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RESUMO

Nos ultimos 30 anos tem havido um avango notavel na identificacdo, purificacdo e expressao
recombinante de alérgenos relevantes das mais variadas fontes, incluindo acaros, insetos, ma-
miferos, polens, alimentos, fungos, latex e outras fontes. Estes avangos resultaram na utilizagdo
crescente de alérgenos purificados, naturais ou recombinantes, para melhorar o diagnéstico de
alergia pelos métodos que dispomos, incluindo os testes cutaneos de hipersensibilidade imediata,
e os métodos invitro para medida de anticorpos IgE especificos, como ImmunoCAP, ImmunoCAP-
ISAC, ELISA e MARIA. Mais recentemente, o uso de alérgenos recombinantes de pélen de bétula
(rBet v 1) e de gramas (coquetel de 5 alérgenos) em imunoterapia foi relatado como seguro e
eficaz, com resultados compardveis aos obtidos usando extratos naturais, em pacientes com
rinoconjuntivite alérgicos a polens. No presente artigo, apresentamos revisdo atualizada do uso
de alérgenos recombinantes em diagndstico de alergia e em imunoterapia alérgeno-especifica,
incluindo novas estratégias de imunoterapia. Focalizamos na avaliagdo critica de estudos que
investigaram sensibilidade, especificidade, reatividade cruzada e valor prognéstico de métodos
diagnésticos com uso de alérgenos recombinantes versus extratos naturais; nas recomendagdes
atuais para o uso destes novos métodos na pratica clinica; e na revisdo de estudos clinicos com
imunoterapia usando alérgenos recombinantes realizados até o momento.

Descritores: Alérgenos, dessensibilizagdo imunoldgica, imunoterapia alérgeno-especifica,
alérgenos recombinantes.

ABSTRACT

Over the past 30 years, a great deal of progress has been made in the identification, purification,
and recombinant expression of relevant allergens from various sources, including mites, insects,
mammals, pollens, foods, fungi, latex, and other sources. These new developments have resulted
inanincreasing use of purified allergens, either natural or recombinant, to improve the diagnosis
of allergy via the methods currently available, including skin tests and in vitro tests for measuring
specific IgE antibodies, e.g., ImmunoCAP, ImmunoCAP-ISAC, ELISA, and MARIA. More recently,
the use of recombinant allergens from birch pollen (rBet v 1) and from grass pollen (a cocktail
of five allergens) in immunotherapy has been reported to be safe and effective, with results
comparable to those obtained with natural extracts in patients with rhino-conjunctivitis due to
pollen allergy. In the present article, we present an up-to-date review on the use of recombinant
allergens in the diagnosis of allergy and in allergen-specific immunotherapy, including new
strategies for immunotherapy. We focus on the critical analysis of studies that have investigated
sensitivity, specificity, cross-reactivity, and the prognosticvalue of diagnostic methods thatinclude
recombinant allergens versus natural extracts; on current recommendations for the use of these
new methods in clinical practice; and on the review of clinical studies using immunotherapy with
recombinant allergens performed to date.

Keywords:Allergens,immunologic desensitization, allergen-specificimmunotherapy, recombinant
allergens.
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INTRODUCAO

Até recentemente, os métodos para diagnéstico de
alergia e tratamento de doencas alérgicas se baseavam
no uso de extratos alergénicos naturais. Essas misturas
heterogéneas, contendo componentesnao-alergénicos,
alémdosalérgenos, sdo suscetiveis acontaminagdo com
alérgenos de outras fontes, e podem conter enzimas
proteoliticas com capacidade de reduzir a concentra-
¢do de alérgeno no extrato. Os problemas associados
ao uso de extratos naturais incluem dificuldades com
a avaliacdo da poténcia e inconsisténcias inerentes a
producao de extratos com conteldo equivalente de
alérgeno. Quase todas as fontes alergénicas contém
multiplos alérgenos maiores e menores e, mesmo com
o uso de técnicas modernas, é dificil padronizar essas
misturas de diferentes proteinas’.

