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Resumo

As infeg¢des dos tratos respiratorios superior e inferior em criangas sao eventos frequentes
que, quando recorrentes ou cronicas, podem condicionar dificuldades terapéuticas,
constituindo um problema com enorme impacto em satide publica e na qualidade de vida de
criancas e cuidadores. Nos paises desenvolvidos, cerca de 25% das criangas com idades
inferiores a 1 ano e 18% das criangas com idades dos 1-4 apresentam clinica de infe¢do
recorrente do trato respiratorio (IRTR). Infe¢des otoldgicas, naso-sinusiais, do cavum,
rinofaringites ou otites médias agudas, representam as patologias mais frequentes, em
criancas dos 6 meses aos 6 anos. A infecdo recorrente ¢ assim causa de morbilidade
significativa, estando na origem de um aumento de resisténcias a antibidticos. Constitui um
encargo relevante, em custos diretos e indiretos.

Os lisados bacterianos sdo um grupo de farmacos, surgidos na década de 70, utilizados no
tratamento da infe¢do recorrente respiratoria, com evidéncia clinica comprovada na eficiéncia
do sistema imunitario, atuando por via especifica e ndo especifica, nos mecanismos celulares
e humorais. As preparagcdes, mono ou polivalentes bacterianas, usadas no tratamento das
infecdes recorrentes respiratorias contém diferentes formulacdes de estirpes bacterianas,
responsaveis pela etiologia infeciosa.

Neste artigo de revisdo pretende-se avaliar o papel do uso de lisados bacterianos na
prevencao e tratamento da infecdo, particularmente do trato respiratorio, na populagdo
pediatrica, descrevendo os avangos no conhecimento dos mecanismos imunoldgicos
envolvidos na prevencdo e profilaxia, controlo e melhoria clinica. Apesar de resultados
recentes encorajadores, sdo necessarios mais estudos, projetados de forma a obter um maior
nivel de evidéncia relativamente a utilizacdo de lisados com tratamento profilatico de infecdes

respiratdrias.



Palavras-Chave
(termos MeSH): adjuvantes imunologicos, infe¢des do trato respiratorio, imunizacao, lisados
bacterianos, lisados  bacterianos  mecanicos  polivalentes, resposta  imunitéria,

imunoestimulagao.



Abstract

Infections of the upper and lower respiratory tract in children are frequent events. When
recurring or chronic can lead to therapeutic difficulties, constituting a problem with an
enormous impact in public health and quality of life of children and care takers. In developed
countries, about 25% of children under the age of 1 year and 18% of children ages 1-4 present
clinical signs and symptoms of recurrent respiratory tract infections (RRTI). Infections of the
ear, nose and throat (ENT), rhinopharyngitis, or acute otitis media, represent the most
frequent pathologies in children from 6 months to 6 years old. RRTIs are a significant cause
of morbidity, that as led to an increase in resistance to antibiotics, therefore constituting a
socio-economic burden, with both direct and indirect costs.

Bacterial lysates are a group of drugs that emerged in the 70s, used in the treatment of
recurrent respiratory tract infection, which present clinical evidence in the effectiveness of the
immune system, acting in a specific and non-specific way on cellular and humoral
mechanisms. The monovalent or polyvalent bacterial preparations used in the treatment of
recurrent respiratory tract infections, contain different bacterial strains that are often
responsible for the infectious etiology.

This review article aims to assess the role of the use of bacterial lysates in the prevention
and treatment of infection of the respiratory tract in children, describing the advances in
knowledge of the immunological mechanisms involved in this possible gain of protection,
prevention, prophylaxis and management and clinical improvement. Despite recent
encouraging results, further studies are needed, better designed to obtain a higher level of

evidence regarding use of lysates with prophylactic treatment of respiratory infections.



Keywords
(MeSH terms): immunological adjuvants, respiractory tract infections, immunization,

bacterial lysates, Polivalent mechanical bacterial lysate, imune response, immunostimulation
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I. Introducao

As infecdes do trato respiratdrio constituem atualmente um dos mais prevalentes
distirbios indutores de morbilidade e mortalidade humanas, assim como de gastos
econémicos para as sociedades, independentemente dos avangos da medicina moderna.
Concomitantemente, a infecdo recorrente do trato respiratorio constitui um problema de saude
major na atualidade. Relaciona-se com frequéncia a resisténcias a antibioticos, em pacientes
com fun¢do imunitdria humoral ou celular normais, mas aparentemente com relativa
fragilidade da funcdo de defesa, ou em situagdes de imunodeficiéncia primdaria/secundaria, na
medida que resulta muitas vezes num uso excessivo e pouco criterioso destes farmacos.

Uma estratégia de tratamento para este problema passa pela estimulacdo ndo especifica
da resposta imunitaria ou pelo aumento dos mecanismos de defesa inatos, através do uso de
extratos imunoestimulantes, de que sdo exemplo os lisados bacterianos. Estes determinam um
aumento das defesas contra infecdo, simultaneamente por mecanismos dependentes do
sistema imune inato e adaptativo. Desta forma, a dualidade da sua atividade mimetiza a
resposta imunitaria desencadeada pela invasdo de um microrganismo patogénico, mas sem
risco patoldgico ou deletério.

Desde o aparecimento do conceito de imunoestimulacdo bacteriana na década de 70,
varios farmacos foram desenvolvidos, sobretudo para tratamento da infecdo recorrente
respiratoria, que afeta preponderantemente a populacdo em idade pré-escolar.

Diferentes estudos mostraram que a administragdo oral destes farmacos em criangas e/ou
adultos com infecao recorrente possibilitou uma reducdo do numero, duragdo e severidade de
episddios. No entanto a utilizagdo destes imunomodeladores em pacientes suscetiveis

constitui ainda matéria de debate, devido a existéncia de estudos contraditorios, conduzidos
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com preparagdes e condicdes clinicas distintas que tornam dificeis a comparagdo de
resultados.

Este artigo de revisao pretende avaliar a pertinéncia da prescricao de lisados bacterianos
na prevencao e tratamento da infecdo recorrente do trato respiratdrio, na populacao pediatrica.
Nas ultimas décadas foram feitos avangos no conhecimento dos mecanismos imunologicos
possivelmente envolvidos no ganho de prote¢do e melhoria clinica, que poderdo elucidar e
fundamentar o papel deste grupo de farmacos, enquanto alternativa a abordagem terapéutica

convencional.
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I1. Materiais e métodos

Foi realizada uma pesquisa bibliografica em Julho de 2015 de meta-analises, revisdes
sistematicas, ensaios clinicos aleatorizados e controlados, ¢ normas de orientagdo clinica, nas
bases de dados da Pubmed, lingua portuguesa e inglesa, Science Direct, Clinical Key, B-On,
utilizando as palavras-chave (termos MeSH): immunological adjuvants, respiractory tract
infections, immunization, bacterial lysates, Polivalent mechanical bacterial lysate, imune
response, immunostimulation.

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: todos os estudos relacionados com
imunoestimulacdo por lisados bacterianos, incluindo possiveis mecanismos de acdo e

mecanismos imunitarios conhecidos.
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II1. Infecdo Recorrente

As infegdes dos tratos respiratorios superior e inferior em criangas sdo eventos muito
prevalentes que constituem um problema de saude mundial. Apesar destas infecdes serem
normalmente pouco severas e autolimitadas, podem complicar-se com sinusite, otite media e
infe¢des broncopulmonares. Quando recorrentes ou cronicas podem determinar dificuldades
terapéuticas e, naturalmente, induzir uma panéplia de co-morbilidades.'

Na populacdo pediatrica, as infecdes respiratorias constituem a causa mais comum de
consulta médica e hospitalizagdo, estando associadas a morbilidade e mortalidade
significativas.” As criangas com infegdo respiratoria recorrente constituem um verdadeiro
desafio clinico, sendo necessario descriminar entre os que apresentam causas simples de
infecdo (infecdes virais recorrentes, sibilancia ou asma), possivelmente relacionadas com
exposicao aumentada a fatores de risco ambientais, das que apresentam causas subjacentes
mais sérias, nomeadamente as bronquiectasias ou disfungdo imunitaria.”

Desta forma, no caso de suspeita de deficiéncia imunitaria, dever-se-4 realizar inicialmente
um doseamento sérico de imunoglobulinas (IgG/IgM/IgA), formula leucocitdria, contagem
plaquetar, proteinograma electroforético, entre outros procedimentos laboratoriais basicos,
para excluir eventual imunodeficiéncia priméria. Estudos posteriores devem avaliar a
existéncia de uma possivel anomalia anatomica, alergia ou doenga genética, que se manifeste
sobretudo no trato respiratorio , como seja a fibrose cistica.>

Geralmente, a crianga com infecdo recorrente do trato respiratério (IRTR), tem
habitualmente, uma clinica relativamente benigna, mas que pela sua recorréncia determina
enormes implicagdes na qualidade de vida. A IRTR representa essencialmente a consequéncia

de uma exposicdo aumentada a agentes infeciosos, devido a fatores ambientais, durante o
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primeiro ano de vida. Frequentemente estas criangas ndo sdo acometidas por infecdes

. . . . . 2
recorrentes de outros sistemas (gastrointestinal, sistema nervoso central, urogenital ou pele).

Epidemiologia

Nos paises desenvolvidos, cerca de 25% das criangas com idades inferiores a 1 ano e 18%
das criancas com idades compreendidas entre 1 a 4 anos, apresentam clinica de IRTR.
Infe¢des dos ouvidos, nariz e orofaringe, traduzidas clinicamente desde rinofaringites a otites
médias agudas, constituem as patologias mais comuns em criangas dos 6 meses aos 6 anos. O
nimero médio de episddios infeciosos dos tratos respiratdrios superior e inferior, em criancas
saudaveis com idade inferior a 5 anos, ¢ de 6 a 8 episddios por ano, nimero que quase duplica
em criangas que frequentam creches e infantarios.’

De acordo com um estudo realizado em 1998 pela World Health Organization (WHO), as
infecdes agudas do trato respiratorio inferior causam 19% de todas as mortes em criangas com
idades inferior a 5 anos, ¢ s6 no ano de 2000, cerca de 1.9 milhdes de mortes em criangas
(95% IC 1.6-2.2 milhdes), 70% em Africa e Sudeste Asiatico.’

As infe¢des recorrentes sdo causa ndo apenas de morbilidade significativa, mas também de
absentismo escolar e da atividade profissional pelos cuidadores, contribuindo de forma
significativa para o impacto socioecondmico de doenca. Consequentemente torna-se evidente
e determinante a necessidade de procurar uma reducdo do numero de episédios de IRTR
através da estimulagdo do sistema imune.’

