos extratos in vitro

ApoGs a redizacdo dos testes cutaneos por todos
0s centros envolvidos, recebimento das fichas de
registro e andise dos extratos pelo coordenador
da pesquisa e andise edatidica dos dados, foi
redizada a decodificacéo dos frascos identifican+
do-se, portanto, as solugdes avaiadas in vivo ein
vitro. A s0lugdo de higamina (controle positivo)
e a solucdo de glicerina (controle negativo), ti-
nham ddo codificadas, respectivamente, como
extratos A e J. O extrato de referéncia internacio-
na (Bayer) havia recebido o codigo |. Os nivels
dos alérgenos de D. pteronyssinus (Der p 1 e Der
p 2) determinados por ELISA tipo sandwich nas
dez solughes estéo demonstrados natabela 1.

Na maioria dos extratos avaiados a quantidade
dos aérgenos Der p 1 e Der p 2 foi inferior a
0,002 ng/mL, sendo detectavels niveis baixos
destes aérgenos nos extratos F e G. Uma quanti-
dade relevante de dérgenos foi exclusvamente
detectada na solugéo |.

Avaliacao dos extratosin vivo

Foram excluidos da andlise oito pacientes que
apresentaram media dos didmetros das pépulas
inferiores a 3 mm para a solugéo de hisgamina 10
mg/mL (controle podtivo) ou testes pogtivos pa
ra a solucdo de glicerina 50% (controle negativo).
Foi excluido ainda um paciente do grupo de néo
atépicos que teve teste cuténeo postivo a algum
dos extratos dergénicos testados. Asim, foram
andisados os dados de 210 pacientes atépicos e
31 pacientes ndo atopi cos.

Os pacientes atdpicos incluidos na andise ti-
nham idade entre 7 e 63 anos (média de 19,3
anos, 96 M;114 F). A maioria dos pacientes tinha
diagnégtico de asma e rinite dérgica (67%), en
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gquanto 26% agpresentavam somente rinite aérgica
e 7% somente asma. Os individuos ndo adpicos
tinham idade entre 11 e 72 anos (média de 26,9
anos, 18 M: 13 F).

Os 31 individuos ndo adpicos incluidos na a
ndise gpresentaram redtividade cuténea a solucéo
de higamina semdhante aos pacientes atdpicos
(média das pdpulas. 6,26 £ 1,69 mm, com varia-
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¢ao de 2,5 a 10,0 mm). Estes pacientes ndo apre-
sentaram reac0es cuténeas as outras solucdes tes-
tadas.

A mediana dos didmetros das papulas obtidas
em testes cuténeos foi < 3mm para 7/8 extratos
andisados, enquanto que a mediana do diametro
das papulas obtidas com hisgamina foi de 6mm, e
com o extrato |, de 7mm (tabela 2).

Tabela 1 - niveisde der p 1 e der p 2 em extratos de D. pteronyssinus utilizados em imunotergpia

Solugdes Tipo Concentragao find > A0
erp 1 (nmyml) Der p 2 (ng/ml)

A Histamina 10 mg/ml <0,002 <0,002
B D. pteronyssinus 10.000 UBT/mli <0,002 <0,002
C D. pteronyssinus 800 URC <0,002 <0,002
D* “inalantes’ 2000 PNU/ml <0,002 <0,002
E D. pteronyssinus 860 UBE/m! <0,002 <0,002
F D. pteronyssinus 100.000 PNU/ml 0,017 <0,002
G D. pteronyssinus 10 HEP/m 0,133 0,582

H* D. pteronyssinus 2000 PNU/ml <0,002 <0,002
I D. pteronyssinus 10.000 AU/m 68,33 31,73

J Glicerina 50% <0,002 <0,002

* As unidades sao de acordo com as especificagdes dos fabricantes:

PNU: Protein Nitrogen Unit; UBE: Unidade Biol 6gica Equivalente; HEP: Histamine Equivalent Potency

AU: Allergic units; URC: Unidade de Reatividade Cutanea.

* Extratos aquosos concentrados ndo disponiveis: optou-se pela aquisi¢io dos extratos comercializados com
maior quantidade de alérgenos de Dp; (D=inalantes, H=precipitado em gel de AIOH).

A figura 1 mostra a frequéncia de reacles pos-
tivas a0 teste cutaneo para todas as solugdes entre
pacientes atdpicos. Reagles cuténess intensas,
com formacdo de pseuddpodos, ocorreram com as
solucdes de hisgamina (A) e com o extraio |, e em
casos isolados com os extratos C e G.

