
B

A

E
a

Y

a

b

R
D

B

2
E

raz J Otorhinolaryngol. 2017;83(2):190---194

www.bjorl.org

Brazilian Journal of

OTORHINOLARYNGOLOGY

RTIGO ORIGINAL

ffect  of sublingual  immunotherapy  on platelet
ctivity in children  with  allergic  rhinitis�

anqiu Chena, Lifeng Zhoua,∗ e Yan Yangb,∗

Guangzhou  Medical  College,  Guangzhou  Women  and  Children’s  Medical  Center,  Department  of  Otolaryngology,  Guangzhou,  China
Sun  Yat-sen  University  (Northern  Campus),  School  of  Public  Health,  Department  of  Nutrition,  Guangzhou,  China

ecebido em  16  de  novembro  de  2015;  aceito  em  2  de  março  de  2016
isponível  na  Internet  em  17  de  fevereiro  de  2017

KEYWORDS
Allergic  rhinitis;
Platelet  activation;
Sublingual
immunotherapy;
Platelet  Factor-4;
Beta-
Thromboglobulin

Abstract
Introduction:  The  role  of  platelet  activation  in  allergic  inflammation  is  receiving  increasing
attention. Sublingual  immunotherapy  for  allergic  rhinitis  can  modify  the  immunological  process
to an  allergen,  rather  than  simply  treating  symptoms.
Objective:  The  aim  of  this  study  was  to  explore  the  role  of  platelet  activation  during  sublingual
immunotherapy  in  children  with  allergic  rhinitis.
Methods:  Forty-two  House  Dust  Mite  ---  sensitized  children  with  allergic  rhinitis  were  enrolled
and received  House  Dust  Mite  allergen  extract  for  sublingual  immunotherapy  or  placebo.  Serum
of different  time  points  during  treatment  was  collected  and  used  for  detection  of  Platelet
Factor-4 and  Beta-Thromboglobulin  concentration  by  Enzyme-Linked  Immuno  Sorbent  Assay.
Results: Our  data  showed  decreased  expression  of  Platelet  Factor-4  and  Beta-Thromboglobulin
protein after  one  year’s  sublingual  immunotherapy.  In  addition,  the  decrease  of  symptom  scores
and serum  Platelet  Factor-4  and  Beta-Thromboglobulin  protein  concentrations  was  positively
related.
Conclusion:  During  sublingual  immunotherapy,  platelet  activation  was  inhibited  significantly.
Our results  might  indicate  that  inhibition  of  platelet  activation  within  the  systemic  circulation
is an  important  mechanism  during  sublingual  immunotherapy.
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Efeito  da  imunoterapia  sublingual  sobre  a  atividade  plaquetária  em  crianças
com  rinite  alérgica

Resumo
Introdução: O  papel  da  ativação  de  plaquetas  na  inflamação  alérgica  recebeu  atenção  cres-
cente. A  imunoterapia  sublingual  para  rinite  alérgica  pode  modificar  o  processo  imunológico  a
um alérgeno,  em  vez  de  tratar  os  sintomas  simplesmente.
Objetivo:  Explorar  o  papel  da  ativação  plaquetária  durante  a  imunoterapia  sublingual  em
crianças com  rinite  alérgica.
Método:  Quarenta  e  duas  crianças  com  rinite  alérgica  sensibilizadas  por  ácaros  de  poeira
domiciliar (APD)  foram  inscritas  e  receberam  extrato  de  alérgeno  de  APD  para  imunoterapia
sublingual  ou  placebo.  O  soro  de  diferentes  pontos  no  tempo  durante  o  tratamento  foi  recolhido
e usado  para  a  detecção  de  fator  4  plaquetário  e  concentração  de  beta-tromboglobulina  por
ensaio imunoenzimático.
Resultados:  Nossos  dados  mostraram  diminuição  da  expressão  de  fator  4  plaquetário  e  pro-
teína beta-tromboglobulina  após  imunoterapia  sublingual  de  um  ano.  Além  disso,  a  diminuição
dos escores  de  sintomas  e  o  fator  4  plaquetário  sérico  e  concentrações  de  proteína  beta-
-tromboglobulina  foram  relacionados  de  maneira  positiva.
Conclusão:  Durante  imunoterapia  sublingual,  a  ativação  plaquetária  foi  inibida  significativa-
mente.  Os  nossos  resultados  podem  indicar  que  a  inibição  da  ativação  de  plaquetas  dentro  da
circulação sistêmica  é  um  mecanismo  importante  durante  imunoterapia  sublingual.
© 2017  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  em  nome  de  Associação  Brasileira  de  Otorrinolarin-
gologia e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Este é  um  artigo  Open  Access  sob  uma  licença  CC  BY  (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Introdução