Apesar dos agentes etioldgicos responsaveis por IRTR, nem sempre poderem ser
prontamente identificados no decurso de um episédio agudo, os agentes virais constituem
maioritariamente a causa principal. Os mais frequentes sdo o virus sincial respiratorio,

rinovirus, adenovirus, parainfluenza e influenza. Quanto aos agentes bacterianos
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normalmente envolvidos nessas infegdes, incluem Acinetobacter spp., Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia,
Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes grupo A, entre outros. 1:2:.6

Se como referido, a maioria das infe¢des agudas do trato respiratorio (IATR) ¢ causada por
virus, muitas vezes vém a sobre-infetar com agentes bacterianos. Neste contexto, os clinicos
tém tendéncia a prescrever antibidticos para o tratamento destas infecdes, embora apenas uma
pequena propor¢do de criangas beneficie com este tipo de terapéutica. A sobreprescri¢ao
conduz a um aumento das resisténcias bacterianas aos antibidticos prescritos mais
habitualmente.” Para além disto a etiologia frequentemente viral destas infe¢des, ndo
justifica, obviamente, o uso de antibioticoterapia no plano inicial do tratamento.’

De forma a ultrapassar este fenomeno, varios autores, em inimeros estudos e sustentados
em meta-analises, propuseram uma alteracdo da estratégia de tratamento, com a mudanga de

uma mera abordagem de interven¢do da doenga aguda, para a profilaxia da recorréncia

o . . 8
utilizando vacinas ou agentes imunomodeladores.

Defini¢ao de Recorréncia

Nao ¢ possivel encontrar consenso na defini¢do de IRTR na literatura.

A frequéncia normal de infe¢do do trato respiratério ¢ de cerca de 6 a 8 episddios em
periodos sazonais de Outono ou Inverno, durante a infancia (criancas de 1-5 anos); e de 2 a 4
nas criancas dos 6 aos 12 anos.”

No caso da otite média, o standard de referéncia para a defini¢do de recorréncia, ¢ de 3
episddios em 6 meses, ou de 4 nos ultimos 12 meses. Em contraste, a rinite recorrente ¢
geralmente definida como mais de 5 episddios por ano, e a faringite ou tonsilite recorrentes

. T 9-11
como mais de 3 episdédios em 12 meses.
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Qualquer defini¢do de recorréncia € restritiva e arbitraria, pelo que o correto diagnostico
devera passar por uma avaliagdo clinica correta (histdria e exame objetivo), sugestivos de
infe¢io recorrente, ou pela exclusio de potencial imunodeficiéncia priméria ou secundaria.’

O Gruppo di Studio di Immunologia della Societa Italiana de Pediatria, prop0s ja em
1998, que o diagndstico de infe¢do recorrente poderd ser realizado, desde que esteja presente
um dos seguintes critérios:

* >0 infegdes respiratorias por ano;

* > 1 infecdo respiratoria por més, que envolva as vias respiratorias superiores de
Setembro a Abril;

* >3 infecdes respiratdrias por ano, envolvendo as vias respiratdrias inferiores.

As infegdes recorrentes do trato respiratorio podem também ser caracterizadas por, pelo
menos, trés episddios de febre, existéncia de inflamacdo locoregional, tosse, asma e

sibilancia, sem compromisso severo da fungo respiratoria. >

Abordagem Diagnostica

A tosse cronica consiste no sintoma mais comum e frequente de IRTR. Desta forma o
algoritmo diagndstico deverd passar pela exclusdo de todas as causas de tosse cronica -
alergia, asma em idade pré-escolar, deficiéncia de ol-antitripsina, anomalias congénitas,
refluxo gastroesofagico ou a aspiragdo recorrente de gotejamento pos-nasal, que constituem a
causa mais frequente de tosse cronica nas criancas. Infecdo recorrente numa mesma
localizagdo anatomica podera sugerir anomalia congénita ou aspiracdo de corpo estranho. A
hipotese de fibrose cistica deverd ser considerada, em criangas com infe¢do recorrente
acompanhada de malabsor¢do e polipos nasais, independentemente de rastreio neonatal

negativo.”"
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Defeitos no sistema imunitario, como a deficiéncia seletiva em IgA, sdo conhecidos pela
associagdo com infecdo recorrente por bactérias e virus. Do ponto de vista epidemiologico, foi
demonstrado que mais de 50% das criangas com trés ou mais episddios por ano, durante os
ultimos dois anos, apresentavam défice de uma das subclasses de I1gG, e que 17% exibiam
défice de IgA.®

A frequéncia de infecdo respiratoria nas criangas devera ser avaliada, conjuntamente com
outras caracteristicas importantes, nomeadamente”:

* Curso das infecoes;

* Evolucio do estado geral;

* Duragao; presenca de febre;

* Complicagdes possiveis;

* Resposta a terap€utica sintomatica;
* Resposta a antibioticoterapia;

* Isolamento do patogénio responsavel.

Segundo de Vries; Slatter & Gennery,*'* | o algoritmo diagnostico para criangas com

IRTR passa por:

* Observagdo clinica minuciosa dos ouvidos, nariz e garganta, com exclusdo de
hipertrofia das adenoides;

* Telerradiografia toracica e/ou do cavum;

* Realizagdo de Testes Prick e quando necessario determinacdo dos niveis de IgE
especificos;

* Determinagdo dos niveis totais de IgE sérico;

* Determinacdo dos niveis séricos de 1gG, IgA, e IgM;

17



* Hemograma com féormula leucocitaria;

¢ Culturas microbioldgicas e testes seroldgicos;

* Pesquisa serologica de virus;

* Em pacientes selecionados: niveis de subclasses de IgG; producdo de anticorpos
especificos contra Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza tipo b, tétano e
difteria, 4 semanas apoOs vacinagdo de criancas ndo previamente expostas aos
antigénios das vacinas; niveis das componentes C3 e C4 e testes funcionais do sistema

do complemento (CHsg, APso).

Fatores de Risco para IRTR

A prevaléncia aumentada de infecdo recorrente na populagdo pediatrica pode ser atribuida
a varios fatores, nomeadamente ao aumento da exposi¢do a agentes infeciosos, durante os
primeiros anos de vida, especialmente em contacto proximo com outras na creche, infantrio
ou escola; a relativa imaturidade do sistema imunitario; fatores sociais e ambientais
desfavoraveis, agregados familiares com graus de especificidade, poluicdo indoor e outdoor,
tabagismo, condi¢des de salubridade da habitago.
Assim sendo, os fatores de risco que mais contribuem para o aumento da frequéncia da

. ~ . Jon) . 2
mfegao resplratorla nas criang¢as passam por :
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* C(Creche e infantario
* Agregado familiar
* Irmaos em idade escolar

* Baixo peso

* Fatores climaticos e ambientais
(poluigdo dentro e fora de casa)

* Animais de estimagdo (gatos e caes)

* Alteragdes anatomicas das vias areas
superiores ou inferiores

* Refluxo Gastro-esofagico

* Mas condigdes socioecondmicas €
malnutri¢ao

* Plano de Vacinagdo desatualizado

Socializagdo precoce

Historia familiar de atopia
Prematuridade

Interrupgao precoce da
amamentagao

Humidade na residéncia de
habitacao

Habitos tabagicos dos pais, durante e
apos gravidez

Alergias/Atopias

Sexo Masculino

Treino intenso e Stress Fisico

Populacgao Pediatrica

Com frequéncia, as criangcas com IRTR ndo tém objetivamente uma alteracdo ou uma

deficiéncia concreta do seu sistema imunitério, pelo que a grande maioria ndo tem subjacente

imunodeficiéncia primdria, embora possam apresentar baixos niveis de alguns pardmetros

laboratoriais, nomeadamente dos diferentes isotipos de imunoglobulinas, e mais raramente, de

outros parametros imunoldgicos como a capacidade fagocitica. Contudo muitas destas
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alteracdes apresentam um papel questiondvel, uma vez que ¢ transitorio e dependente do
estadio de maturagio face ao relativo aumento da suscetibilidade & infe¢do.”

A primeira linha de defesa do trato respiratério consiste na barreira mecanica formada
pelas células epiteliais, a mucosa e o proprio filme mucoide subjacente, aos quais se associam
os mecanismos de defesa imunitarios cldssicos (ex. IgA secretora e macrofagos residentes).
Contudo, nos adultos, a camada de muco protetora encontra-se enriquecida com proteinas que
exercem efeitos antibacterianos - defensinas, lisoenzimas, IgA; algumas citocinas e
secretoglobinas, mas em criangas estes mecanismos apenas se encontram completamente
desenvolvidos e em pleno estadio de maturagdo, ap6s os 5-7 anos de idade.”

Nesta faixa etaria ¢ patente uma expressao reduzida de Toll Like Receptor (TLR) do tipo
TLR2 e TLR 4 nas membranas celulares epiteliais. A sua fun¢do passa essencialmente pelo
reconhecimento de estruturas moleculares bacterianas patogénicas (PAMPs), que permitem a
ativacdo da resposta imune inata inflamatdria e que claramente influenciam a resposta imune
adquirida. Naturalmente, esta resposta, permitird aumentar as defesas contra bactérias e
fungos, no sistema respiratorio. Desta forma, o aparente défice funcional fisiologico dos
TLRs em criangas, diminui o reconhecimento dos microrganismos patogénicos, prejudicando
a inducdo de uma resposta inata mais precoce. Na populacdo pediatrica encontram-se ainda
diminuidas as lectinas.’

Os mecanismos de defesa inata sdo dependentes da atividade de linfécitos, macrofagos e
células dendriticas. No seu conjunto, veem a congregar-se no sistema imune associado a
mucosas (MALT). Durante o processo de crescimento, a proliferacdo e atividade destas
células, aumenta gracas a exposi¢do progressivamente maior a organismos patogénicos. Os
lisados bacterianos administrados oralmente sdo absorvidos no intestino, causando
estimulacdo do Gut associated lymphoid tissue (GALT) e, subsequentemente, com inducao de

resposta imunitaria a nivel da mucosa de outros 6rgdos, como o Bronchus-associated
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lymphoid tissue (BALT)." Dai a importancia destes sistemas no desenvolvimento da resposta
imunitaria. Uma resposta inata, relativamente pouco potente e eficiente, resultara de reduzida
producdo de citocinas pro-inflamatérias e resposta reduzida de macroéfagos (quimiotaxia,
adesdo, migracdo e lise). A resposta humoral nas vias 4reas, por sua vez, reside
essencialmente na continua produg¢do de IgA (sobretudo nas vias superiores) cujas
concentragdes aumentam na infancia. Este processo encontra-se naturalmente intensificado
nos meses de Outono e Inverno.’