Discusséo

A imunotergpia dérgeno-especifica € o mais
importante recurso tergpéutico modificador da
resposta imunolégica e € o Unico tratamento que

interfere nos mecanismos fisopatolégicos basicos
das doencas dérgicas. A Sociedade Bradileira da
Alergia e Imunopatologia reconhece a imunote-
rgpia com aérgenos como um procedimento ine-
rente a especididade e recomenda, a exemplo da
Organizacdo Mundid de Salde, sua utilizacdo
criteriosa no tratamento de determinadas doencas
dérgicas. Sua eficacia clinica depende da correta
sdecdo dos pacientes e utilizacdo de protocolos
adequados de tratamento com extratos aergéni-
cos de poténcia conhecida’.
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Tabela 2 - Diémetros das papulas (mm) produzidas
pelos diferentes extratos aos testes por puntura ( n=210)

solucdes

mediana

minimo-maximo
(mm)

A (Histamina)

I O T moOw

J(Sol. sdina
glicerina 50%)

O N O N OO O PP o o

3-15
0-55
0-6
0-3
0-35
0-5
0-7
0-10
0-225

0-2

Figura 1 — Freqiiéncia de positividade ao teste cuténeo com os diferentes extratos

100% 7

80% A

60% A

40% A

20% A

0%
A
A = histamina (controle positivo)
J = solugéo glicerina (controle negativo)
| = extrato Bayer

As dteragbes promovidas pela imunotergpia
nédo estdo completamente esclarecidas. Estudos
recentes, no entanto, sugerem que os efeitos da
imunotergpia sobre os linfocitos T interferem na
producéo de anticorpos e eosinofilia tissular, pro-
ducdo de mediadores e recrutamento e ativagdo
de mastécitos. A imunotergpia induz a producéo
de IFN-g e IL-2 por linfécitos do tipo Thl, dém
de reduzir a reacdo inflamatdria promovida por

ol __alla

T
G H | J extratos

linfécitos Th2. Dedta forma, a imunotergpia dtera
o equilibrio entre linfocitos Th2 e Thl, favore-
cendo as respostas celulares do tipo Th1®.

Uma metaandlise de diversos estudos’ mostrou
gue pacientes asmdicos submetidos a imunotera
pia apresentam melhora dos sintomas, reducdo do
uso de medicamentos regulares e diminuicdo da
hiperreatividade bronquicaa Como a maioria dos
edudos incluidos ndo utilizou antigenos padroni-
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zados, os resultados obtidos com a imunoterapia
s80 provavelmente melhores que os observados.

A quantidade de aérgenos principais em extra-
tos de écaros para testes cuténeos comercidiza-
dos nos Egstados Unidos é variavd em diferentes
extratos de Dermatophagoides pteronyssinust®.
Extratos de &caros submetidos a andise por qua-
tro laboratérios mostraram variacdo ndo somente
no contelido aergénico, mas também na distribui-
20 dos alérgenos principais, Der p 1 e Der p 2%
Nelson'? quantificou os niveis de Der p 1 em 28
extratos de D. pteronyssinus para imunoterapia e
encontrou grande variabilidade na quantidade de
alérgenos dos extratos ©8 a 385 ng/mL), com ni-
veismédiosde 172 + 74 ng/mL de Der p 1.

Estudo de Taketomi et al*® para avdiar o pefil
imunoquimico das vacinas de aérgenos contendo
D pteronyssinus revelou que somente um dees
poderia ser caracterizado como apropriado para
imunoterapia pelas concentragdes de Der p 1 (409
pugmL) e Der p 2 (210, 7 pg/mL), embora tam-
bém fossem detectados niveis baixos destes aér-
genos em outros dois extratos.

No presente estudo, confirmando os dados de
Taketomi et al'®, sete extratos apresentaram quan+
tidades indetectaveis ou muito baixas dos dérge-
nos Der p 1 e Der p 2. Somente no extrato | o ni-
vel de Der p 1 edtava dentro dos limites encontra-
dos por Nelson'?.

Os consensos internacionals recomendam  que
as doses de manutencéo devemn conter 5 a 20 ny
do adérgeno principad por injecdo, pelos resulta
dos sdtisfatérios obtidos com estes nivels em es-
tudos controlados®!’. Por sua vez, extratos com
baixas concentragBes de aérgenos comprometem
a eficacia da imunoterapia no tratamento das do-
encas aégicas™* 1.

A técnica utilizada para a verificagdo in vivo da
poténcia dos extratos aergénicos foi a dos testes
cuténeos de leitura imediata, que detectam anti-
corpos IgE especificos. Optou-se pela puntura em
virtude da seguranca, maior especificidade, rapi-
dez e facilidade de execucdo, menor desconforto
para 0 paciente dém da posshilidade de utiliza-
¢80 de extratos glicerinados'®. A glicerina é bem
tolerada nos locais de teste e ndo dtera a resposta
cuténea, dém de garantir maior estabilidede aos
extratos?.