A  imunoterapia  sublingual  (ITSL)  é  o  único  tratamento  que
regula  o  processo  imunológico  durante  o  desenvolvimento  da
rinite  alérgica  (RA),  e  não  simplesmente  trata  os  sintomas.1,2

No  entanto,  os  mecanismos  subjacentes  do  processo  e  os
biomarcadores  potenciais  ainda  não  estão  completamente
caracterizados.

A  ativação plaquetária  ocorre  durante  as  reações  das  vias
aéreas  induzidas  pelo  antígeno  em  indivíduos  alérgicos  e
asmáticos.  Níveis  elevados  de  mediadores  derivados  das
plaquetas,  tais  como  as  quimiocinas,  beta-tromboglobulina
(BTG)  e  fator  4  plaquetário  (F4P),  são  observados  no  plasma
e  no  líquido  de  lavagem  broncoalveolar  de  indivíduos  ató-
picos.  Esses  mediadores  têm  a  capacidade  de  ativar  os
eosinófilos,  aumentar  a  expressão  dos  receptores  de  Fc-IgG
e  Fc-IgE,  estimular  basófilos  para  liberar  histamina  e  assim
por  diante.3---6 Como  a  ITSL  pode  inibir  significativamente  a
inflamação  alérgica,  supomos  que  a  ITSL  seja  capaz  afetar
a  ativação de  plaquetas  em  crianças com  RA.

No  presente  estudo,  buscamos  esclarecer  o  efeito  de  ITLS
na  ativação plaquetária  de  crianças com  RA  por  meio  da
detecção  de  mudanças  de  F4P  sérico  e  concentração  de  BTG.

Método

Pacientes
Foram  recrutadas  42  crianças, entre  6  e  12  anos,  com
história  clínica  de  RA  induzida  por  ácaros  da  poeira  domi-
ciliar  (APD)  por  pelo  menos  um  ano.  O  teste  cutâneo  de
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ipersensibilidade  imediata  (TCHI)  foi  feito  para  examinar
rianças  alérgicas  a  APD.  Aquelas  com  doenças crônicas
p.ex.,  asma,  desnutrição,  malformações  anatômicas  do
istema  respiratório,  doença pulmonar  crônica,  doença
ardíaca,  doença de  refluxo  gastresofágico,  fibrose  cística)

 aquelas  com  um  histórico  de  uso  crônico  de  fármacos
p.ex.,  corticosteroides  orais  ou  nasais,  antiepilépticos,
munossupressores)  foram  excluídas.  O  estudo  foi  feito  com

 aprovação  do  comitê  de  ética  local  e  com  o  consentimento
nformado  por  escrito  dos  pais.

munoterapia  sublingual  e  agrupamento

 extrato  de  alérgeno  do  APD  para  ITSL  foi  fabricado  por
olwopharma  Biotecnologia  Company  (Zhejiang,  China)  e
sado  sob  a  forma  de  gotas  (n◦ 1,  1  mg/mL;  n◦ 2,  10  mg/mL;
◦ 3,  100  mg/mL  e  n◦ 4,  333  mg/mL).  De  acordo  com  as
nstruções  do  fabricante,  os  pacientes  foram  orientados

 tomar  doses  crescentes  (de  n◦ 1  a  n◦ 3)  durante  as
rês  primeiras  semanas  da  fase  de  dosagem  crescente  e
epois  foram  instruídos  a  tomar  3  gotas  de  solução n◦ 4
ma  vez  por  dia,  durante  a  fase  de  manutenção.  Havia
nstruções  para  que  as  gotas  fossem  mantidas  sob  a  língua
or  2  a  3  minutos,  antes  de  ser  engolidas.  As  crianças no
rupo  do  placebo  receberam  diluentes  com  50%  glicerol

