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RESUMO

As alergias sdo um problema de satide publica que consome quantias signi-
ficativas dos recursos do SUS (Sistema Unico de Satde). As criancas sio as
maiores vitimas e os casos clinicos se manifestam especialmente nos meses
de inverno. Uma terapia auxiliar contra os epis6dios de alergia consiste na
dessensibilizagdo do paciente frente ao antigeno causador dos sintomas alér-
gicos. Vdrios produtos destinados a este fim sdo comercializados no mercado
de farmacos, porém nao hd uma metodologia oficial adequada ao controle de
qualidade destes medicamentos. Estes produtos sdo constituidos de lisados
de bactérias, fungos, dcaros, proteinas alimentares etc., constituindo uma
matriz bastante complexa e varidvel. O contetido protéico existente em seis
formulacdes comerciais foi analisado por eletroforese em gel de poliacri-
lamida (SDS-PAGE), a fim de estabelecer um controle de qualidade e uma
padronizacao entre produtos. Verificou-se que ndo hd uma uniformidade
entre produtores, tanto quantitativamente como qualitativamente, e as
quantidades de proteinas observadas foram extremamente baixas.
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ABSTRACT

Allergies are a problem of public health that consumes significant amounts of
governmental Health-System resources. Children are the main victims and the
clinical cases increase especially in winter. An auxiliary therapy against the
allergy episodes consists of the desensitization of the patient to antigen that
causes allergic symptoms. Some products destined to this are commercialized in
drugstores, but there is no official adjusted methodology to the quality control of
these medicine. These products are constituted of lysed from bacteria, fungus,
mites, alimentary proteins etc., constituting a sufficiently complex and variable
matrix. The existing protein content in six commercial formulas was analyzed
by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in order to establish a qual-
ity control and products standard. The tests show that there is no uniformity
between producers, neither quantitatively nor qualitatively and the amounts of
observed proteins were extremely low.

Key words: allergy, alergic desensitization, imunotherapy, health surveillance,
proteins, electrophoresis
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Introdugao

Muitas substancias como poeira domiciliar, fungos,
dcaros, medicamentos, alimentos, venenos de insetos
e outros desencadeiam processos alérgicos em
pacientes sensiveis. Os sintomas mais comuns sao
rinite, producao de grande quantidade de secrecoes
nasais, constricdo dos bronquios, eczema, febre,
vermelhidao na pele ou regido de contato com a
substancia alergénica e, em casos mais graves,
choque anafildtico e morte'. Os efeitos de reacdes
alérgicas sao considerados como um problema de
saide publica com grande repercussio econdmica
e social. De acordo com o Instituto Nacional de
Satide dos EUA, 18 milhdes de americanos tém
asma e cinco milhdes desses sdo criancas. Isso
representa um aumento de mais de 150% dos casos
desde 1980. A asma consome cerca de US$ 12,7
bilhdes por ano em despesas médicas. De acordo
com estimativas da Organizacao Mundial de Satide,
0s custos associados com asma excedem aqueles
devidos a tuberculose e aids combinados?.

Estes problemas sdo agravados pelas condicoes
atmosféricas adversas, tais como poluicao, inversao
térmica, mudancas bruscas de temperaturas, entre
outros. Os agentes causadores de tais sintomas sao
na maioria das vezes proteinas, mas é também
possivel encontrar pacientes sensiveis a carboidratos,
produtos quimicos como fdrmacos, aerosséis,
produtos de limpeza e cosméticos.

O ambiente domiciliar apresenta uma grande
quantidade desses elementos alergénicos de forma
que o contato permanente com essas substancias
desencadeia o aparecimento dos sintomas alérgicos.
Segundo Chapman?, existe um niimero de razdes
pelas quais alergologistas devem considerar a
exposicdo de pacientes a esses materiais, porque
existe uma estreita correlacao entre os processos
asmaticos e o nivel de aparecimento desses materiais
nas poeiras domiciliares. Barnes et al.* descrevem
oisolamento de uma proteina alergénica de 70 kD
encontradanapoeira das residéncias de pacientes
com histérico de asma. Os estudos elaborados por
estes autores suportam a hipétese que esse material
alergénico, proveniente de fungos e dcaros, é o
principal causador de asma.

Asmedidas terapéuticas adotadas para atenuar os
sintomas alérgicos incluem evitar o contato com
os produtos desencadeadores das manifestacdes
clinicas, medicac¢oes antialérgicas e imunoterapia
paraalergénicos especificos (também conhecida
como terapia de dessensibilizacdo). As drogas
freqlientemente usadas so os agentes antagonistas
de histamina e anti-colinérgicos, além de corti-
costerdides para suprimir a inflamacao alérgica.
A imunoterapia ou terapia de dessensibilizacdo

consistenaadministracao de pequenas quantidades
de alergénicos em concentracdes crescentes por
um longo periodo de tempo. Essa metodologia tem
sido usada para o tratamento de rinite alérgica®,
asmaalérgica e veneno de insetos®, induzindo um
efeito prolongado.

