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RESUMO

Fundamentos: Embora a quantidade de alergénios major seja um aspeto considerado critico na imunoterapia
com alergénios por via sublingual (ITASL), a comparagao entre ITASL de diferentes fabricantes é praticamente impos-
sivel. Objetivos: Comparar as concentragoes de alergénios major de acaros em solugoes para ITASL. Métodos:
Avaliagdo por ELISA-sandwich das concentragdes de Der pl e de alergénios do grupo 2 (Der p2/Der f2) em 7 solugdes
para ITASL com acaros (100% Dermatophagoides pteronyssinus) de diferentes fabricantes disponiveis no mercado por-
tugués, utilizando uma solugdo para ITASL 100% Phleum pratense como controlo negativo. Resultados: Todas as

amostras mostraram conteudo similar em Der pl, sem quaisquer diferencas estatisticamente significativas (p=0,115).
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Também em relagio ao alergénio Der p2 se verificaram conteudos similares em quase todas as amostras, exceto na
solugao de ITASL de um fabricante, que apresentou uma concentragao significativamente mais baixa. Conclusoes:
Apesar de pequenas variagdes, a maior parte das solugdes para ITASL com acaros comercializadas em Portugal tem
concentragoes semelhantes de Der pl e Der p2/Der f2, existindo apenas uma que apresentou valores mais baixos
destes alergénios. As concentragdes alergénicas dos alergénios major do grupo | foram sempre maiores do que as do
grupo 2. Estes resultados sao diferentes dos publicados na literatura onde se identificam maiores diferengas entre
solugdes para ITASL de diferentes laboratérios, o que vem uma vez mais sublinhar a necessidade de uniformizar os
métodos de avaliagao e de requerer que os laboratérios produtores indiquem a composicao em alergénios major de

cada um dos seus produtos para imunoterapia.

Palavras-chave: Acaros, alergénios, Der pl, Der p2, ELISA, imunoterapia sublingual, quantificagio.

ABSTRACT

Background: Although the amount of major allergens present in sublingual immunotherapy (SLIT) extracts is considered a crucial
factor, the comparison between SLIT extracts from different manufacturers is practically impossible. Objective: To compare the con-
centration of mite major allergens in SLIT extracts (100% Dermatophagoides pteronyssinus) from different manufacturers. Methods:
We measured by ELISA-sandwich the concentrations of Der pl and group 2 mite allergens (Der p2/Der f2) in seven SLIT mite extracts,
available in Portugal. We used a 100% Phleum pretense SLIT extract as a negative control. Results: All samples showed similar
concentrations of Der pl, without significant differences (p=0.115). Also for group 2 allergens we observed similar concentration in
samples from 6 out of the 7 SLIT extracts. Only one manufacturer had a SLIT extract with a significantly lower concentration of mite
group 2 allergens. Conclusions: Despite small variations, most mite SLIT extracts commercialized in Portugal, present similar Der pl
and Der p2/Der {2 concentrations, with just one manufacturer showing lower concentrations in these major allergens. Concentrations
of group | mite allergens were always higher than those of group 2 allergens. These results are different from the few studies that have
been published comparing SLIT mite extracts from different manufacturers, where greater differences between producers have been
identified. These differences underline once again the need to harmonize the methods used for allergen quantification and demand that

the different SLIT producers reveal unequivocally the composition in major allergens of their SLIT extracts.

Key-words: Allergens, Der pl, Der p2, ELISA, mites, quantification, sublingual immunotherapy.