 50%  tampão  de  solução salina.  Todas  as  crianças foram
grupadas  como  ITLS  (21  crianças) e  grupo  placebo  (21

rianças)  aleatoriamente.  Os  fármacos  foram  rotulados  com
úmeros  de  código  dos  pacientes,  que  foram  designados
elo  pesquisador  de  maneira  randomizada  sequencial,  com
m  número  de  código  de  estudo.  Os  frascos  individuais
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Tabela  1  Característica  demográfica  de  42  crianças  com
RA

Grupo  ITLS  Grupo  placebo

Número  21  21
Sexo (Masculino/Feminino) 10/11  11/10
Idade (meses)  120,7  ±  44,0  123,0  ±  42,3
Duração da  doença  (ano)  5,2  ±  2,4  6,1  ±  3,7
IgE Total  (kU/L)  465  ±  226  513  ±  316
IgE específico  de  APD  (kU/L)  45  ±  21  35  ±  18

Sintomas  basais
Nariz  escorrendo  2,5  ±  0,3  2,1  ±  0,2
Espirros  1,9  ±  0,1  1,7  ±  0,1
Nariz  entupido 2,1  ±  0,2 1,8  ±  0,3
Prurido  no  nariz  1,5  ±  0,1  2,0  ±  0,4
Escore  total  8,2  ±  0,6  7,9  ±  0,5

Sintomas  de  ponto  final
Nariz  escorrendo  1,5  ±  0,2a,b 2,2  ±  0,3
Espirros  1,4  ±  0,3a,b 1,5  ±  0,1
Nariz  entupido  1,2  ±  0,1a,b 1,8  ±  0,1
Prurido  no  nariz  1,1  ±  0,2a,b 2,1  ±  0,2
Escore  total  5,2  ±  0,3a,b 7,8  ±  0,2
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o  fármaco  tiveram  a  identidade  mascarada,  para  que  os
acientes  e  os  pesquisadores  não  tivessem  conhecimento
o  tratamento  atribuído.  O  mascaramento  do  estudo  foi
reservado  até  que  todos  os  indivíduos  completassem  o
studo.  A  adesão  ao  uso  dos  medicamentos  foi  avaliada
anto  pelo  questionário  para  os  pais  como  por  medição de
eso  de  fármaco  administrado  a  cada  duas  semanas.

scores  de  sintomas

s  sintomas  nasais  (nariz  escorrendo,  espirros,  nariz  entu-
ido,  coceira  no  nariz)  foram  marcados  pelas  crianças com

 ajuda  dos  pais.  Um  escore  de  0  foi  definido  como  nenhum
intoma,  um  escore  de  1  foi  definido  como  sintomas  leves
que  não  interferem  em  qualquer  atividade),  um  escore  de

 foi  definido  como  sintomas  moderados  (ligeiramente  incô-
odos  que  pouco  interferem  na  atividade/sono  noturno)  e

m  escore  de  3  foi  definido  como  sintomas  graves  (incô-
odos  que  interferem  na  atividade/sono  noturno).7,8 Os

scores  foram  registrados  a  cada  manhã,  diariamente,  por
elo  menos  12  semanas  e,  em  seguida,  fez-se  a  média.

reparação  e  análise  de  amostras  de  sangue

s  amostras  de  sangue  de  crianças foram  coletadas  entre
1  e  14  h  pelo  método  de  venopunção  em  condições  apro-
riadas.  O  soro  foi  separado  após  a  coagulação  do  sangue
urante  1-2  horas  à  temperatura  ambiente  e  centrifugado

 3.000  g  durante  15  minutos  a  4 ◦C.  As  amostras  de  soro
oram  armazenadas  a  -80 ◦C  e  usadas  para  o  ensaio  imu-
oenzimático  (Elisa).  A  concentração  total  de  proteínas  foi
eterminada  com  ensaios  de  proteína  Bio-Rad,  de  acordo
om  Bradford.  Os  kits  de  Elisa  (Diagnostica  Stago,  França)
oram  usados  para  medir  o  F4P  sérico  e  as  concentrações  de
TG.