Varias alteragdes no sistema imunitario, nomeadamente da sua fun¢do, t€ém vindo a ser

demonstradas em criangas com IRTR?:

* Defeitos funcionais e em muitos casos transitorios do recetor Fcy Illa (CD16) nas
células Natural Killer (NK);

» Defeitos no interleukin receptor-associate kinase 4 (IRAK);

* Redugdo da producao de IL-12;

* Polimorfismos nos genes CCR2, CCRS, e do gene da lectina de ligacdo a manose;

* Mutagdes nas sequencias codificadoras TLR-4;

* Deficiéncia na remogao dos neutrofilos apoptoticos pelos macréfagos alveolares;

» Fagocitose patologica e produgdo de intermediarios de espécies reativas de oxigénio,
por células polimorfonucleares;

* Diminui¢ao da quimiotaxia dos neutréfilos;

* Diminuigdo do numero de CD4+, CD8,+, CD19+ ¢ células NK;

» Alteracdo na produgdo de citocinas por linfocitos (aumento de IL-4, IL-10, diminui¢ao
da IFN-y e IL-12), diminui¢do de IgM, IgA, IgG, L-ficolin;

* Defeito da producdo de anticorpos pos-infe¢ao.
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E possivel que as alteragdes ndo especificas da imunidade, observadas em criangas com
IRTR, possam ser maioritariamente consequéncia de infeg¢des virais repetidas capazes de
influenciar a resposta imune, produ¢do de citocinas e fagocitose, determinando uma maior
disfuncdo imunitdria induzida por estes agentes biologicos pelo que serd favorecedora da
recorréncia.’

Apesar de ndo ser objeto deste trabalho, as infegdes recorrentes do sistemas respiratorio e
genitourinario, em pacientes idosos, ocorrem frequentemente na dependéncia de um processo
generalizado de imunosenescéncia, no qual uma reducdo global do niimero e atividade das
células imunitarias contribui para a prevaléncia superior de infego nesta populago.'®

As exacerbagdes do sindrome de sobreposi¢ao asma e DPOC (ACOS), traqueobronquite e
sinusite cronica, constituem na principal problemética a nivel de adultos e idosos.'" A
andlise da literatura sugere que o uso de lisados bacterianos no tratamento das exacerbagdes
da DPOC consiste numa abordagem potencialmente eficaz. Contudo, a maioria dos ensaios

clinicos realizados até hoje foram de baixa qualidade, e sobretudo, mal desenhados.'®

Estratégias de Tratamento

Virias estratégias tém sido implementadas, para permitir uma redu¢do da incidéncia de
infecdes respiratdrias recorrentes. Sdo exemplos a administragdo de vitamina A, vitamina C
ou Zinco. Abordagens recentes reforcam o beneficio da amamentacdo exclusiva durante os

L .1 19,2
primeiros 6 meses de vida.

A tonsilectomia consiste na remoc¢do das tonsilas palatinas e por vezes das adenoides,
deixando intactas as tonsilas tubares e lingual. Embora empiricamente se tenha revelado ao

longo de décadas um tratamento eficaz, a percentagem de criangas e adultos, sujeitos a

tonsilectomia, tem decrescido nos ultimos anos, mantendo-se controverso o secu efeito
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benéfico.”’ Estudos recentes mostram que o nivel de evidéncia associado a eficacia da
tonsilectomia, na reducdo do ntimero de episddios de odinofagia, ¢ muito baixo (efeito de
massa modesto), exceto em criangas com sintomas de enorme severidade e frequéncia.”’
Consequentemente podemos enquadrar esta abordagem no contexto de estratégias
terapéuticas, neste caso cirurgica, muitas vezes desnecessarias.

O interesse nas terapéuticas preventivas aumentou nos ultimos anos gracas ao aumento das
resisténcias a antibioticos. Desta forma uma abordagem preventiva poderia contribuir para a
diminui¢do da prescricdo abusiva de antibioticos, o que se torna mais relevante se
considerarmos a causa mais frequentemente viral destas infe¢des, que invalida a sua

prescricao.
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IV. Imunoestimulacao. Fundamentos Gerais

Resposta Imunitaria Inata vs Adaptativa

A resposta imune pode ser tradicionalmente dividida em dois componentes chave: a
resposta inata — primdria, célere mas nao especifica, e que intervém como primeira linha de

defesa contra uma infecdo; e a resposta adaptativa - desenvolvida na sequéncia de alguns dias

e especifica para o antigénio externo, resultando numa meméria imunitaria a longo termo.
A resposta imune adaptativa ou especifica, protege o hospedeiro contra uma infegdo
subsequente com o mesmo antigénio ou outros organismos patogénicos imunologicamente

semelhantes, constituindo o principio base da vacinagao.

A resposta imune inata ¢ mediada por: células Natural Killer (NK), que reconhecem e
destroem células infetadas; complemento, ativado a partir de elementos das paredes celulares
bacterianas; fagocitos — macrdofagos, neutrdfilos e células dendriticas (DCs), que ingerem
microrganismos e outras particulas. Algumas das citocinas envolvidas na resposta imune inata

sao:

* Interferdes (INFs) a, B, y - nas infegdes virais;
* [L-12 e INF-y - infe¢Oes por agentes intracelulares;
e IL-1, IL-6, IL-4, TNF-a - infegdes por bactérias extracelulares, protozoarios e

hemintas, entre outros.

24



Para além disso, sdo determinantes as células constitucionais do epitélio das mucosas -
células dendriticas (DCs), linfocitos T reguladores (Treg), Células B (praticamente ausentes),
Linfocitos intraepiteliais (IELs), células M.

A ativagdo da resposta imune adaptativa tem por base as células apresentadoras de
antigénios (APCs), como algumas populagdes de DCs, e diferentes populacdes de linfocitos T
e B. Os linfécitos T podem ser divididos genericamente em linfocitos CD4 (helper) e CDS8
(citotoxicos), responsdveis por respostas mediadas por células. Os linfocitos T helper CD4
podem por sua vez ser divididos em dois grandes tipos: Thl, que originam
predominantemente respostas mediadas por células, e Th2, que medeiam sobretudo a resposta
humoral. Os linfécitos B por sua vez produzem anticorpos especificos para o agente
imunizador, sob coopera¢do com linfocitos CD4. As interagdes entre APCs, células T e
linfocitos B envolvem antigénios Major histocompatibility Complex (MHC) de classe 11, e
MHC classe I para interagdes entre linfocitos T CDS citotoxicos e os antigénios especificos.”

As citocinas de producdo celular constituem fatores ativadores e diferenciadores para os
diferentes tipos de linhagens de células. O primeiro passo na indugdo de uma resposta
dependente de anticorpos passa pela ativagdo de linfécitos T CD4", que ao reconhecerem o
antigénio apresentado por células dendriticas ou fagocitos secreta citocinas que promovem a
sua maturacdo. Na presenca de IL-12, os linfocitos Thl diferenciam-se, passando por sua vez
a secretar IL-2 e INF-y. Os linfocitos Th2 por sua vez diferenciam-se na presenga
preponderante de IL-4, vindo a produzir e secretar também a propria IL-4, e IL-5. Estas duas
citocinas sdo fundamentais na diferenciacdo e maturacdo de linfocitos B produtores de
anticorpos. Outra classe de Linfocitos T CD4 (Treg) desempenham um papel essencial na
regulagio da resposta adaptativa imune.”

A resposta imune inata ¢ capaz de responder de forma distinta a diferentes tipos de

organismos patogénicos. As subsequentes respostas diferenciadas ajudam na determinacao da
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resposta adaptativa. Pattern recognition receptors (PRRs) codificados na germline,
reconhecem PAMPs, como os TLRs, Nucleotide biding oligomerization domain (NOD)-like
receptors (NLRs), entre outros. Todos estes contribuem para a ativagdo imune ao induzir
citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez, modulam a resposta adaptativa. Claramente, um
melhor esclarecimento de como funcionam estes mecanismos, tem Obvias implicagdes no

desenvolvimento e aplicagio terapéutica de adjuvantes.”

Sistema imunitario associado as mucosas - MALT

Um expressivo nimero de 6rgdos e tecidos, com constituicdes morfologicas e funcdes
distintas, participam na resposta imune. Podem, portanto, ser distinguidos quanto a sua fun¢ao
em 6rgdos linfoides primarios e secundarios. O timo e a medula Ossea constituem 6rgaos
linfoides primdrios ou centrais, na medida em que neles ocorre o processo de maturacio e
diferenciagdo linfocitarios. Os vasos linfaticos, baco, ¢ os diversos tecidos linfoides
associados a mucosas (MALT), constituem 6rgdos linfoides secundarios ou periféricos, onde
sdo reconhecidas estruturas antigénicas e que exercem interacdo preferencial e consistente

. ;. 22
com os linfocitos.

Os compartimentos envolvidos no sistema imune associado as mucosas podem ser

divididos em locais de indugdo - onde antigénios provenientes das superficies mucosas

estimulam células T Naive e linfocitos B; e locais efetores — onde células efetoras apds
extravasamento e diferenciacdo, contribuem para a formagao de IgA secretora. Os locais de
inducdo sdo constituidos pelo MALT, bem como por ganglios linfaticos locais. Ja o locais
efetores consistem em compartimentos diferenciados histologicamente, incluindo a lamina

propria (LP), o estroma de glandulas exocrinas e o epitélio de superficie. **
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O sistema MALT pode ser classificado segundo as regides anatomicas onde se
localizam:">*°
* NALT (Nasal-Associated Lymphoid Tissue)
* CONALT (Cranial-Oral-Nasal-associated Lymphoid Tissue)
* BALT (Bronchus-associated Lymphoid Tissue)
* GALT ( Gut-associated Lymphoid Tissue)

e SALT (Skin-associated Lymphoid Tissue)

* Tecido linfoide do sistema genito-urinario.