Podemosaprimoraros produtos alergénicos naturais
mediante o usode alérgenosrecombinantes, que podem
proporcionar produtos alergénicos definidos com pre-
cisdo para diagnostico e tratamento de pacientes alér-
gicos2. Alérgenos recombinantes tém sido produzidos
com alto grau de pureza, em grandes quantidades, com
capacidade similardeligagdo algE quando comparados
aos seus homologos naturais, ou com modificacdes de
modo a reduzir a reatividade a IgE (hipoalérgenos)3.
Além das aplicac¢Bes clinicas, o advento da clonagem
molecular e da expressdo de alérgenos recombinantes
tem permitido uma compreensdo melhor da funcao e
estrutura dos alérgenos, e da contribuicdo dessas pro-
priedadesintrinsecas ao desenvolvimentode doenca. A
estrutura dos complexos alérgeno-anticorpo resolvida
por cristalografia de raios-X revelou funcdo de alérge-
nos e mecanismos de reconhecimento pelo anticorpo
para o delineamento de hipoalérgenos terapéuticos*>.
Assim, o conhecimento das propriedadesintrinsecas dos
alérgenos e dos mecanismos patolégicos permitira o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

ALERGENOS RECOMBINANTES PARA DIAGNOSTICO

Saovariasasvantagensdosalérgenosrecombinantes
para finalidades diagndsticas. Esses reagentes podem
ser produzidos de forma consistente com elevado grau
de pureza.Saoreagentes especificos e mais acessiveis a
padronizagao em unidades de massa. Ao contrario dos
produtos alergénicos naturais, que possuem contetdo
variavel de alérgenos especificos (mesmo os produtos
padronizados), alérgenos recombinantes podem ser
produzidos em concentra¢des definidas e com um
conteudo proteico verificavel'-2. Para as principais fon-
tes de alérgenos (acaros, polens, epitélio de animais,
baratas e alimentos), € possivel identificar alérgenos
recombinantes que podem ser utilizados isoladamente
ou em coquetéis para finalidades diagnésticas (Tabe-

la 1). Estudos realizados com alérgenos recombinantes
paratestes cutaneos revelaram que o uso de alérgenos
recombinantes é seguro, e demonstraram eficacia
varidvel em comparagdo a extratos naturais para fina-
lidades diagndsticas, com boa eficacia diagndstica em
concentragBes de 5 a 20 pg/mL em testes cutaneos de
punturaZ,

Em estudo recentemente publicado, nés utilizamos
alérgenos recombinantes de barata para definir os
perfis de reatividade de IgE de pacientes alérgicos a
barata no Brasilé. Nossos resultados demonstraram
que o alérgeno dominante foi a tropomiosina de bara-
ta (alérgeno Per a 7). O teste cutaneo, com uso de um
painel de 5 alérgenos recombinantes, foi realizado em
57 pacientes alérgicos a barata, e 24 pacientes (42%)
tiveram resposta positiva a rPer a 7. Os resultados
dos testes cutaneos acompanharam os resultados dos
testes in vitro para IgE anti-Per a 7, com boa taxa de
concordancia. A frequéncia de sensibilizacdo a Per a 7,
de 43% a 54%, sendo considerados os testes in vivo e in
vitro, respectivamente, demonstrou concordancia com
estudos anteriores de nosso grupo’:8. Por outro lado,
a reatividade aos outros alérgenos de barata testados
foi notavelmente baixa. Apenas 3(5,3%), 4 (7%), 3 (5,3%)
e 4 (7%) pacientes demonstraram testes cutaneos de
puntura positivos paraPera 1,Blag2,Blag4eBlagh,
respectivamente. No total, 28/57(49,1%) dos participan-
tes tiveram testes cutaneos positivos para pelo menos
um alérgeno recombinante®. Surpreendentemente,
nossos resultados foram muito diferentes daqueles
obtidos entre pacientes alérgicos a barata nos Estados
Unidos®. Utilizando ImunoCAP streptavidin® e andlise
multiplex por citometria de fluxo, foi demonstrado que
um painel de 5 alérgenos recombinantes purificados
(rBlag 1, rBlag2 rBlag4, rBlagh5erPera7)pbde
identificar 62% dos pacientes norte-americanosalérgicos
a barata. A prevaléncia de anticorpos da classe IgE foi
mais elevada para rBla g 2 (54,4%) e rBla g 5 (37,4%), e
Per a7 foium alérgeno menos importante, com apenas
12,7% de reatividade IgE entre os 118 soros analisados
(Tabela 2)°. Esses resultados enfatizam a importancia
da identificacdo de diferengas regionais nos perfis de
reatividade a alérgenos individuais'®.