nálise  estatística

odos  os  dados  foram  expressos  como  média  ±  DP.  As  sig-
ificâncias  estatísticas  entre  os  diferentes  grupos  foram
eterminadas  por  meio  do  teste  U  não  paramétrico  de  Mann-
Whitney.  O  teste  de  correlação  de  Spearman  foi  usado
ara  analisar  a  correlação  entre  o  escore  de  sintomas  e  a
oncentração  de  F4P  ou  BTG;  p  <  0,05  foi  considerado  como
iferença  significativa.

esultados

aracterísticas  demográficas  da  população
o estudo  e  evolução  clínica

ste  estudo  foi  feito  com  42  crianças, 21  incluídas  no  grupo
TSL,  entre  72  e  144  meses  (idade  média:  120,7  ±  44,0
eses,  dez  do  sexo  masculino)  e  21  incluídas  no  grupo  de
lacebo,  entre  75  e  141  meses  (idade  média:  123,0  ±  42,3

eses,  11  homens).  Idade,  sexo,  duração da  doença e

scores  de  sintomas  de  base  entre  dois  grupos  foram  com-
aráveis,  sem  significância.  O  tratamento  de  ITLS  foi  eficaz

 os  escores  de  sintomas  diminuíram  significativamente  em

d
o
d
g

a Comparado com grupo placebo, p < 0,05.
b Comparado com sintoma do momento basal, p < 0,05.

omparação  com  os  escores  do  grupo  placebo  e  de  sintomas
o  momento  basal  (tabela  1).

iminuição dos  níveis  de  proteína  de  F4P  e  BTG
éricos durante  o  tratamento  de  ITLS

 F4P  sérico  e  a  expressão  da  proteína  BTG  durante  o
ratamento  de  ITLS  foram  significativamente  menores  do
ue  aqueles  no  grupo  placebo  após  seis  meses  de  trata-
ento  (F4P  3,2  ±  1,1  vs.  4,9  ±  1,2  UI/mL;  BTG  17,4  ±  4,3  vs.

3,2  ±  5,1  UI/mL)  e  essa  tendência  mantida  por  pelo  menos
m  ano  (F4P  1,3  ±  0,5  vs.  5,3  ±  1,7  UI/mL;  BTG  10,5  ±  3,2
s.  21,6  ±  4,8  UI/mL)  (fig.  1  A  e  B).

elação  entre  os  escores  dos  sintomas  e  F4P  sérica
 níveis  de  proteína  BTG

ara  explorar  o  efeito  da  ativação plaquetária  no  escore  de
intomas,  analisamos  a  relação entre  os  escores  dos  sin-
omas  e  F4P  sérico  e  níveis  de  proteína  BTG  no  grupo  de
TLS.  Após  um  ano  de  tratamento,  a  melhoria  dos  escores
e  sintomas  foi  positivamente  relacionada  com  a  redução do
4P  sérico  e  dos  níveis  de  proteína  BTG  (p  =  0,65;  p  =  0,001;

 = 0,51;  p  =  0,002)  (fig.  2).

iscussão

s  plaquetas  podem  desempenhar  um  papel  importante
o  processo  inflamatório  alérgico,  porque  são  fonte  rica

e  materiais  biologicamente  ativos,  capazes  de  induzir
u  aumentar  as  respostas  inflamatórias  alérgicas.9---12,3 Foi
emonstrado  que  esses  materiais  estão  armazenados  em
rânulos  alfa  e  que  são  quimiocinas,  tais  como  F4P  e  BTG.
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Figura  1  Expressão  de  F4P  sérico  e  da  proteína  BTG  reduzida  após  ITLS  após  seis  meses  em  comparação  com  o  grupo  controle  e
nível basal  com  significância.  A  diminuição  foi  mantida  pelo  menos  um  ano  sem  rebote  (*  p  <  0,05,  comparação  entre  os  dois  grupos
e o  momento  basal;  �,  representa  grupo  placebo;  �  representa  grupo  ITLS).
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Figura  2  Relação  positiva  entre  melhoria  dos  escores  dos  sin
um ano  de  ITLS  grupo  de  tratamento  ativo  (A  e  B).

No  entanto,  o  papel  de  ativação de  plaquetas  em  ITSL  não
era  claro,  especialmente  em  crianças.