Os testes cuténeos por puntura s8o melhor rea
lizados e tém maor senghilidade com a utiliza-
¢ de ingstrumentos especidmente criados em
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subgtituicdo a agulha. Comparagdes entre ingtru-
mentos para redizacdo de testes cutaneos, no e+
tanto, tém revelado diferencas Sgnificatives entre
a redtividade cutanea a solucdo de histamina ou a
extratos dergénicos mesmo quando sfo utilizados
por individuos treinados e experientes”??. Por es-
ta razéo, no presente estudo o digpostivo utiliza-
do para os testes de puntura foi 0 mesmo para to-
dos os centros.

A redtividade cutanea depende basicamente de
duas varidveis. concentracdo do aérgeno no ex-
trato utilizado e da sendbilidade dos individuos
testados. A técnica utilizada para a redizacdo do
teste e os vaores que definem sua postividade
tém importante influéncia nos resultados®.

A magem de erro na medida € inversamente
relacionada a0 diametro da pdpula Assm, rea
¢Bes pouco intensas podem ser erroneamente S
perestimadas. Corroboram para esta afirmacdo o
fato de raramente terem sdo observadas reacoes
com pseuddpodos, portanto mais intensas, com
0s extratos em que as discrepancias nas frequén
cias das reagOes podtivas em relagdo ao teor de
aérgenos no extrato tornaram-se evidentes. Ou-
tro fator pra explicar estas diferencas pode estar
relacionado ainda & técnica de redizacdo dos tes-
tes ou ao registro das medidas das papulas. Ocor-
rem diferencas nos resultados obtidos entre in-
vedigadores que utilizan 0 mesmo méodo. O
didmetro médio da pdpula pode variar sgnificati-
vamente mesmo quando sfo utilizados 0 mesmo
méodo e extrato alergénico para redizacdo do
teste cutaneo®.

Embora tenham sido detectadas diferencas en
tre as medidas aferidas pelos véios pesquisado-
res, a redtividade cutanea da maioria dos extratos
fol compativel com o contelido dergénico detec-
tado in vitro.

Houve discordancia entre a freqiéncia de posi-
tividade dos extratos C (22,5%) e G (36%) e suas
quantidades dos alérgenos Der p 1 e Der p 2
Neste caso aplicam-se consideracles sobre a ana-
lise de extratos com caracteridticas diferentes e
de um determinado lote. Por outro lado, ndo foi
pesquisada a presenca de outras substancias nos
extratos que pudessem promover reacOes cutd
neas inespecificas. Além disso, poderia haver ou
tros aérgenos, derivados ou ndo de acaros, aos
quais os pacientes testados eram sensibilizados.

A despeito destas consideracOes, cabe ressatar
gue o extrato | apresentou dta freqliéncia de rea
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¢cOes podtivas, condizentes com o contelido aer-
génico encontrado na avdiacdo in vitro. Além
diso, ndo houve diferenca dgnificativa entre os
resultados dos testes cutdneos com este extrato,
realizados nos diferentes centros participantes.

Estes resultados revelaram que os extratos aer-
génicos brasleros de Dermatophagoides ptero-
nyssinus para imunotergpia avaliados ndo apre-
sentavam niveis dos dérgenos Der p 1 e Der p 2
que dingissem as doses de manutencéo interna-
ciondmente recomendadas. As possives limita
¢cOes do presente estudo incluem as caracteristicas
dos extratos avdiados, que podem ter relevancia
nas diferencas dos extratos. Havia diferencas na
padronizacdo das unidades dergénicas, com gran+
de variabilidade entre os extratos. Como nem to-
das as empresas possuiam extratos aguosos, fo-
ram andisadas também vacinas de depdsito ou
modificadas. A modificagdo de vacinas pode oca
sonar dteragbes, ainda pouco conhecidas, na es-
trutura molecular dos dérgenos®. Além disso, as
informagdes obtidas sdo redtritas aos lotes de ex-
tratos que foram testados. Os componentes dos
extratos aergénicos dependem de varios fatores,
gue incluem a fonte do materid, a natureza e tem-
po dos processos de extracdo, 0 armazenamento e
a manipulacdo de produtos intermedidrios e po-
dem anda s influenciados pela purificacdo e
outros processos industriais™®.

Em sintese, 0 presente estudo utilizando extra
tos comerciais mostra que a quantidade dos adér-
genos presentes nos extratos analisados ndo € su
ficente para a eficicia da imunotergpia Como
perspectiva, serd necessaio implementar medidas
para a efetiva padronizacdo dos aérgenos comer-
cidmente disponiveis no Brasl para imunotera-
pia
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