As membranas mucosas que delimitam os sistemas cutineo, digestivo, respiratério e
urogenital, apresentam uma éarea total de cerca de 400 m”. Formam, assim, a principal porta
de entrada da maioria dos organismos patogénicos no organismo. O Mucosal-associated
lymphoid tissue (MALT) ¢ constituido por um grupo organizado de tecidos linfoides, que
estruturalmente pode variar desde clusters de células linfociticas livres, encontrados na lamina
propria das estruturas vilosas intestinais, até estruturas melhor organizadas, de que sdo
exemplo as tonsilas e o apéndice, bem como as placas de Peyer na submucosa intestinal. >

Todas as estruturas associadas a0 MALT assemelham-se a ganglios linfaticos, com zonas
de células T varidveis entre foliculos de células B, que por sua vez contém uma variedade de
células apresentadoras de antigénios, como células dendriticas (DCs) e macrofagos. Contudo
a auséncia de linfaticos aferentes ¢ caracteristica destas estruturas, uma vez que contactam
diretamente com antigénios exdgenos. Este contacto ¢ feito a partir das superficies mucosas,
através de um epitélio folicular caracteristico que contem células “microfold” ou “membrane”
(M cells).*

A importancia do MALT prende-se com um aspeto funcional, relacionado com as grandes

populacdes de células plasmaticas produtoras de anticorpos, presentes nestes tecidos em
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nameros superiores aos encontrados no bago, nddulos linfaticos e medula Ossea

. 22
combinados.

O GALT (Gut associated Lymphoid tissue) consiste, atualmente, no tecido linfoide melhor
estudado. Contém placas de Peyer, o apéndice e foliculos linfoides isolados (ILFs),
considerados locais de indugdo para os linfocitos B ¢ T da mucosa. ** Este tecido apresenta a
capacidade de endocitar antigénios diretamente do lumen intestinal, desencadeando uma
reacdo imune com produgdo de anticorpos que podem ser se exportados para o lumen, de
forma a combater microrganismos.**

Mesmo sem apresentar sele¢do negativa para antigénios alimentares, os linfocitos da
mucosa intestinal, ndo induzem, em condi¢des fisiologicas, uma resposta imune a estes
alimentos. A exposicao oral aos antigénios alimentares leva a um estado de ndo reatividade
especifica e ativa para estes antigénios. Este mecanismo de tolerancia imunitario reveste-se da
maior importdncia no que toca a tolerabilidade a antigénio alimentares, mas também a
patogénios e parasitas.

O sistema imunitario associado as mucosas ¢ constituido essencialmente por trés
compartimentos principais (Fig. 1): a camada epitelial, a 1amina propria e o MALT, que no

trato intestinal é designado especificamente por GALT.*®
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Figura 1. Esquema Geral do GALT

Adaptado de RQ WU et al, “The mucosal imune system in oral cavity - an orchestra of T-Cell diversity

O GALT inclui as Placas de Peyer e foliculos linfoides isolados. A camada epitelial e a

lamina prépria constituem a primeira linha de defesa contra os antigénios estranhos enquanto

o MALT desempenha o papel de ativacdo da resposte imune adaptativa. As células T sdo

abundantes no sistema gastrointestinal. Num adulto saudéavel estima-se estarem presentes

cerca de 1 linfocito intraepitelial (IEL) por cada 5-20 células epiteliais. Esta percentagem

varia consoante a condi¢do do hospedeiro. Células apresentadoras de antigénios (APCs)

capturam antigénios da camada epitelial e nas células M das placas de Peyer, migrando em

seguida para os foliculos linfoides, 1amina propria e nodulos mesentéricos, onde expdem estes

antigénios as células T naive. Apds ocorrer um reconhecimento antigénico, as células T

. . . , 26
ativam-se e diferenciam-se em células efetoras.
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Estudos iniciais, demonstraram que as placas de Peyer e ganglios linfaticos mesentéricos,
sdo determinantes para os precursores das células plasmociticas produtoras de IgA intestinal.
A diferenciacdo das células B produtoras de IgA secretora ocorre durante a sua dispersdo para
os locais efetores. Desta forma a percentagem de linfocitos B diferenciados com IgA
citoplasmatico ¢ de apenas 2% nas Placas de Peyer, aumentando para 50% no Ganglios
mesentéricos, 75% no ducto toracico e finalmente 90% na lamina prépria intestinal devido a

~ . , I 24
maturacdo terminal de células plasmociticas.

Elementos Celulares

O ambiente citocinico da mucosa ¢ maioritariamente produzido por células epiteliais
(ECs), macrofagos, células dendriticas (DCs) e células T. Transforming Growth factor
(TGF)-pB, e interleucinas IL-6, IL-10 e IL-12 estdo entre as mais representativas. Apods
ativagdo do TCR, as células T naive proliferam e diferenciam-se em diferentes subpopulacdes
Th, dependendo do microambiente citocinico (Fig. 2). Estas subpopula¢des irdo
posteriormente determinar uma resposta inflamatéria ou reguladora. Nas ultimas décadas,
para além das Thl e Th2, que constituem os dois grandes tipos de células T, foram
identificadas outras populacdes celulares, nomeadamente: Th17, Th22, Th9, células T helper
folicular (Tgm) e células T reguladoras (Treg). Estas caracterizam-se pela producdo de
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diferentes citocinas efetoras, bem como a expressao de distintos fatores de transcrigao.
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Figura 2. Populagdes de Células Th e perfil citocinico

Adaptado de RQ WU et al, “The mucosal imune system in oral cavity — an orchestra of T-Cell diversity”>°

Thil

Face a uma infe¢do por bactérias intracelulares ou virus, s@o produzidas grandes
quantidades de IL-12 e IFN-y por macréfagos, DCs e NKs. Estas citocinas induzem
diferenciagdo Thl por ativacdo do STATI (signal transducer and activator of transcription) e
Janus Kinase-STAT pathways. Durante a diferenciagdo serd estimulada a produgdo de IFN-y
por ativacdo do fator de transcricdo T-bet via STATI. O IFN-y consiste na citocina efetora
major das células Thl, recrutando neutréfilos e promovendo o reconhecimento antigénico e
fagocitose de microrganismos intracelulares. Estas células promovem o recrutamento de
linfocitos citotoxicos e de células NK, necessérias na resposta imune mediada por células.
Também se encontram ligadas ao desenvolvimento de autoimunidade, existindo estudos que
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correlacionam a resposta Th1l descontrolada a bactérias, com doenca inflamatoria intestinal

. . 26
em ratos e gastrite autoimune.

Th2

As células Th2 sdo responsaveis pelo recrutamento de leucdcitos e macrofagos através da
secre¢do de I1-4 e II-13 e pela estimulagdo da secre¢do de muco por células epiteliais do trato
gastrointestinal e respiratorio, que protege o epitélio de particulas e colonizagdo bacteriana.
Sdo ainda responsaveis pela protecdo contra parasitas helminticos, pelo recrutamento de
mastocitos e basoéfilos, e pela indu¢do de producdo de anticorpos pelos linfocitos B. A sua
diferenciagdo ¢ iniciada via sinaliza¢dao conjunta com TCR e IL-4, subsequente transducao do
STAT6 e expressio do GATA3. O GATA 3 ¢ um ativador de IL-4 e IL-13. Estdo,
naturalmente, implicadas diretamente na patogénese alérgica de mediagao IgE, com producao

e expressao preponderante de IL-4, [L-5 e IL-13.%¢

Th17

As células Th17 sdo uma linhagem de células T CD4" produtoras de IL-17, que lhes
confere potente atividade pro-inflamatéria e estdo, classicamente, envolvidas nas defesa
contra infe¢do por fungos. Estas células sdo reguladas por dois fatores de transcrigcdo
especificos para este fenotipo, o retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR)a e o
RORyt. Para além disto verificou-se que a TGF-f3 e a IL-6 promovem a sua diferenciagdo in
vitro e in vivo. Doengas autoimunes como a esclerose multipla, artrite reumatoide e fendtipos
graves de asma parecem estar associadas a esta subpopulacdo celular. A TGF-f parece ser
crucial na regulacdao do balanco entre Th17 e Treg, pela ativacdo de ambos Foxp3 e RORyt,
juntamente com outros fatores como o E2A (membro da familia de proteinas hélix-loop-helix)

. . . 26
e acido retinoico.
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Th9

As células Th9 recentemente descritas, sdo induzidas por efeito de TGF-f e IL-4,
apresentando func¢des semelhantes as células Th2, embora distintas pela producdo preferencial
de IL-9. Cré-se que esta populagdo estd envolvida na inflamagdo da vias aéreas devido ao
facto de se ter identificado IL-9 em células T, localizadas na mucosa bronquica de individuos
com asma. A expressdo do gene de IL-9 podera ser regulada de forma epigenética, sendo a
sua expressdo ativada por TGF-f} e inativada por IFN-y. Desta forma a IL-9 causa inflamagao
e hiperresponsividade das vias respiratorias. Contudo a sua importancia bioldgica ndo esta

completamente esclarecida na inflamagdo da via aérea.”

Th22

As células Th22 foram inicialmente identificadas no sangue periférico como um grupo de
células T memoéria CD4™ CCR6". Apds estimulagio, expressam CCR4 e CCR10 e segregam
IL-22, produzindo muito raramente IFN-y e IL-17. Apresentam uma expressdo quase
indetetavel de T-bet, GATA3 e RORyt, ao contrario das Thl e Th17, ambas produtoras de IL-
22. As Th22 podem ser induzidas in vitro por IL-6 ¢ TNF. As mDCs podem também induzir a
sua proliferacdo. Pensa-se que estas células estdo envolvidas no desenvolvimento de
imunidade da pele, uma vez que a maioria expressa CCR4 e CCR10. A IL-22 ¢ importante no
combate de patogénios extracelulares por sinergia com outras citocinas pro-inflamatorias.
Para além disso, a maioria da células epiteliais apresenta recetores para a IL-22, podendo esta
citocina iniciar € promover respostas epiteliais. Desta forma cré-se que a IL-22, produzida por
Th22 e Thl7, ¢ importante na patogénese da psoriase pela inducdo de hiperplasia,
diferenciagdo anormal e expressdo do gene da psoriase nos queratindcitos. Contudo parece

conferir um efeito protetor na doenga inflamatdria intestinal.** Em patologia naso-sinusal a
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sua intervencdo parece ter enorme importancia, nomeadamente em doentes com coloniza¢do

ou infecdo por Stafillococcus.