A disponibilidade de alérgenos recombinantes am-
pliou as possibilidades do diagndstico resolvido por
componentes (Component Resolved Diagnosis, CRD),
empregando métodos como a tecnologia com micro-
chips e imunoensaios. Tem se tornado evidente que
CRD pode melhorar o manejo do paciente alérgico, pois
essa ferramenta permite, até certo ponto, discriminar
entreresultados especificos para IgE clinicamente signi-
ficantes daqueles resultados clinicamente irrelevantes,
e estabelecer padrdes de sensibilizagdo associados a
desfechos progndsticos particulares'' 2, Nos ultimos
anos, um crescente nimero de alérgenos, especial-
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Tabela 1- Uso potencial de alérgenos recombinantes no diagnéstico de alergia por testes cutaneos de hipersensibilidade imediata e/ou
testes soroldgicos para medida de anticorpos IgE especificos

Fonte de alérgenos

Selecdo de alérgeno(s)
recombinante(s)*

Reatividade IgE (testes cutaneos
e/ou testes in vitro)

Acaro D. pteronyssinus

Barata
Cachorro

Gato

Pélen de bétula

Pélen de grama

Ragweed

Alternaria alternata
Amendoim

Cereja

Latex

Veneno de abelha

Derp 1+ Derp 2
Der p 10: para identificar sensibilizacdo a tropomiosina

Blag1+Blag2+Blag4+ Blag5+Pera7
Canf1+Canf2

Fel d 1

Betv 1+ Betv2

Phlp 1+ Phlp 5
+ Phl p 2+ nPhl p 4 + Phl p 6+ +Phl p 7+ Phl p 11+Phl p 12

Amb a1

Alta1
Arah1+Arah2+Arah3
Pruav1+Pruav3+Pruav4
Hevb 5+ Hevb 6+ Hevb 7

Apim 1+ Api m 2+ Apim 3

>95%
6% a 55%

49% a 64%

52%

95%

> 95%

>90%
95%

>90%

90%

100%

95%

93%

87%

* Para algumas fontes alergénicas como gato, pélen de bétula, dcaro, ragweed, Alternaria, um ou poucos alérgenos recombinantes podem ser suficientes
para uso diagnéstico. Por outro lado, para barata ou cachorro, ndo ha alérgenos dominantes, e painel de alérgenos testado até o momento foi suficiente
para identificar parte dos pacientes sensibilizados.