Estdo disponiveis no mercado de fairmacos brasileiro
alguns produtos cuja finalidade € a terapia de
dessensibilizagao. Estes produtos sdo compostos
porlisados de dcaros, bactérias, fungos, proteinas
de origem alimentar, veneno de insetos e outros.
Sdo administrados de formarotineira e por longos
periodos, tendo como principais pacientes as criangas
com histérico de alergias. Devido a complexidade
desses produtos, e ndo existindo uma metodologia
de andlise prépria para se estabelecer um controle
de qualidade satisfatério—tanto do ponto de vista
daacdo terapéutica como da seguranca do uso -,
este trabalho buscou analisar o perfil protéico de
seis produtos disponiveis no mercado brasileiro
para comparar qualitativamente o perfil de
proteinas entre eles.

Metodologia

Amostragem

Os dessensibilizantes alérgicos de 4 fabricantes
foram obtidos nas farmécias da cidade do Rio
de Janeiro nos meses de janeiro-julho de 2004.
Os produtos foram classificados como A e B
(fabricante 1); C e D (fabricante 2); X (fabricante
3) eY (fabricante 4). Poeira domiciliar colhida dos
aspiradores de pé das residéncias de pessoas com
histérico de alergia foi usada como referéncia de
material alergénico.

Com excecdo do produto Y, que se apresentou na
forma de micro-esferas, e da poeira domiciliar,
todos os produtos foram liquidos.

Extracdo do material protéico

A extracao do material protéico do produto Y e
da poeira domiciliar foi realizada de acordo com
o protocolo seguido por Yamada’. Um grama de
material sélido foi solubilizado em 2,5 mL de uma
solucdo de bicarbonato de amonio 0,01 M, pH =
7,5 e agitado a 180 R.P.M. por 3 horas a 45°C. Uma
metodologia alternativa foi extrair o material
alergénico com uma solucdo tampao de fosfato
salino 0,15 M, pH = 7,2 (contendo 8,5 mM fosfato
de potdssio dibdsico, 1,5 mM fosfato de potdssio
monobadsico e 0,15 M NaCl) por 18 horas a 4°C.
Ap6s esse periodo, o material foi centrifugado a
15.000 g por 30 minutos e filtrado através de filtro
de papel Whatman ne 1. O filtrado foi dialisado
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contra dgua deionizada durante 24 horasa4°Ce
entdo liofilizado e estocado a -70°C. A extracao do
material alergénico das amostrasliquidasA, B, C,
D e X foi obtida por didlise de 50 mL do material
liquido a 4°C durante 24 horas, liofilizagdo e
estocagem a—70°C.

Teor de Proteinas do material alergénico

O teor de proteinas foi determinado pelo método
colorimétrico de Lowry?, usando BSA como padrao.
Os ensaios colorimétricos foram realizados em
um espectrofotdmetro UV-visivel modelo 1601
(Shimadzu, Japao).

Eletroforese do Material Alergénico

O materialliofilizado foi solubilizado em 1 mL de
dgua deionizada. A eletroforese foi desenvolvida
segundo o método de Laemmli® em condicdes
desnaturantes com SDS e 2-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich, EUA) e colorida por meio de coomassie
blue (Sigma-Aldrich, EUA). Foi usado padrdo de
peso molecular de 97KDa-14 KDa (Amersham,
EUA) como referéncia. A aquisi¢do eletronica de
imagens dos géis foi realizada por meio de um
densitometro modelo GS-800 (BioRad, EUA) e a
andlise das mesmas foi elaborada usando-se o
programa Quantity-one 4.4.1 (BioRad, EUA).

Resultados

A concentracdo de proteina estimada pelo método
de Lowryrevelou que aamostrade poeiradomiciliar
teve uma concentracao de 1,05 mg de proteina por
mLe que asamostras de medicamentos continham
menos que 1 mgde proteina por mLnaformulacao
original. A Tabela 1 apresenta os dados referentes
aos produtos analisados.

Os perfis de proteinas dos medicamentos A, B,
C, D, X e Y foram obtidos por eletroforese apds
concentracao do material protéico por meio
de liofilizacdo, uma vez que as concentracdes
de proteinas determinadas previamente foram
baixas. As Figuras 1 e 2 apresentam os resultados
da anélise de eletroforese.