Linfécitos Intraepiteliais (IELs)

Os IELs constituem uma populacgao celular presente na primeira linha de defesa do sistema
imunitario das mucosas. As duas populagdes mais frequentes de IEls sdo de fendtipo aff e yo.
Os precursores das células T y0 derivam essencialmente de timdcitos. Em contraste com as
células T of3, maioritariamente presentes nos tecidos linfoides, migram diretamente para os
tecidos periféricos (ex. camadas cutinea, trato gastrointestinal e genital), antes do nascimento
e durante o periodo neonatal. Desta forma, considera-se que as células T yd contribuem para a
protecdo imunitaria em estadios muito precoces, logo apds o nascimento. Este subtipo celular
executa a sua fun¢do imunitaria de uma forma semelhante a resposta imunitaria inata. Embora
os Y0 respondam a antigénios apresentados pelas MHC, ndo se encontram exclusivamente
restritas a estas moléculas. A ativacdo de TCRs ¢ desencadeado apo6s contacto com moléculas
MHC-like (CD1d), moléculas relacionadas com os MHC (MR1 e CDlc), bem como com
moléculas ndo relacionadas com MHCs (como os PAMPs e danger-associated molecular
patterns). As células y0 expressam ainda TLRs e recetores para NK, incluindo TLR2, TLR3,
TLR4 e NKG2D. Desta forma, presume-se que estas células sdo capazes de detetar stress
celular e combate direto a antigénios. Uma percentagem consideravel expressa o coreceptor
CD8aa no trato gastrointestinal. Foi demonstrada a sua capacidade de realizar fungdes
regulatorias ou pro-inflamatorias, através producdo de IFN-y e TNF-o em reposta a infegao,
promovendo a resposta inflamatoria em modelos animais. A sua funcdo reguladora, a nivel
intestinal, aparenta estar relacionada com a producdo de IL-10 e TGF-f. Estas citocinas
suprimem a producdo de IFN-y pelas células T efetoras. As células IEL yd protegem ainda a

integridade epitelial ao produzir TGF-f3, bem como o fator de crescimento dos queratinocitos.
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Um segundo subtipo extremamente importante de IEL ¢ o TCRaf" CD8acr”. Estas células
expressam o coreceptor CD8ao. homodimers. A presenga deste recetor estd na origem do
fenotipo ativado, embora CD8aaw exerca um efeito supressivo na ativacdo dos TCRs. Varios
estudos demonstraram que as IELs TCRaf” CD8aiar” estiio associadas & tolerancia antigénica
intestinal, regulacdo imune e fun¢do antimicrobiana. Estas sdo derivadas de timocitos
TCRap"” CD4CD8 duplo negativos. O TGF-p controla o desenvolvimentos destas
subpopulagdes TCRof” CD8aar” intestinais, induzindo também a expressio de CD8c. em
células T periféricas CD4" para produgdo de IELs CD4" CD8a.". Embora a fungdo dos IELs
TCRaf"” CD8ac” permaneca largamente desconhecida, aparentam possuir fungdes
imunoreguladoras através da produ¢do de TGF-f, o gene ativador de linfocitos Th3, entre
outras moléculas como o antigénio associado aos linfocitos T citotoxicos, programed cell

death 1 e outros recetores inibidores de células NK.*°

Células dendriticas

As células dendriticas (DCs) desempenham um papel fundamental nas resposta imunitaria,
e representam uma populagdo muito heterogénea quer em circulagdo quer residente nos
tecidos. No humano existem essencialmente dois grandes grupos celulares circulantes: células
dendriticas mieloides (mDCs) e células dendriticas plasmociticas (pDCs).Ambas apresentam
diferentes TLRs e expressdo distinta de citocinas, mediante estimulagdo microbiana. As
mDCs expressam seletivamente TLR2-6 e 8, sendo responsaveis pela resposta a infecao viral
através da produgdo de grandes quantidades de IL-12. As pDCs expressam constitutivamente
TLR7 e 9 associados a endossomas, sendo responsaveis pela producao de interferdes do tipo
120

As células dendriticas residentes da mucosa oral expressam moléculas co-estimuladoras

como a B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) e outros marcadores mieloides como o CDI11b.
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Expressam também o receptor de IgE de alta afinidade (FceRI) na presenga de outros
recetores de Fcy; pelo aumento de expressio de MHC classe 1 e II e moléculas

coestimuladoras; atividade estimuladora; recetores TLR tipo 2, 4, 7 e 92728

Células T reguladoras

As células T reguladoras (Treg) constituem uma populagdo heterogénea. As mais
relevantes na regulagdo imune sio CD4 CD25 Foxp3". Sdo determinantes no estabelecimento
de tolerancia da mucosa oral, como serd descrito adiante. S3o induzidas por exposi¢do a
alergénio e inibidoras da inflamac¢do alergénica, nomeadamente pela diminui¢ao da produgao

de IgE (mediada por IL-10) e aumento da produgio de IgG4 e IgA (mediada por TGF-p).*"**

Células B

Embora existentes na mucosa oral, estas estdo praticamente ausentes no epitélio e na

- 27,28
camada papilar da mucosa.””

Elementos humorais

Para além da intervengdo celular a imunidade humoral ¢ importantissima na
imunoestimulacdo, intervindo um conjunto variado de citocinas, imunoglobulinas e outras

proteinas. Pretende-se enfatizar os que sdo criticos nesta tematica.

TGF-B
As células presentes nas mucosas produzem grandes quantidades de TGF-f3, que assume

um papel fundamental na diferenciacdo de células T, manuten¢do do balango imunitario no
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trato gastrointestinal e producdo de IgA, que promove a integridade da mucosa. Est4 ainda
associada a indu¢do de células Treg, inibidoras da atividade de varias células imunitarias,

r 7 26
como as cé¢lulas T e macréfagos.

11-10
Produzida por células das mucosas, trata-se de um citocina inibitoria importante, pela
inibi¢do da ativagdo de macrofagos e DCs. Suprime ainda a producao de IL12 por macréfagos

ativados, inibindo a diferencia¢io Th2.%

1L-12

A sinalizagdo através do recetor da IL-12 induz a fosforizagao, dimerizagao e translocagao
nuclear de varios fatores de transcri¢ao nucleres associados ao STAT (1,3.4,5). Contudo a
resposta predominante da maioria dos das respostas bioldgicas a II-12 sdo mediadas pelo
STAT4. A 1I-12 ¢ maioritariamente produzida por células hematopoiéticas fagociticas
ativadas (mondcitos, macroéfagos, neutréfilos) e células dendriticas. Esta citocina € um potente
indutor da producdo de IFN-y por linfocitos T, NK, entre outros tipos de células, estando
também demonstrada como um indutor potente da diferenciacdo de linfocitos Thl. Um
grande niimero de estudos em modelo animal, usando animais geneticamente deficientes ou
anticorpos, evidenciaram que a Il-12, gracas ao seu potencial indutor de Thl, é necessaria na
resisténcia contra infecdes bacterianas ou de parasitas intracelulares. Mostrou-se também

. . . o~ . 29
relevante no estabelecimento de autoimunidade 6rgio-especifica.

IL-2
Estudos in vitro demonstraram que a IL-2 ¢ um fator de crescimento, ativador e facilitador

de apoptose celular de linfocitos T ativados. Esta associada ao desenvolvimento e manutengao
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de imunotolerancia. Estudos animais demonstraram que ratinhos com défices em IL-2 e/ou
do seu recetor exibem marcadores de autoimunidade. A sua atividade enquanto mediador de
morte celular intrinseca consiste num fator chave para a apoptose de células T periféricas
autoreativas. Contudo estudos in vivo recentes apontam para a existéncia de um controlo da
autoimunidade mediado por IL-2, através da producdo de células Treg CD4" CD25". Neste
contexto a IL-2 é essencial para a expansdo de células Treg no timo e no tecido imunitério
periférico neonatal. Desta forma, para além da funcdo essencial como principal fator de
crescimento para linfocitos T ativados por estimulacdo antigénica, os novos achados

redefinem o seu papel como indutor major da produgdo de células Treg supressivas.™

Interferées

Os interferdes de tipo I (IFNs) s3o uma familia de citocinas especializadas que coordenam
a resposta imunitaria a virus e outras infecdes intracelulares.’’ Estes afetam claramente a
libertagdo de citocinas pro-inflamatérias ou oOxido nitrico por células dendriticas e
macrofagos, a capacidade do IFN de tipo II (IFN-y) de ativar fagocitos, a diferenciacdo de
células T helper e o controlo inato de patogénios ndo-virais. O papel dos IFNs de tipo I no
sistema imunitario foi apenas caracterizado em detalhe para o IFN-a e IFN-f. A sua agdo ¢
mediada pelo recetor [FN (um membro da familia de citocinas helicoidais de classe II), que
apresenta uma cadeia o (IFNAR-1) e uma cadeiap (IFNAR-2). Andlises mutacionais em
ratinhos evidenciaram que para a inducdo da resposta de alguns genes das IFNs e/ou atividade
antiviral total dos IFNs a e [ sdo necessarios ambas a subunidades do recetor, como o Janus
Kinases Jakl e Tyk2, o transdutor de sinal e ativador de transcricdo (STAT1), e também em
certa medida o fator regulador do interferdo 1 (IRF-1), sendo a Jak2 dispensavel. A atividade
potente dos IFNs a e § contra infegdes virias € baseado primariamente na expressao de genes
indutivos de protecdo (ex. encoding 2-5 oligoadenylate syntetase, double stranded RNA-

activated protein kinase, guanylate-binding protein e MxA protein) que conferem resisténcia
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celular, inibem replicacdo e dissemina¢do viral, sendo que também apresentam certos efeitos
imonumodeladores. S3o conhecidas varias outras func¢des dos IFNs a e f§ no sistema
imunitario, como a modulagdo da producdo de anticorpos, o aumento da citotoxicidade de
células T e NK, a inibicdo das células T supressoras e a diferenciagdo preferencial das células

T helper em Th1.*

IgA

A producdo de acido retindico pelas células dendriticas nas placas de Peyer constitui um
dos fatores chave condutores da conversio de células B IgM * para IgA. O APRIL
(proliferation-inducing ligand), também conhecido como tumor necrosis factor ligand
superfamily member 13 (TNFSF13), estimula a class switch recombination para IgA nas
células B, e sustenta-se que € critico para a producdo in vivo. Ambos APRIL e TGF-f3, outra
citocina sinalizadora da producdo de IgA, sdo produzidas por DCs, macrofagos, células T
ativadas e células epiteliais. A IgA produzida pelos plasmoécitos € transportada pela
componente secretora, que existe como um recetor na superficie basal das células mucosas.