Tabela 2 - Reatividade IgE a alérgenos recombinantes de barata entre popula¢des de pacientes com asma alérgicos a barata dos Estados
Unidos e de Ribeirdo Preto, SP, Brasil

U.S. inner city @

Ribeirdo Preto, SP

Alérgeno (n=118) TCP/ ELISA (n=57)
Blattella germanica

Blag1 26,1% nr

Bla g 2 54,4% 7%

Bla g4 17,4% 5,3%

Blag5 37,4% 7%
Periplaneta americana

Pera 1 nr 5,3% /9%

Per a 7 (tropomiosina) 12,7% 42% / 54%
Reatividade IgE a pelo menos um alérgeno recombinante 62% 54%

a Reatividade IgE avaliada por Streptavidin-ImmunoCAP e ensaio multiplex. Satinover et al.°.
b TC, teste cutaneo de hipersensibilidade imediata (prick test). Barbosa et al.6.

nr = ndo realizado.
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mente de plantas (polens e alimentos), estabeleceu seu
papel no diagnéstico de rotina, e perfis individuais de
alérgenos com reatividade IgE permitem exame mais
detalhados das reag8es cruzadas, moléculas de risco e
sensibilizacdes com progndstico significante, implicando
em necessidade de aprofundamento do conhecimento
por parte do alergista.

A seguir, alguns exemplos:

1. Nas alergias a pélen, a determinacdo de IgE para
os alérgenos principais (i.e. Bet v 1: bétula; Phl p
1/5:grama) pode diferenciar clinicamente sensibiliza-
¢Besrelevantes daquelasocorrentesapan-alérgenos
de reacdo cruzada, clinicamente menos relevantes,
como as profilinas (i.e. Bet v2 e Phl p 12)'.

2. Na alergia alimentar, sensibiliza¢do a proteinas de
armazenamento (i.e. Ara h 2 e 3/amendoim) ou de
proteinas de transferéncia de lipidios (i.e. Pru p 3/
péssego)indicaelevadorisco de anafilaxia, enquanto
que sensibilizacdo a homodlogos de Bet v 1 (p.ex.,
Ara h 8/amendoim) estd habitualmente associada
a sintomas mais leves'3.

3. Em pacientes com alergia a ovo, a presenca de IgE
contra ovomucoide (Gal d 1), que é estavel ao calor
e a digestao, foi associada a maior risco de reac8es
graves e persistentes. Niveis de IgE paraGald 1> 11
kUA/Lestdo associados comriscoalto de desenvolver
reagdes clinicas tanto a ovo aquecido como cru, com
especificidade de 95%. Por outrolado, sensibilizagdo
a ovalbumina e possivelmente a ovotransferrina e
lisozima é considerada menos séria, porque essas
proteinas sdo termolabeis e sensiveis a digestao, e
pacientes podemtolerarovosaquecidos. Emcriangas
com suspeita de alergia a leite de vaca ou a ovo, IgE
contra Bos d 8 (caseina) do leite de vaca, e contra
Gal d 1 e Gal d 2 de ovo foram os alérgenos mais
frequentemente identificados, com boa capacidade
depreverosresultados detestesde provocac¢do oral
com o alimento'4-7e,

4. Niveis elevados de IgE contra tropomiosina foram
relacionadosagravidade dossintomas em pacientes
comalergiaacamarao’”-'°, Yangetal.demonstraram
que a especificidade da IgE contra tropomiosina de
camardo (92,8%) foi maior do que a de IgE contra
camarao (75%) em pacientes com teste de provoca-
¢do oral positivo para camaréo (Figura 1)"7.

5. Adeterminacdo de IgE contra os alérgenos maiores
Api m 1 (abelha) e Ves v 1 e Ves v 5 (vespa), possi-
bilitou que duplas sensibilizacbes pudessem ser
diferenciadas de reatividade cruzada nas alergias a
veneno de himendpteros' 12,

Além da determinacdo de anticorpos IgE contra
alérgenos individuais purificados, atualmente é pos-
sivel determinar simultaneamente IgE contra mais de
100 componentes alergénicos pelo uso da moderna
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VPP = valor preditivo positivo, VPN = valor preditivo
negativo, TCP = teste cutaneo de puntura.