INTRODUGAO habitualmente concentragoes alergénicas superiores as

usadas na imunoterapia subcutanea para se obter uma

eficacia clinica da imunoterapia sublingual com melhor eficacia, uma vez que o grau de seguranca desta
extratos de acaros tem sido amplamente de- € muito superior ao da imunoterapia subcutanea.

monstrada na rinite e na asma alérgicas a aca- Varios autores demonstraram que a composicao e o

ros"2. Na imunoterapia sublingual (ITASL) utilizam-se conteldo alergénico sdo um aspeto critico na eficacia da
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imunoterapia com alergénios, incluindo as formas de ad-
ministragio sublingual®®. No entanto, e apesar das reco-
mendagoes dos organismos reguladores no sentido de
os diversos fabricantes uniformizarem os produtos aler-
génicos que comercializam, a verdade é que a composigao
alergénica, as concentragoes alergénicas e a poténcia
bioldgica dos diferentes extratos alergénicos niao sao
comparaveis. Adicionalmente, as diferentes unidades uti-
lizadas pelos diferentes fabricantes tornam muito mais
dificil a comparagao entre extratos e a otimizagao do seu
uso na pratica clinica. Acresce ainda que, pelo menos em
alguns paises, os fabricantes nao fornecem dados exatos
sobre as concentragdes alergénicas dos seus extratos,
estando os valores dentro de um intervalo de concen-
tragoes bastante alargado, o que é permitido pelos regu-
ladores.

Em Portugal e Espanha, a alergia aos acaros é predo-
minante e os extratos com acaros sao os mais prescritos
para imunoterapia’. O nosso objetivo foi quantificar o
conteudo em alergénios major Der pl e Der p2 de dife-
rentes extratos comerciais para imunoterapia sublingual

com acaros, através da metodologia ELISA.

MATERIAL E METODOS

Imunoterapia sublingual com acaros

As solucoes comerciais de ITASL com acaros (100%
Dermatophagoides pteronyssinus) foram adquiridas atra-
vés dos circuitos normais de distribuicao a sete labo-
ratorios com licenga para venda destes produtos em
Portugal. Um extrato de ITASL sem acaros, igualmente
adquirido através de circuito normal de distribuigao,
foi utilizado como controlo negativo. Ao longo de todo
o estudo os resultados sdo mostrados com um cédigo
numérico sem o nome do laboratério e por uma ordem
aleatoria.

As solugdes de imunoterapia sublingual foram con-
servadas de acordo com as instrugoes dos respetivos

fabricantes. Foram retiradas trés amostras (cada uma

com um mililitro) do frasco de concentragao maxima,
que foram colocadas em tubos Eppendorf e codificadas
de acordo com uma sequéncia gerada aleatoriamente e
que nao era do conhecimento de nenhum dos investiga-
dores. Utilizou-se uma solucido comercial de ITASL sem
acaros (100% Phleum) como controlo negativo e procedeu-

-se de maneira semelhante a das solu¢ées com acaros.

Quantificacdo dos alergénios major
de Dermatophagoides

Foram determinadas, em triplicado e na mesma data,
as concentragoes de alergénios de Dermatophagoides (Der
pl e Der p2) nas solugbes de imunoterapia sublingual com
acaros, através de ensaios imunoenzimaticos, de tipo
ELISA-sandwich, utilizando kits ELISA para estes alergénios,
de acordo com as instrugoes do fabricante (Indoor Bio-
technologies, UK). Resumidamente foram utilizadas pla-
cas ELISA recobertas com anticorpos monoclonais mu-
rinos IgG2A para Der pl e placas ELISA recobertas com
anticorpos monoclonais murinos IgG2A para Der p2, o
qual possui uma reatividade semelhante também para Der
f2. Estas placas foram incubadas com os extratos alergé-
nicos da ITASL dos diferentes fabricantes.

Apobs um passo de lavagem, os alergénios ligados foram
identificados pela adigdo de um segundo anticorpo mo-
noclonal murino biotinilado, com a mesma especificidade,
durante uma hora. A seguir a nova lavagem, foi adiciona-
do o substrato streptavidina-peroxidase, com incubagao
durante 30 minutos. Apos lavagem, adicionou-se ABTS /
/H202 e efectuou-se a leitura da absorvancia a 405 nm.