A IgA especificamente transportada ¢ libertada nas superficies mucosas por este sistema,
sendo identificavel pela adicdo da componente secretora a sua estrutura. A IgA secretora
(sIgA) direcionada para a mistura de antigénios administrados consiste na primeira linha de
defesa da resposta imune especifica contra uma infecdo. A IgA liga-se aos antigénios
bacterianos, prevenindo a sua ligacdo as superficies mucosas. Esta ligacdo seria o primeiro
passo essencial numa infecdo invasiva, apresentando ainda a capacidade de opsonizar
corpusculos bacterianos, assim permitindo a sua fagocitose e subsequente morte mediada por
fagocitos profissionais, como os granulécitos. Cré-se que a producdo mediada por antigénios
de IgA constitui a atividade protetora mais importante contra as infe¢des do trato respiratorio,

vindo a ser preponderante no contacto decorrente e futuro com o mesmo antigénio.'®
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Sistema imune Orofaringeo —- CONALT

Os ganglios linfaticos da cabeca e pescogo, embora parte do sistema imunitario associado
as mucosas, ndo podem ser designados por estruturas MALT na medida em que ndo obtém os
antigénios diretamente a partir das superficies mucosas por intermedio de células M.**
Contudo o acrénimo CONALT ¢ frequentemente utlizado para se referir a estas estruturas.

As tonsilas constituem orgdos linfoides secundérios, sendo encontradas em quatro
localizacdes™:

- Lingual, na base da lingua;

- Palatinas entre os arcos glossopalatinos e faringopalatinos;

- Faringeas (também designadas por adenoides), no teto da nasofaringe;

- Tonsilas tubares, junto a abertura das trompas de Eustaquio.

Tratam-se de estruturas nodulares constituidas por células reticulares e fibras, misturadas
com células linfociticas, macrofagos, granulocitos e mastocitos. Nestas, as células B
encontram-se organizadas em centros foliculares e germinais; estes ultimos rodeados por
regides que evidenciam atividade de células T. As tonsilas permitem assim a defesa contra
uma serie de antigénios que penetram no organismo por via epitelial nasal ou oral.”**°

As amigdalas constituem um dos primeiros pontos de contacto do sistema imunitario com
alergénios alimentares ou aéreos. Durante a inspiracdo, os aeroalergéneos inalados podem
alcangar uma velocidade de cerca 100km/h e atingir a superficie das adenoides. De forma
muito semelhante, a ingestdo de alimentos “esmaga-os” entre as paredes da orofaringe e a

tonsila lingual, processo potenciado pela propria superficie criptica destas estruturas. A sua

localizagdo anatdémica e estrutura histoldgica, constituem uma evidéncia de que as tonsilas
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desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de tolerancia oral, embora até hoje
ndo tenha sido completamente elucidado.*

O sistema imune orofaringeo associado as mucosas ¢ semelhante ao gastrointestinal e

respiratério, apresentando diferencas estruturais importantes (Fig. 3).

o A N NP edalloiealols
B ST Vo 00 Nes
55 N'Z3V8%0%

NN

2 TN

Resposta Imune Adaptativa ’

CASCZ AV I

Células de Langerhans o
&, SO
N,

Figura 1. Estruturas e Células Imunitdrias na mucosa Oral

Adaptado de RQ WU et al, “The mucosal imune system in oral cavity - an orchestra of T cell diversity”*°

A mucosa orofaringea ¢ formada por epitélio estratificado, sendo a lamina propria
constituida por tecido conectivo laxo que contém vasos sanguineos e linfaticos. Forma-se
assim uma barreira mecanica mais compacta que no sistema gastrointestinal, embora também
permeavel e com pontos de fragilidade unicos (ex. pegas dentérias, que se estendem através
da mucosa). Um modelo proposto admite que os compartimentos orofaringeos sdo um tipo de
MALT especializado, constituido por mucosa oral, glandulas salivares e o anel de Waldeyer
(tonsilas palatinas e adenoides). Outros modelos sugerem que, a semelhanca do sistema

imune gastrointestinal, o sistema imunitario orofaringeo ¢ composto por locais de inducdo
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(onde os linfocitos seriam ativados mediante apresentagdo antigénica) e locais efetores (para
onde migram os linfécitos ja ativados exercendo resposta imunitaria). Desta forma os locais
indutores incluiriam o MALT (sobretudo tonsilas e glandulas salivares), foliculos linfoides e
nddulos linfaticos, enquanto que os locais efetores seriam o epitélio, lamina propria e
glandulas salivares. Os linfocitos intraepiteliais e da lamina propria encarregam-se da
eliminagdo dos antigénios estranhos. Apos reconhecimento antigénico, as células dendriticas,
de Langerhans e macrofagos residentes da lamina propria ou epitélio, migram para o MALT e
nddulos linfaticos, ativando a proliferagdo e diferenciacdo de células T. A nivel das criptas
das tonsilas palatinas foi identificada um tipo de célula muito semelhante as células M das
placas de Peyer, que podera exercer fungdo de apresentacdo antigénica. E conhecido que a
mucosa oral ¢ coberta por saliva rica em imunoglobulinas, sobretudo a IgA secretora e
péptidos antimicrobianos, como as defensinas, entre outras secretadas pelas glandulas
salivares.*

Entre os grupos celulares presentes na mucosa orofaringea, as células dendriticas sdo as
mais estudadas. Estudos realizados em ratinhos permitiram verificar que diferentes subtipos
de DCs CD11c¢" bem como de LCs residem no epitélio da mucosa oral, sublingual e gengival.
Estas sdo células apresentadoras de antigénios a células T. As populagdes de células T, como
as IELs sdo as menos estudas na mucosa orofaringea. Em pacientes com dermatite

herpetiforme as células T aff e yd residem no epitélio da mucosa oral. No entanto as IELs

CD8oar+ apenas foram identificadas recentemente.*®
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Tolerancia Oral

A tolerancia oral associada a mucosas ¢ definida como a tolerdncia induzida por esta
mucosa, distinto de tolerancia oral propriamente dita, que ¢ aquela que ¢ induzida pelo
sistema imunitério gastrointestinal. *° A tolerancia oral associada a mucosas, induzida pela
imunoterapia sublingual a alergénios, constitui um modelo exemplar e uma via de
administracdo potencial para extratos bacterianos terapéuticos para o tratamento da infe¢do
respiratdria recorrente.

Os tratamentos com antidcidos podem induzir sensibilizacdo alérgica, sugerindo a
existéncia de um potencial mecanismo de tolerancia a alergénios, anatomicamente localizados
acima do estomago (acido gastrico e protéases digestivas). As tonsilas integram o Unico
tecido linfoide exposto a antigénios ambientais, antes da degradacdo pelo sistema digestivo,
pelo que constituem um microambiente ideal para a existéncia de tolerancia imunitaria a
aeroalergenios e antigénios alimentares. De forma a avaliar esta hipotese, um estudo realizado
por Palomares et al *°, investigou tonsilas palatinas e linguais normais, apds tonsilectomia, de
forma a determinar as populagdes celulares e os mecanismos que ocorrem in vivo, na
producdo da resposta imunitaria. Os resultados permitiram identificar um perfil celular
diferente do existente no sangue periférico, sendo a frequéncia das células Treg
CD4 FOXP3'cerca de 3 vezes superior. Estas células expressam marcadores celulares de
superficie classicos das células Treg, mas ndo a cadeia alfa do recetor IlI-7 (CD127), que
permite a diferenciacdo entre células regulatorias humanas de células T ativadas. Para além
disso, evidenciavam um status alergénico parcial, com baixa producao de citocinas, auséncia
de proliferacdo apds estimulacdo com anti-CD3, e capacidade de supressdo idéntica a de
células Treg do sangue periférico. Desta forma as células Treg CD4 FOXP3" funcionais

representam um componente essencial nas tonsilas palatinas. Neste estudo foram ainda
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investigadas 4 populagdes de células dendriticas, e a sua possivel associagdo com a alta
frequéncia de células Treg. As pDCs foram identificadas como as mais frequentes nas tonsilas
palatinas humanas. Aproximadamente 40% das células Treg CD4 FOXP3" coexistem in vivo
com as pDCs nas areas extrafoliculares de células T, a nivel das tonsilas. Este facto sugere a
possibilidade das células mDCs intervirem na homeostase tonsilar através da inducdo de
proliferacdo e maturagdo de células Treg. Cerca de 13% destas células Treg encontravam-se
em proliferacdo in vivo, pelo que as tonsilas constituem um nicho adequado para a sua
expansdo. Estes achados poderdo ajudar a elucidar o mecanismo de induc¢do de tolerancia
oral. As pDCs tonsilares estimuladas com IL-3, TLR7-L e TLR9-L, induzem células Treg
CD4 ' FOXP3" com capacidade supressora in vitro, para além de que as quantidades de ambas
as populagoes sdo diretamente proporcionais. A confirmac¢do de que € possivel induzir células
Treg especificas para determinado alergénio com capacidade para suprimir antigénios, parece
constituir um papel fundamental no desenvolvimento de imunotolerancia em individuos
saudaveis e ndo alérgicos. A deplegdo de células Treg CD4 FOXP3" permitiu a proliferaco
tonsilar de células T induzidas por antigénios. A restituigdo dos seus niveis normais
evidenciou novamente inibi¢do da proliferacdo e células T. Confirmou-se ainda a existéncia
de células Treg FOXP3" especificas a nivel tonsilar, o que permitiu provar a existéncia de

I3 + . y e . ~ , .
células Treg FOXP3" especificas para aeroalergénios nessa localizagdo anatomica.*’
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V. Imunoestimulantes. Fundamentos Gerais

Os imunoestimulantes bacterianos podem conter bactérias inteiras inativadas por diferentes
métodos, lisados ou outros componentes celulares, e estd provada a eficidcia no sistema
imunitario. Atuam quer por via especifica quer por via ndo especifica, nos mecanismos
celulares ¢ humorais."”” Desde o aparecimento do conceito em 1970 varios farmacos foram
desenvolvidos e comercializados sobretudo na prevengdo da infegdo respiratoria recorrente.”!

Agentes imunoestimulantes de origem bacteriana tém sido utilizados como tratamento
adjuvante nestes doentes devido as suas propriedades imunomodeladoras, particularmente
versando o estimulo da resposta imune inata. Com efeito, preparagdes polivalentes
bacterianas contém diferentes formulagcdes de estirpes bacterianas que s3o mais
frequentemente responsaveis por infe¢des do trato respiratorio.

Virios estudos demonstraram que os estimulantes imunitarios bacterianos diminuem as
infe¢cdes recorrentes em adultos e criangas, através da redu¢do do numero, duragdo e
severidade dos episddios infeciosos. No entanto, o uso de imunomodeladores em pacientes
suscetiveis a infecdo recorrente constitui um tema que ndo € objeto de consenso, devido a
existéncia de resultados contraditorios. Estes resultados terdo sido obtidos por estudos
conduzidos com diferentes preparacdes e em diferentes condigdes clinicas. Subsistem ainda
incertezas respeitantes aos mecanismos imunitarios envolvidos no desenvolvimento de
protecdo e melhorias clinicas. Tudo isto contribui para que durante um periodo se tenha
assistido a uma diminui¢do da prescricdo e do uso de estimulantes bacterianos na pratica
clinica.”