Nossos  resultados  mostraram  que  F4P  e  nível  BTG  dimi-
nuíram  significativamente  após  seis  meses  de  ITLS  e  a
melhoria  foi  mantida  por  pelo  menos  um  ano.  Apesar  de
a  redução do  nível  de  F4P  e  BTG  ter  sido  observada  após
três  meses  de  tratamento,  nenhuma  diferença  estatística
foi  encontrada.  Além  disso,  os  escores  de  melhoria  dos  sinto-
mas  após  um  ano  de  ITLS  foram  positivamente  relacionados
com  a  diminuição  do  nível  de  F4P  e  BTG.  Esses  resultados
sugeriram  que  a  ITLS  possa  modificar  processos  alérgicos  por
inibição  da  função  das  plaquetas,  pelo  menos  parcialmente.

Compatível  com  nossos  resultados,  Kowal13 observou  um
aumento  da  ativação plaquetária  intravascular  em  pacien-
tes  com  asma  alérgicos  a  APD  e  submetidos  a  provocação
alergênica  brônquica.  A  relação entre  as  mudanças  de  mar-
cadores  de  ativação de  plaquetas  e  o  desenvolvimento  de
resposta  asmática  tardia  sugere  que  a  ativação de  plaque-
tas  dentro  da  circulação  é  crucial  para  o  desenvolvimento  da
inflamação  alérgica  crônica.  Além  disso,  Knauer14 demons-
trou  mudanças  significativas  no  nível  de  F4P  de  pacientes
com  asma  induzida  pelo  pólen  após  provocação  brônquica
ao  extrato  de  ervas.

No  estudo  de  Alicja,15 verificou-se  que  o  nível  plasmático

de  F4P  no  paciente  fora  da  estação de  pólen  foi  significati-
vamente  menor  em  comparação  com  a  estação e  não  diferiu
de  maneira  significativa  em  comparação  com  indivíduos  sau-
dáveis.  Por  outro  lado,  em  seus  outros  dois  estudos,16,17

I
a
m
s

s  e  redução  de  níveis  séricos  de  F4P  de  proteínas  de  BTG  após

s  resultados  sugeriram  que  os  níveis  de  F4P  e  BTG  não
oram  significativamente  diferentes  entre  os  pacientes  e
ndivíduos  saudáveis  após  imunoterapia.  Notavelmente,  a
munoterapia  em  seus  dois  estudos  dura  apenas  seis  meses

 uma  amostra  de  sangue  foi  coletada  imediatamente  após
 injeção de  dose  máxima.  No  nosso  estudo,  o  tratamento
om  ITSL  durou  pelo  menos  um  ano  e  o  soro  foi  amostrado  em
ontos  de  tempo  diferentes.  Observamos  que  a  diminuição
e  F4P  sérica  e  o  nível  de  BTG  duraram  pelo  menos  um  ano.

 diferença entre  o  nosso  estudo  e  o  de  Alicja  sugere  a
mportância  do  período  de  manutenção  em  imunoterapia.
o  entanto,  o pequeno  número  de  pacientes  é  uma  das

imitações  do  nosso  estudo.  São  necessários  estudos  futu-
os  com  grande  amostra  para  esclarecer  o  papel  do  F4P  e
a  BTG  na  ITLS.  Além  disso,  a  mudança de  F4P  e  BTG  no
avado  nasal  antes  e  depois  de  ITLS  deve  ser  discutida  futura-
ente,  para  explorar  o  efeito  local  da  ativação  plaquetária

o  mecanismo  da  RA  e  ITLS.

onclusão

osso  estudo  foi  o  primeiro  a  mostrar  as  mudanças  na  ati-
idade  plaquetária  in  vivo  em  crianças com  RA  durante

TLS.  Os  nossos  resultados  podem  indicar  que  a  inibição da
tivação  de  plaquetas  dentro  da  circulação  sistêmica  é  um
ecanismo  importante  durante  ITLS.  A  ITLS  pode  melhorar

intomas  e  inibir  parcialmente  a  ativação plaquetária.
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adrões éticos

s  autores  afirmam  que  todos  os  procedimentos  que  contri-
uíram  para  este  trabalho  estão  em  conformidade  com  os
adrões  éticos  das  diretrizes  nacionais  e  institucionais  rele-
antes  sobre  experimentação  humana  e  com  a  Declaração
e  Helsinque  de  1975,  revisada  em  2008.
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