Figura 1- Capacidade preditiva de testes cutaneos de puntura
com camarao, Igk para camarao e IgE para tropomio-
sina de camardo em relagdo ao teste de provocagdo
oral com camaréo. O uso de IgE para tropomiosina
de camarao foiassociado a especificidade diagndstica
aumentada e maior valor preditivo positivo, quando
comparado ao uso de testes cutaneos com camardo
e IgE para camardo por ImmunoCAP. Além disso, po-
sitive likelihood ratios, com respectivos 95% intervalos
de confianca, foram 2 (1,01 - 3,95); 2,85 (1,29 - 6,32);
e 10 (2,42 - 41,17), para testes cutaneos com cama-
réo, IgE para camardo e IgE para tropomiosina de
camardo, respectivamente, indicando um excelente
valor preditivo de IgE para tropomiosina de camarao
em relagdo ao teste de provocagdo oral positivo com
camardo. Dados de Yang et al.’”

tecnologia de biochips, utilizando apenas um volume
muito pequeno de soro (30 plL). Este ensaio em fase
solida fornece resultados semiquantitativos (unidades
padronizadas ISAC/ISU)12.2021,

IMUNOTERAPIA COM ALERGENOS
RECOMBINANTES

Aimunoterapia alérgeno-especifica também se fun-
damentanousodeprodutosalergénicosnaturaisdealta
qualidade. Diversos estudos definiram dosagens ideais
para a terapia de manutencdo com extratos naturais
(aproximadamente 5-20 pg de alérgeno principal por
dose de manutencdo), mas desde o tempo de Noon
o tratamento permanece essencialmente inalterado.
E possivel que os produtos de alérgenos naturais ofe-
recam vantagens para a imunoterapia, pois podem
conter substancias que conferem um efeito adjuvante
paradownregulation das respostas IgE, ou por conterem
peptideos derivados de alérgenos naturalmente digeri-



Alérgenos recombinantes - Arruda LK et al.

Braz J Allergy Immunol. - Vol. 1. N° 4, 2013 215

dos que exercem efeitos nos linfocitos T. Entretanto, ha
pouca evidéncia em apoio a essas possibilidades.

Alérgenos recombinantes podem ser manipulados
paraaproducdode hipoalérgenos que exibemreduzida
capacidade de ligacdo a anticorpos da classe IgE, mas
preservam os epitopos de linfocitos T2223, A justificativa
para o uso dos hipoalérgenos é que podem ser utiliza-
das doses terapéuticas maiores do alérgeno, com risco
reduzido de reacBes adversas. Apesar das numerosas
vantagens potenciais do uso de alérgenos recombinan-
tes para aimunoterapia, na ultima década foi pequeno
0 numero de estudos clinicos com vacinas contendo
tanto alérgenos do tipo selvagem como derivados hipo-
alergénicos de alérgenos recombinantes. As rigorosas
exigéncias de producdo dos alérgenos recombinantes
para uso terapéutico - inclusive a prepara¢do em con-
di¢cBes de boas praticas de manufatura - representam
um problema fundamental, que leva a programas de
desenvolvimento muito dispendiosos, o que pode limitar
o potencial de comercializacdo.

Estudos clinicos bem-sucedidos com alérgenos re-
combinantes, particularmente os que se concentraram
em alérgenos inalantes incluindo os derivados de gato,
grama, bétula e ragweed, e na alergia aveneno deinseto
(alérgenosde abelha),demonstraram alta eficaciaebom
perfil de seguranca, além de forte modulagao das res-
postas de linfécitos T e B a alérgenos especificos?2:23,

Estudos que avaliaram a eficacia, seguranca e/ou
efeitos na resposta imune de peptideos de linfécitos
T contra Fed d 1 administrados por via subcutanea ou
intradérmica chegaram a resultados clinicos variaveis.
Grande numero de eventos adversos foi associado ao
usodessas preparag8es. Aimunoterapiarecombinante
paraalergia avenenode abelhatambém se concentrou
no uso da imunoterapia com peptideos, que parece ser
op¢do segura e com boa tolerancia, embora estudos
tenham chegado a resultados clinicos variaveis2223,