Os resultados foram expressos em ug/ml de alergénio

na amostra.

Analise estatistica

Cada valor de Der pl e de Der p2 dos diferentes la-
boratérios representa a média e o desvio-padrao de 9
determinagoes (determinages em triplicada de 3 amos-
tras de cada solugao de ITASL). Para a comparagao dos
valores utilizou-se o teste ANOVA, considerando signi-

ficativo um p<0,05.
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RESULTADOS

O Quadro | mostra os resultados da quantificagao
dos alergénios major Der pl e Der p2 nas diferentes
solugbes para imunoterapia sublingual com acaros, quan-
tificados por ELISA. Todas as amostras mostraram con-
teudo similar em Der pl, com concentragdes variando
entre 1,005 e 1,451 pg/ml, sem quaisquer diferencgas es-
tatisticamente significativas (p=0,115). Também em rela-
¢do ao alergénio Der p2 se verificaram contetdos simi-
lares em quase todas as amostras, variando entre 0,754
e 0,791 pg/ml (p=0,686 na comparagao entre 6 dos 7
laboratérios), exceto na solugdo de ITASL do laborato-
rio 6, que apresentou uma concentragao significativamen-
te mais baixa 0,081 pg/ml (p<0,0001 relativamente aos

outros laboratorios).

DISCUSSAO

No presente estudo, todos os extratos de ITASL com
acaros revelaram quantidades muito similares de Der pl e,
em média, superiores as de Der p2, as quais também foram
muito semelhantes nos extratos de ITASL com acaros dos
varios laboratérios, a excegao do laboratério 6, que mos-
trou uma quantidade de Der p2 significativamente mais
baixa (cerca de 10 vezes menor), sendo também um dos
que apresentava menor quantidade de Der pl.

A imunoterapia com alergénios sublingual (ITASL) é

uma via alternativa a subcutianea, com um melhor perfil

de seguranga e menor risco de efeitos adversos IgE-
-mediados®. No entanto persistem dividas quanto a sua
maior ou menor eficacia relativamente a imunoterapia
subcutinea®’. Pela sua segurancga e também devido a ro-
bustez da evidéncia relativamente a sua eficacia clini-
ca?!%-" 3 ITASL tem vindo a ser cada vez mais usada no
nosso pais ao longo dos ultimos anos. Um dos fatores
criticos para a eficacia da imunoterapia com alergénios é
nao sé administrarmos os alergénios a que o doente esta
sensibilizado (e preferencialmente nao administrarmos
aqueles a que o doente nado esteja sensibilizado) como
também administrarmos uma dose alergénica suficiente
para ser eficaz'Z, o que varia nio sé6 em fungio da con-
centracao alergénica da solugao de ITASL, mas também
em fungdo do tipo de administragao sublingual (gotas,
sprays, frascos doseadores) e do regime posologico indi-
cado por cada fabricante.

A capacidade de se definir o painel de alergénios mo-
leculares a que um doente individual esta sensibilizado,
acoplada ao conhecimento exato da quantidade e quali-
dade dos alergénios moleculares presentes nas solugoes
paraimunoterapia com alergénios, poderia, em principio,
contribuir para aumentar a eficacia deste tipo de trata-
mento. Sem duvida, estes conceitos formam a base de
futuras regulamentagdes que se aplicardo aos produtos
com alergénios usados no diagnéstico e tratamento das
doengas alérgicas. No entanto, hoje em dia, ainda um dos
problemas que se coloca a comparagao da imunoterapia
com alergénios proveniente de diferentes laboratérios é

a dificuldade em comparar elementos-chave, como por

Quadro I. Concentragdes alergénicas (Der pl e Der p2) em solugbes para ITASL com acaros (ug/ml)