Um estudo realizado por Esposito et al ** foi pioneiro na tentativa de elucidar a agdo de um
lisado, OM-85 BV, nas células dendriticas in vivo. Concluiu que a administracdo do farmaco

ndo ativava as células dendriticas no sangue, ao contrario de um estudo realizado por Zelle-
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Rieser et al., cujos estudos in vitro permitiram concluir que o OM-85 BV influenciava,
claramente, a maturagdo de células dendriticas derivadas de monocitos. Contudo outro estudo
realizado por Spisek et al., que visava a comparagdo do efeito in vitro de varios
imunoestimulantes, concluiu que o OM-85 BV ndo modificava as caracteristicas das células
dendriticas. No entanto os resultados contraditérios poderdo ser explicados pela utilizagdo de
doses diferentes de OM-85 BV, duas vezes mais altos no primeiro estudo; pelo tempo de
administracdo e tratamento, ou pela insignificancia estatistica da dimensao da amostra.
A imunoestimulagio das respostas imunitarias pode ser feita recorrendo’:

* Lisados bacterianos

* Bactérias (Whole bactéria — heat killing)

* Imunoestimulagao Quimica

* Vacinagao

Os lisados bacterianos consistem numa familia de firmacos “biologicos” introduzidos na
década de 70 para tratamento e prevencao da infecdo recorrente respiratoria. Contudo, apenas
na ultima década se comecou a elucidar de forma consistente o seu mecanismo de agao.
Consistem basicamente numa mistura de antigénios bacterianos de diferentes espécies. Estes
antigénios podem ser obtidos apos cultura em massa das diferentes estirpes bacterianas,
recorrendo posteriormente a diferentes processos quimicos ou mecanicos de lise celular e
liofilizagdo, ap6s o que sdo misturados em propor¢des idénticas, juntamente com
excipientes.'®'> Por vezes os extratos bacterianos so referidos como “vacinas orais”.

Atualmente mais de oito milhdes de pacientes sdo tratados por ano com extratos

. 1y~ ., . . 2
bacterianos, sendo que cerca de 150 milhdes ja foram tratados desde o seu licenciamento.
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Mecanismos

Os lisados bacterianos polivalentes sdo utilizados como imunomodeladores no aumento da
regulagdo da resposta imunitdria contra agentes infeciosos. As superficies mucosas dos
sistemas gastrointestinal, respiratorio, urogenital ou cutdneo integram a primeira barreira
mecanica contra infegcdes virais, bacterianas e parasitoses. Desta forma quando um organismo
patogénico ultrapassa a barreira epitelial ¢ reconhecido por DCs residentes nos tecidos que,
conjuntamente com as células epiteliais, induzem a quimiotaxia de fagdcitos (macrofagos e
neutrofilos). Estas células, por sua vez, podem interagir de duas formas com os antigénios

bacterianos:

- Diretamente, através do reconhecimento imediato dos PAMPS (Patogen associated
molecular patterns) de que s3o exemplos as endotoxinas (Gram
negativos) e os peptidoglicanos (Gram positivos), ou pelos PRR
(Pattern Recognition Receptors);

- Indiretamente, através da mediacao de anticorpos ou do complemento.

Os fagoécitos ativados vao assim sofrer um aumento da sua atividade citotdxica, permitindo
a morte e eliminacdo do microrganismo invasor. As células dendriticas sdo pois uma ponte
entre os dois tipos de resposta imunitaria, inata e especifica. Estas apresentam a fungdo de
capturar os agentes bacterianos, transportando-os para os nodulos linfaticos locoregionais,
onde sdo posteriormente apresentados a linfocitos T. Durante este processo ¢ induzido um
aumento de moléculas de co-estimulagdo como o CD80, e CD86, produzindo citocinas que
participam na ativagdo de células T e determinam a sua diferenciagdo em Thl ou Th2.'° Os

TLR 2 e 4 nas células dendriticas da mucosa oral estdo envolvidos no desenvolvimento de
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tolerancia a endotoxinas, de que ¢ exemplo a exposi¢do repetida a LPS. Esta exposicao leva a
uma diminui¢do de TLR2 e 4 a superficie destas células, bem como a uma diminui¢do de
citocinas pro-inflamatorias. Assim, na presenga de microrganismos comensais estas células
sd0 mantidas nume estado imaturo, mas quando em contacto com patogénicos os APCs sdo
recrutados e ativados para o local.””**

Os extratos bacterianos estimulam os mecanismos de resposta imunitaria inata e especifica
através da ativacdo de uma resposta imunitaria natural. As interagdes entre PAMPs ¢ PRRs e
TLRs resulta na ativacdo de células dendriticas, macrofagos, células NK, e produgdo de
citocinas e quimiocinas, ativagdo da fagocitose e destruicao rapida de patogeneos. Por outro
lado uma resposta inata melhora também estimula uma melhor resposta especifica. As células
T e B especificas para antigénios sdo geradas nas placas de Peyer, bem como um niimero
consideravel de linfoblastos, sobretudo IgA" precursores dos plasmocitos produtores de
TgA 272

O efeito protetor dos imunomodeladores bacterianos esta particularmente relacionado com
as c¢lulas memoria e sintese de imunoglobulinas desencadeadas pelo contacto antigénico. A
principal serd a IgA, que desencadeia um resposta imunitdria rdpida e especifica, apds
contacto futuro com o mesmo antigénio.”

Os primeiros estudos in vitro consideravam a hipotese de que os efeitos clinicos dos
lisados estavam diretamente relacionados a capacidade de desencadear uma reposta imune
especifica contra antigénios bacterianos. De facto desde meados do anos 70 se provou a
inducdo da sintese de IgA especifica contra estes antigénios na saliva de pacientes tratados
com uma formulagdo oral de lisados.”

Os extratos bacterianos aumentam a atividade das células NK, a producao de citocinas pro-
inflamatorias, a expressdo de moléculas de adesdo nos fagdcitos, e inibem a expressao de IL-

12 pelos linfécitos do sangue periférico. Para além disto atuam sobre o metabolismo
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oxidativo, com o aumento da producdo do anido superoxido e 6xido nitrico. A ativacdo e
diferenciagdo das DCs ¢ claramente influenciada, comprovado pelo aumento da expressao de
CD83, CD86 ¢ HLA 1II que constituem marcadores da maturagdo celular. Em estudo em
modelo animal, os extratos bacterianos aumentaram a producdo de IFN-y e redugdo de IL-4,
contribuindo de forma preferencial para o desenvolvimento de imunidade por Th1.?

Durante a década de 90 a descri¢do dos TLR e da sua func¢do dentro do contexto alargado
dos PRRs permitiu perceber como o sistema imune inato ¢ estimulado por antigénios.
Recentemente, foi possivel observar efeitos relevantes em células B, células T e NK, através
do uso de lisados polivalentes (Polivalent Bacterial Lysate).”*>">*

R. Spisek et al **, num estudo realizado em 2004, investigou o efeito de varios
imunomoduladores na maturacdo das células dendriticas derivadas de monocitos. Concluiu
que trés dos extratos testados exerciam um efeito estimulante muito elevado, em todos os
aspetos avaliados — modificagdes fenotipicas associadas a maturagdo, capacidade de captura
de antigénios diminuida e capacidade de estimulagdo das células T aumentada. O nivel de
ativagdo das células dendriticas era comparavel ou superior a ativagdo causada por LPS. Além
disso verificou-se que diferentes imunomoduladores apresentam niveis distintos de
capacidade de ativagdo das células dendriticas, o que podera ser explicado pelas diferencas na
sua composicdo e diferentes tecnologias empregadas na sua produgéo.*®

A vacinagdo parenteral ndo permite aparentemente uma prote¢do ao nivel das mucosas
contra microrganismos patogénicos, ao contrario da imunizag¢ao oral, intranasal ou sublingual,
que promove a secrecdo local de imunoglobulinas antigénio-especificas, originando prote¢ao
local. As formulagdes orais parecem induzir uma disseminagdo de linfécitos desde o GALT
até outros locais distantes do MALT, como o trato urinario, respiratorio e glandulas
secretoras, onde proliferam e se diferenciam em células efetoras. No geral, achados recentes

permitem concluir que os lisados bacterianos exercem um efeito imunomodulador sobre a
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resposta de diferentes células imunocompetentes, quer por ativagdo celular direta ou através
da geracdo e ativagdo de células efetoras, e na rede intercelular de citocinas e vias de
sinalizagdo.'®

Embora seja dificil efetuar uma determinagdo exata das concentragdes luminais dos lisados
bacterianos no intestino delgado, sera necessario tomar precaugdes, para que a prescricao e a
posologia destes farmacos seja feita em casos bem fundamentados e da forma correta. Isto
visa diminuir o risco de desenvolvimento de doengas autoimunes, apesar desta associagdo nao
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ter sido observada ou relatada ao longo das varias décadas de utilizacao.

Efeitos locais e Sistémicos

Os efeitos locais e sistémicos dos lisados bacterianos imunomoduladores foram
confirmados in vivo mediante a avaliagdo da atividade inflamatéria resultante da
administracdo simultanea do extrato terapéutico e re-injecdo de leucocitos autdlogos
marcados com radiofarmaco (*"Tc-HMPAO). Na Fig. 4 apresenta-se a aquisi¢io
qualitativa obtida em gama-cdmara de um doente submetido a aplicagdo de uma solucdo
aquosa de lisado (Streptococcus pneumoniae tipo 3 Streptococcus pyogenes grupo A
Branhamella catarrhalis Staphylococcus aureus Haemophilus influenzae tipo B Klebsiella
pneumoniae) na mucosa nasal. Neste doente, ¢ possivel comprovar que a atividade
inflamatoria na dependéncia do sistema imune associado @ mucosa nasal progride ao longo do
tempo (aquisicdes na 1%, 3* e 6* hora) e simultaneamente envolvendo estruturas MALT
adjacentes loco-regionais, resultantes de migracdo e infiltragdo celular de leucdcitos

circulantes. Paralelamente, observa-se, ainda, um envolvimento sistémico paulatino com
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acréscimos de atividade inflamatdria com localizagdes a areas dependentes do sistema imune

central (medula 6ssea e tecido funcional timico).