Em um estudo clinico de fase Il, ficou demonstrada
a eficacia de uma mistura de cinco alérgenos de poélen
de grama (Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5a, Phl p 5b, Phl p 6)
administrados por via subcutanea, pela ocorréncia de
melhora significante nos escores combinados de sinto-
mas e diminui¢do do uso de medica¢ao, e melhora na
qualidade de vida, em pacientes com alergia a polen
de grama. A melhora clinica foi acompanhada por um
aumento de 4.000 vezes nas concentragdes de IgG4 e
pela auséncia de novas sensibiliacdes ao final do trata-
mento. Entretanto, foram observadasreac¢8es adversas
sistémicas em 24% dos pacientestratados, sugerindoque
os alérgenos recombinantes do tipo selvagem sdo téo
alergénicos como os alérgenos naturais corresponden-
tes, podendoinduzir efeitos colaterais mediados porIgE
duranteaimunoterapia. Aelevadafrequéncia de efeitos
colaterais sistémicos também pode ter sido associadaa

dosebastante elevadadosalérgenosinjetados (40 ugde
rPhl p)24. Um estudo recente randomizado, duplo-cego
e controlado com placebo, para determinacdo de faixa
de dosagem, utilizando os mesmos alérgenos de pélen
degrama (Phlp 1, 2, 53, 5b, 6) nas doses de 20, 40, 80 ou
120 pg de proteina recombinante total de pélen grama
ou placebo, demonstrou que ndo ocorreram efeitos
adversosimportantes(graus|ll/IV)com esse coquetel de
alérgenos recombinantes principais de grama, mesmo
em doses elevadas de até 120 pg?>.

Um estudo de fase Il duplo-cego e controlado com
placebo (DBPC) comparou o alérgeno recombinante
de pélen de bétula rBet v 1a com extrato de pélen de
bétula, alérgeno natural purificado de pélen de bétula
nBet v 1 e placebo na imunoterapia subcutanea para
adultos alérgicos a polen de bétulaZé. Em comparacdo
com placebo, todas as preparacdes ativas induziram
reducdo significativa nos escores combinados de sin-
tomas e uso de medica¢do, tendo ocorrido aumento
de IgG1, 18G2 e IgG4 especificos para Bet v 1 em todos
0s grupos. Esse estudo confirmou a prova de conceito
de “ndo inferioridade” das vacinas recombinantes com
Bet v1 do tipo selvagem em termos de eficacia clinica
e de respostas imunolégicas. No estudo, foi utilizada
uma baixa dose de manutenc¢do de Bet v 1 (15 pg), e
isso pode explicar a baixa frequéncia de reacfes sisté-
micas graves26.

Outra estratégia para imunoterapia para pacientes
alérgicos a poélen de bétula foi o desenvolvimento de
derivados hipoalergénicos da principal isoforma de Bet
v 1, mediante a expressdo de trés copias do gene em
sequéncia para a producdo de um trimero, ou pela
clivagem do gene, com o fim de criar dois peptideos
(fragmentos) recombinantes que, em conjunto, re-
presentam a sequéncia completa de Bet v 1. Estudos
demonstraram melhora significante nos escores de
sintomas, escores de medica¢do, parametros de qua-
lidade de vida e respostas imunoldgicas especificas
para alérgenos versus placebo. Esses achados foram
associados a um bom perfil de seguranca. Um estudo
DBPC recentemente publicado investigou a eficacia
clinica e a dose ideal de uma nova folding variante
recombinante hipoalergénica de Betv 1 (rBet v 1-FV)%’.
Antes daimunoterapia, os pacientes foram expostos ao
polen de bétula durante 8 horas em uma camara de
exposicao ambiental (CEE) e em seguida randomizados
para quatro doses de manutencdo de rBet v 1-FV (20
pg, 80 pg, 160 pg, 320 pg) e placebo. Os pacientes
foram tratados durante 10 semanas com injecdes
subcutaneas semanais e, depois, novamente expostos
na CEE. Houve diminui¢do significativa no escore total
dos sintomas e aumento significativo de IgG1 em to-
dos os grupos ativos versus placebo. Todas as quatro
doses ativas foram bem toleradas, ndo tendo ocorrido
qualquer efeito adverso grave. Os autores concluiram
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que a dose de manutenc¢do de 80 pg de rBet v 1-FV
seria a escolha ideal para a imunoterapia?’.