Lab. | Lab. 2 Lab. 3 Lab. 4 Lab.5 Lab. 6 ey | ERIEED
negativo
Derp | 1,35740,103 | 1,269+0,089 | 1,332+0,094 | 1,350%0,120 | 1,206+0,453 | 1,005+0,276 | 1,451+0,048 | <05
Der p 2 0,791£0,007 | 0,754£0,069 | 0,791+0,084 | 0,783+0,026 | 0,851+0,120 | 0,081£0,016 | 0,776£0,075 | <05
Ratio Der 1,71 1,68 1,68 1,72 1,41 12,40 1,87 NA
pl/Derp2

ITASL — imunoterapia com alergénio por via sulbingual; Lab — laboratoério; NA — nao aplicavel
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exemplo as unidades de referéncia internas, que nao siao
facilmente ou diretamente comparaveis, mesmo em re-
lagdo apenas aos alergénios major, sendo portanto dificil
ou impossivel comparar concentragoes alergénicas de
alergénios major entre diferentes fabricantes.

Iniciativas como o projeto CREATE podem permitir
o desenvolvimento de referéncias alergénicas internacio-
nais comuns que possam ser usadas para estandardizar
os produtos alergénicos para diagndstico e tratamen-
to'3-'%, mas muitas vezes ainda sio os métodos ELISA os
mais utilizados para a quantificagio alergénica'®-'é. E cla-
ro que a metodologia ELISA tem algumas limitagdes bem
reconhecidas e, nos dias de hoje, a metodologia que
melhor combina a avaliagao do espetro total da compo-
sicdo alergénica e a quantificagdo alergénica nos produtos
alergénicos é a espectrometria de massa'’"'®. Contudo,
o seu alto custo, o tempo necessario para a andlise e a
complexidade da tecnologia envolvida sao fatores que
limitam a sua aplicagdo rotineira e, também por isso, nao
foi utilizada neste trabalho.

Neste estudo usamos a metodologia ELISA-sandwich
para quantificar os alergénios major Der pl e Der p2 em
soluges comerciais para ITASL com acaros, embora esta
mesma metodologia possa dar diferentes resultados com
a utilizagdo de diferentes “kits” ELISA, um problema que
também ja foi reconhecido no projeto CREATE.

Nao existem muitos trabalhos publicados que tenham
avaliado as concentragoes alergénicas de alergénios
major dos acaros (grupo | ou grupo 2) em solugbes para
ITASL'>202 e todos eles tém utilizado metodologias li-
geiramente diferentes entre si, o que pode justificar algu-
mas diferengas nos resultados, como ja referido. Alias,
nos dois trabalhos que identificam, por laboratério, as
concentragoes de Der pl, Der fl e antigénios do grupo 2
(Der p2+Der f2), por metodologia ELISA, das solugdes
para ITASL de diferentes laboratérios, detetam-se algumas
discrepancias na comparagdo dos resultados entre esses
dois trabalhos, nomeadamente nos ratios Der pl/Der fl e
mesmo nas concentragoes em ug/ml de Der pl em solu-

¢oes dos mesmos laboratérios, sendo num dos estudos

referidas concentragoes semelhantes de Der pl das duas
solugoes para ITASL destes dois laboratoérios, enquanto
no outro estudo houve diferencas da ordem das 50 ve-
zes'>20, Esta discrepancia é de uma tal magnitude que nio
pode ser explicada s6 por eventuais diferengas entre lotes
e, provavelmente, devem-se a diferencas metodologicas
que podem ter grande impacto nos resultados, como se
prova pela comparagio entre estes dois estudos'>2°, Nes-
se aspeto o nosso trabalho acrescenta mais dados a lite-
ratura existente e reforca a necessidade de se harmonizar
melhor as metodologias de quantificagio alergénica usadas
por diferentes grupos de investigadores para se tentar
alcancar resultados reprodutiveis.