Discussao

Os produtos classificados como A e B sdo prove-
nientes de um mesmo produtor, como mencionado
anteriormente. De acordo com a Tabela 1, tratam-se
de formulacdes diferentes, pois o composto A é
uma mistura de antigenos de origem alimentar,
poeiradomiciliar elisados bacterianos, e o produto
B constitui-se de antigenos de inseto. O perfil de

Figura 1. Perfil eletroforético das amostras. Linha 1: padrao
de peso molecular em kDa; linha 2: produto A; linha 3: produto
B; linha 4: produto C; linha 5: produto D; linha 6: padréo de
poeira domiciliar. Eletroforese com gel de poliacrilamida a 12
% em condicdo desnaturante com duodecil sulfato de sédio
(SDS) e 2-mercaptotanol. 5 microlitros de amostra aplicado
em cada linha.
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Figura 2. Perfil eletroforético das amostras. Linha 1: padrdo
de peso molecular em kDa; linha 2: produto X; linha 3:
produto Y. Eletroforese com gel de poliacrilamida a 12 %
em condi¢do desnaturante com duodecil sulfato de sédio
(SDS) e 2-mercaptotanol. 5 microlitros de amostra aplicado
em cada linha.
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Tabela 1. Caracteristicas dos produtos destinados a terapia de dessensibilizagdo alérgica.

Caracterfstica A B C D X Y Poeira Domiciliar
~ Gotas sublin- Gotas sublin- Gotas sublin- Gotas sublin- Gotas sublin- . .

Apresentacdo ) . . . . Capsulas Poeira

guais guais guais guais guais

Poeira domi- Poeira domi-
Protel Anti i . i .
rgtemas ntigenos de C|_|ar, proteinas C|_|ar, proteinas Lisados de Lisados de
alimentares, abelhas, ves- alimentares, alimentares, L. L.
. . ) . . . bactérias, bactérias, ~ .
Composicdo poeira domi- pas, formigas, antigenos de antigenos de . . N&o determinada
o . iy iy fungos, &caros e fungos, caros e
ciliar, lisados mosquitos e bactérias das bactérias das
. ) : ) : leveduras leveduras
bacterianos pulgas vias respi- vias respi-
ratérias ratérias
Concentragao de
proteinas pelo < 1,0 mg/mL < 1,0 mg/mL <1,0 mg/mL < 1,0 mg/mL < 1,0 mg/mL < 1,0 mg/mL 1,05 mg/mL
método de Lowry
Data de fabricagdo: 04/2003 04/2003 08/2003 08/2003 02/2003 11/2002 -
Data de validade: ~ 04/2005 04/2005 08/2005 08/2005 02/2005 11/2004 -
proteinas apresentadonaFigural mostraqueapesar ~ Conclusdes

detratarem-se de proteinas de origem completamente
diferentes, os perfis protéicos sao iguais (linha 2
e 3, respectivamente). A diferenca entre eles foi
uma maior concentracao de uma proteina de 66
KDanaamostraB. Comparando-se os produtos C
eD, que sao do mesmo produtor, nota-se que a sua
composicao é bastante similar (Tabela 1), porém o
perfil eletroforético é diferente entre eles. Apenas
duas proteinas sdo comuns entre eles, 66 e 43 KDa,
respectivamente. Os produtos X e Y, apesar de
serem de produtores diferentes, possuem a mesma
composicdo (Tabela 1). Deacordo com a Figura 2,
verifica-se que existe uma proteina com peso de 60
KDano produto X, inexistente no produto Y, e uma
proteinade 20 KDaemY, inexistente em X. Apesar
de, segundo as suas bulas, todas as formulacoes
serem constituidas de um nimero razodvel de
antigenos, verificou-se que a quantidade de proteina
foi muito baixa-inicialmente verificada por meio
da andlise colorimétrica pelo método de Lowrye
confirmada pelo nimero reduzido de bandas no
perfil eletroforético. Em termos de comparagao, o
perfil eletroforético de poeira alergénica, Figura 1,
linha 6, verifica-se uma quantidade muito grande
de bandas de proteinas. Obviamente, nem todas
as bandas sdo alergénicas ou promovem uma
dessensibilizacao, porém o que fica demonstrado
é que esses produtos carecem de uma andlise mais
rigorosa no sentido de validar sua eficdcia e sua
seguranca, e se realmente estao de acordo com as
normas preconizadas pelaRDCn° 324 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) de 10
de novembro de 2003, publicada no Didrio Oficial
da Unido de 12 de novembro de 2003.

Osprodutos destinados a terapia de dessensibilizacao
alérgicaanalisados neste estudo apresentaram um
teor muito baixo de proteinas. Através do perfil
eletroforético das amostras, foi possivel verificar
a distribuicdo das proteinas e constatou-se que
existe umaincompatibilidade entre a formulacao
descrita pela bula dos produtos com a quantidade
de material alergénico presente. Produtos com a
mesma composi¢ao apresentam perfis eletroforéticos
bem diferentes. Cabe-se verificar a eficécia destes
produtos e se sua producdo obedece integralmente
aresolucgao da Vigilancia Sanitaria.
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