Também foi desenvolvida uma vacina de Bet v 1
recombinante, formulada como comprimido soltvel
(tablet) para imunoterapia sublingual, para tratar
pacientes adultos comrinoconjuntivite alérgica causada
por p6lendebétula. Osresultados deumestudo defase
Il multicéntrico, randomizado DBPC, utilizando doses
diarias de 50 pg, 25 pg, 12,5 pg ou placebo durante 4
meses antes e ao longo de toda a estagdo do polen de
bétula, revelou eficaciaclinicaemtodos os grupos ativos,
sem que fossem notadas diferencas entre astrés doses.
O efeito médio nos sintomas e na medica¢do de resgate
foi estimado em 20% a 33%, respectivamente28,

O uso deumregime deimunoterapia de curta dura-
¢do (6 semanas) utilizando o alérgeno Amb a 1 acoplado
aconjugadosimunoestimulatérios de oligonucleotideos
fosforotiolatos (AIC)temsido ofoco na alergiaaragweed.
Dois estudos envolvendo pacientes com rinite alérgica
demonstraraminicialmente que ragweed-AlCfoi seguro
e bem tolerado; entretanto, um estudo de fase II/Ill
subsequente demonstrou que houve apenas melhora
modesta e ndo significante nos desfechos clinicos, tendo
resultado nadescontinuagdo dainvestigacdo clinicacom
esta estratégia?®.

Estudorecentemente publicadoinvestigou a eficacia
da administracdo intralinfatica de alérgeno (intralym-
phatic immunotherapy, ILIT) para a alergia a gato30. O
principal alérgeno recombinante de gato, Fel d 1, foi
modificado por fusdo a peptideos com acdo de aumen-
tar a captacao citoplasmatica da molécula e diminuir a
degradacdo porfagossomos. Essas modifica¢des derFel
d 1 resultaram em uma vacina denominada MAT-Fel
d 1. Um estudo-piloto de fase I/lla randomizado DBPC
utilizando ILIT com MAT-Fel d 1 demonstrou que ndo
ocorreram eventos adversos; houve aumento de 74
vezes da tolerancia a provocacdo nasal; houve estimu-
lacdo das respostas de células T regulatorias; e ocorreu
aumento dos niveis de IgG4 especificos para epitélio
de gato, depois de apenas 3 inje¢des intralinfaticas ao
longo de um periodo de 2 meses3°.

No desenvolvimento subsequente de alérgenos
recombinantes para imunoterapia, é preciso que o
enfoque recaia em alérgenos importantes, como os
acarosdapoeiradomiciliar (House Dust Mites, HDM), que
tém, globalmente, um papel causal bem estabelecido
em doencas respiratorias alérgicas cronicas3'. Embora
tenham sido caracterizados 23 alérgenos diferentes
de HDM, existem evidéncias consistentes de que os
alérgenos dos grupos 1 e 2 representam os alérgenos
de HDM clinicamente mais importantes (Figura 2).
Uma combinacdo dos alérgenos Der p 1 e Der p 2 de
Dermatophagoides pteronyssinus permite o diagnéstico
de mais de 95% dos pacientes com alergia a HDM.