Nos trés trabalhos referidos'>29-2! foram encontra-
das significativas diferencas entre distintos laboratérios
produtores de solugoes alergénicas para ITASL, identi-
ficados em dois'>2? e anonimizados em um?!, tal como
optamos por fazer no nosso trabalho, a semelhanga do
que outros autores também fizeram na comparagao en-
tre solugoes alergénicas para imunoterapia e para testes
cutdneos in vivo?'-22. Ao contrario destes trés traba-

|hosl5,20-2l

, que encontraram diferengas significativas
entre laboratérios produtores de ITASL (muito embora
nem sempre com resultados comparaveis e consistentes
entre si), no presente trabalho as concentragées que
encontramos de Der pl foram bastante semelhantes
entre as diferentes solugdes para ITASL, embora com
diferencas que rondaram os 30%, se considerarmos a
diferenca entre o extrato com maior concentracao aler-
génica e o de menor. O mesmo se verificou para os
alergénios do grupo 2 em 6 das 7 solugées de ITASL,
excetuando-se o resultado da solugao do laboratério 6,
conforme referido nos resultados.

As concentragdes de alergénios do grupo | foram em
média superiores as do grupo 2, com um quociente va-
riando entre 1,4 e 1,8, na maior parte dos laboratérios,
exceto no laboratério 6, em que esse ratio foi superior a
10 devido as baixas concentragoes medidas dos alergénios
do grupo 2. Park et al'®, Moreno Benitez et al? e Larenas-

-Linneman et al?' também reportaram diferencas rele-
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vantes entre as concentragoes dos alergénios do grupo
| e do grupo 2 em diferentes extratos para ITASL, até
com um ratio médio superior a 3. Contudo, Nolte H et
al?? descreveram concentragdes muito sobreponiveis de
antigénios dos grupos | e 2, mas em extratos para imu-
noterapia subcutanea disponiveis nos Estados Unidos. O
significado destas diferengas nos ratios entre o grupo | e
o grupo 2 de alergénios major nao esta estabelecido e s6
podera ser relevante quando nos doentes se souber tam-
bém a intensidade da sensibilizagao para cada um destes
dois grupos principais e, assim, poder individualizar me-
Ihor a escolha da imunoterapia com alergénios.
Claramente nao podemos afirmar se as diferencas entre
estes estudos e o presente sdo reais ou se se devem apenas
a diferencas metodoldgicas. Adicionalmente também esta
por clarificar se estas diferengas se traduzem ou nao em
diferentes eficacias clinicas e imunolégicas das distintas so-
lugoes alergénicas para imunoterapia sublingual, o que sé
podera ser avaliado em estudos de comparagao diretos
head-to-head ou entao através da comparagao de resultados
obtidos em estudos que utilizem exatamente os mesmos
end-points de eficacia e seguranca, quando estes passarem
a ser exigidos pelas agéncias reguladoras para autorizar a

comercializagao desses produtos terapéuticos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem-nos
concluir que, apesar de pequenas variagoes detetadas entre
diferentes solugSes para ITASL com acaros comercializadas
em Portugal, a maior parte delas tem concentragoes de
Der pl (1,2 a 1,4 pg/ml) e de Der p2 (0,75 a 0,85 pg/ml),
semelhantes, existindo apenas uma que apresentou valores
um pouco mais baixos de Der pl (1,0 ug/ml) e muito mais
baixos de Der p2 (0,08 pg/ml), com uma alteragao signifi-
cativa dos valores do quociente Der pl / Der p2.

Em todas as solugoes de ITASL com acaros, as con-
centragoes alergénicas do alergénio major Der pl foram

sempre superiores as do alergénio major Der p2.

Estes resultados sao diferentes dos publicados na li-
teratura, onde se identificam maiores diferengas entre
extratos para ITA de diferentes laboratoérios, o que vem
uma vez mais sublinhar a necessidade de uniformizar os
métodos de avaliagdo e de requerer que os laboratérios
produtores indiquem a composi¢ao em alergénios major

de cada um dos seus produtos para imunoterapia.
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