Figura 2- Testes cutaneos positivos com extratos comerciais
e alérgenos recombinantes de dcaros em paciente
com rinoconjuntivite. Testes cutaneos de puntura
foram realizados com extratos comerciais de
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), D. farinae (Df) e
Blomia tropicalis (Bt), e com alérgenos recombinantes
Der f 1 de D. farinae; Der p1, Der p 2 e Der p 5 de D.
pteronyssinus; e Blot5de B. tropicalis,em concentracdo
de 10 pg/mL cada um. DM1 foi uma mistura de
alérgenos recombinantes Derf1,Derp1eDerp2,e
DM2 foiuma misturados 5 alérgenos recombinantes.
Controles positivo histamina (+) e negativo salina (-)
foram incluidos. Alérgenos recombinantes de &caros
induziram fortes reacdes nos testes cutaneos de
hipersensibilidade imediata, comparaveis aquelas
causadas por extratos comerciais de acaros

Portanto, Der p 1 e Der p 2 representam importantes
candidatos a vacina.

Um estudo recente relatou o desenvolvimento de
duas proteinas hipoalergénicas recombinantes, consis-
tindo de fragmentos reconstruidos de Derp 1 e Der p 2:
rDer p 2/1C (com residuos cisteina) e rDer p 2/1S (sem
residuos cisteina)32. Em particular, rDer p 2/1S, uma
molécula hibrida com auséncia de todos os residuos
cisteinadeocorréncianaturalemDerp1eDerp2,pbde
serexpressaem grandes quantidades comomondmero
em Escherichia coli, e ndo demonstrou reatividade IgE
nem atividade alergénica em pacientes com alergia a
HDM; em imunizacdo de animais, demonstrou pouca
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alergenicidade e induziu anticorpos IgG que bloquea-
ram a ligacdo de IgE a Der p 1 e Der p 2 em pacientes
alérgicos. Assim, avacinarecombinante de combinagao
hipoalergénica rDer p 2/1S pode ser considerada como
molécula candidata extremamente promissora para
estudos clinicos de imunoterapia em pacientes com
alergia a HDM32,

Algumas outras condic8es alérgicas, como a alergia
alimentar, poderdo ser consideradas no desenvolvimen-
to futuro da imunoterapia com alérgenos recombinan-
tes. Foram desenvolvidas vacinas contendo proteinas
recombinantes modificadas de amendoim, com muta-
¢des pontuaisou polimerizacdo proteica que modificam
0s epitopos antigénicos. Foi desenvolvida uma vacina
contendo trés proteinas recombinantes modificadas
de amendoim (Ara h 1, 2 e 3) encapsuladas no interior
de E. coli inativada por calor ou fenol (EMP-123) para
administracdo retal em humanos; atualmente, esse
produto se encontra sob investigagdo em um estudo
clinico de fase I. A capacidade de produzir quantidades
essencialmenteilimitadas de alérgenos recombinantes
também nos permite considerar a investigacao do uso
da vacinagdo profildtica em doencas alérgicas3334.

CONCLUSOES

Aolongodos préximos anos, é possivel anteciparum
uso cada vez maior dos alérgenos recombinantes em
estudos clinicos. Essa nova situacdo exigira a produgao
de alérgenos em condi¢des de boas praticas de fabrica-
¢do, e a aprovacao dos érgdos reguladores, permitindo
ousodealérgenosrecombinantestanto paraaplicacdes
diagnésticas como terapéuticas. Ja foram publicados
estudos clinicos de vacinas de peptideos derivados de
alérgenos, conjugados de alérgeno-oligonucleotideo,
moléculas recombinantes do tipo selvagem e hipoa-
lergénicas, alérgenos recombinantes modificados para
administracdointralinfatica, etc.,demonstrando eficacia
clinica e bom perfil de seguranca. Portanto, é possivel
prever a ocorréncia de uma continua incorporagdo de
alérgenosrecombinantes aos estudos deimunoterapia,
que deverdo resultar em vacinas mais eficazes para
doencas alérgicas estabelecidas e, a longo prazo, com
a perspectiva da imunizagdo profilatica.
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