12 hora

32 hora

6% hora

Figura 4. Avaliacdo qualitativa das aquisi¢cdes cintigraficas estaticas obtidas em vista anterior craniana
(A), toracica (B) e abdominal (C) nos tempos assinalados: 1%, 3* e 6* hora apds o inicio da administragdo do
lisado aquoso na mucosa nasal.

Imagens cedidas pelo Prof Doutor Celso Pereira

Considera-se que os lisados bacterianos para além da resposta moduladora no sistema
imune inato, na resposta IgG policlonal exercem efeito regulador mais central e seletivo que
aquele que tem sido presumido e com eficécia clinica bem comprovada.'

Naturalmente, a administracdo direta dos imunomoduladores em areas fulcrais MALT,

mucosas nasais, sublinguais, orais ou dependentes de absor¢do intestinal, parece claramente
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constituir as vias potencias para uma resposta imune consentdnea com 0s propdsitos € os
objetivos deste grupo terapéutico. Porém, mesmo a administragio injetavel por via subcutinea
¢ capaz de inducdo dos mesmos efeitos sistémicos e nos mesmos oOrgdos alvo, como foi
comprovado na investigacdo realizada em Coimbra (Fig. 5), com um extrato aquoso contendo
fragdes ribossomicas de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes (grupo A) e Haemophilus influenzae e fracdes membranares de Klebsiella

. 39
pneumoniae.

£
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Figura 5. Avaliacdo qualitativa das aquisi¢cdes cintigraficas estaticas obtidas em vista anterior toracica (A)
e abdominal (B) nos tempos assinalados: 1%, 3* e 6 hora apds o inicio da administragdo do lisado aquoso
por via injetavel subcutanea no tergo inferior externo da face externa do brago direito.

Imagens cedidas pelo Prof. Doutor Celso Pereira
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Tipos de Imunomoduladores bacterianos

. . e g . 2
Os imunomodeladores bacterianos podem ser divididos em dois grandes grupos:

1° Geracao: Consistem em preparagdes com bactérias inteiras inativadas ou o seu lisado;
2° Geragao: Contem apenas os componentes mais imunogénicos de bactérias (ex.

ribossomas, proteoglicanos, etc)

Os lisados bacterianos polivalentes consistem numa mistura de antigénios preparados a
partir de diferentes espécies de bactérias, tipicamente as mais comuns nos tratos respiratorio
superior e inferior. Cada uma das estirpes bacterianas ¢ cultivada separadamente, colhida,
inativada e lisada por um processo de lise mecanica ou quimica. Os lisados mecanicos
consistem essencialmente em fragmentos bacterianos, sendo que os lisados podem ser
constituidos apenas por proteinas de baixo peso molecular ou por uma mistura de corptisculos

. . . ’ , -3
bacterianos inativados e proteinas soltveis.”’

Métodos de lise bacteriana para obtengdo de antigénios:*

* “Sonication” — Consiste na técnica mais popular para lisar pequenas quantidades de
células bacterianas. Estas sdo lisadas por tensdo de corte liquido por forgas aplicadas em
sentidos opostos (““liquid shear”) e cavitacao;

* Homogeneizacio — Os homogeneizadores sdo os instrumentos mais comumente
utilizados na lise de bactérias. As prensas conduzem a lise celular através de
pressurizagdo e posterior libertagdo subita da suspensdo celular. Posteriormente ¢ criado

uma tensao de corte liquido com capacidade de lise as células bacterianas;
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* Lise enzimatica com lisossomas — Esta técnica ¢ baseada na digestdo da camada de
petidoglicanos da parede celular por lisossomas. As bactérias gram negativas, contudo,
apresentam uma membrana externamente a parede celular que necessita de ser
permeabilizada para exposi¢do da camada de peptidoglicanos. Para aumentar o nivel de
lise celular a solugdo pode ser “sonificada”;

* “Freezing and grinding” — Consiste no congelamento das células bacterianas
diretamente em nitrogénio liquido e a sua transformac¢do em po, que ¢ depois de novo
submetido a nitrogénio liquido. Este p6 pode ser armazenado indefinidamente a -80 Ce, e
o lisado bacteriano assim obtido ¢ preparado através da adicdo a volumes de solugdo

aquosa tampao.

De seguida reportam-se algumas formulacdes terapéuticas de extratos bacterianos de 2*
geracdo disponiveis no mercado farmacéutico de oficina, maioritariamente disponiveis em
comprimidos e capsulas, mas também alguns em formulagdes aquosos ou em comprimidos
mastigaveis que vao reforcar uma absor¢ao sublingual inicial, para além da posterior absor¢ao

e estimulacdo GALT.

1° Geracao

* Extratos de bactérias inteiras

As vacinas bacterianas sdo preparadas a partir de culturas puras de estirpes bacterianas
certificadas, providenciadas por colecdes de culturas oficiais. As bactérias crescem em
culturas com proteina de origem animal, apds o que sdo inativadas por um método quimico ou
térmico. Apds confirmada a inativagdo, os corpusculos bacterianos sdo lavados, estabilizados

e doseados segundo a concentracdo ideal para o tratamento, consoante a prescri¢ao individual
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de um especialista, para um paciente especifico. Desta forma estas vacinas sdo consideradas
como “patient named products” (PNP). Poderdo conter cerca de 1.500 a 2.600 milhdes de
bactérias/ml.>

A sua composi¢io compreende bactérias gram' e gram™ (Tabela 1), as quais se pode
adicionar um refor¢o em termos de composi¢do da preparacdo, para 0s microrganismos
causadores da infe¢do em causa (ex: Escherichia coli e Proteus vulgaris na infecdo urindria;
Streptococcus pneumoniae  na rinosinusite, traqueobronquite ou infec¢do bronquica;
Staphylococcus aureus e epidermis nas infegdes cutaneas).

A administragdo dos agentes bacterianos inteiros inativados confere uma maior capacidade
imunogénica a estes compostos, € consequentemente uma maior eficacia na modelagdo das
respostas imunitarias inata e adaptativa, na medida em que sdo administradas todas as

estruturas antigénicas destes microrganismos, por oposi¢do aos lisados que contém apenas

alguns dos componentes antigénicos mas ndo a sua totalidade.

Gram ™ Gram ~
Streptococcus pneumoniae Haemophilus influenza
Streptococcus beta Klebsiella pneumoniae
hemolitico

Staphylococcus aureus Moraxella catarrhalis

Staphylococcus epidermidis ~ Branhamella catarrhalis

Corynebacterium Escherichia coli
Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa
Fusobacterium novum

Tabela 1: Bactérias Gram' e Gram
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*  Preparacoes polivalentes bacterianas

Contém diferentes espécies de bactérias inativadas inteiras, com cerca de 10° bactérias/ml,
mais frequentemente indutores de doenga no trato respiratorio: S. Pneumoniae, K.
Pneumoniae, M. Catarrhalis e H. Influenza, entre outros. Um estudo realizado por D.
Alecsandru et al **, em 2011, concluiu que a administracdo de um destes compostos durante 6
meses levou a uma diminui¢do significativa da frequéncia de infe¢do dos tratos respiratorios
superior e inferior nos pacientes tratados. As observagdes foram realizadas num periodo de 12
meses apos administracdo inicial, em comparacdo com o nimero de IRTR no ano anterior.
Este estudo concluiu ainda que a administracdo desta preparacdo levou a um aumento da
capacidade proliferativa de células T CD3" CD4" e de células CD3+ e CDS8’, especificas para
os antigénios de Influenza, apoés 6 meses de tratamento. Uma vez que os doentes tratados
estavam previamente vacinados para Influenza, num intervalo minimo correspondendo aos
dois ultimos anos, considerou-se a hipotese de que a administragdo da preparacdo bacteriana,
pode ter induzido um efeito estimulatério sobre a resposta imunitaria celular, ja presente nos
pacientes contra estes antigénios. Este efeito poderd estar também relacionado com a
existéncia de uma dependéncia entre a atividade dos linfocitos T CD4" na expansio das
células T CD4" e CDS8" especificas para este antigénio, e com a indugio de células T CD4"
associadas com a efetividade da resposta imunitaria em terapéuticas de imunizacdo

prolongadas.™

2 ° Geraciao

Em seguida serdo apresentados algumas formulac¢des terapéuticas de lisados de 2* geragao
disponiveis no mercado de farmacia de oficina que pelas suas particularidades e composicdes

merecem uma sele¢do criteriosa para cada doente em particular. Naturalmente, a eficacia
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clinica estd assente em inumeros estudos de dose-efeito, mas a poténcia e o efeito preventivo

e profilatico sdo claramente inferiores aos de 1* geragao.

e Extrato em solucdo oral, constituido por uma suspensdo de antigénios bacterianos obtidos
pela inativacdo quimica de Streptococcus pneumoniae tipo 3, Streptoccocus pyogenes
Group A, Branhamella catarralis, Staphylococcus aureus, Hemophylus influenza tipo b e
Klebsiella pneumoniae, entre outros. Os seus efeitos in vivo foram inicialmente
demonstrados na década de 70. Desde entdo, foram realizados poucos estudos sobre a sua
eficacia. Alguns estudos recentes demonstraram uma reducdo do niimero de infegdes
durante o periodo de observacdo, com uma média de 1,73 episddios/ano nos pacientes
tratados, versus uma media de 2,63episodios/ano no grupo placebo - menos 34%. Nestes
mesmos estudos, foi possivel observar-se uma reducdo do nimero de episddios de
infecdo, da sua duracdo, tosse, uso de antibioticos e dias perdidos. Um estudo clinico de
2014, realizado por F. Braido et al’’, duplo-cego controlado, realizado em condi¢des
clinicas adequadas e com uma populagdo estatisticamente relevante, concluiu que existe
uma reducdo significativa do nimero de episddios infeciosos nos pacientes tratados
(média de 0,86 episodios/8 meses) versus 1,43 episddios/8meses no grupo placebo. Note-
se que a populagdo recrutada apresentava originalmente uma média de 5,34
episddios/ano, o que corresponde a 3,56 episodios/8 meses. Contudo, estas diferencas
poderiam ser explicadas pela hipdtese da existéncia de diferentes “contextos
epidemioldgicos” entre o ano anterior, € 0 ano no qual se realizou o estudo (diferengas de
temperatura, agressividade viral). No entanto, realizou-se um inquérito que mostrou
resultados idénticos entre os principais virus no periodo em estudo (influenza, rinovirus,
adenovirus e VSR) e o ano anterior. Estes virus apresentavam as mesmas taxas

prevaléncia relativamente a época de maior infe¢do anterior. O estudo ndo encontrou uma
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diferenca estatistica significativa no uso de antibidticos, AINEs, broncodilatadores, anti-
histaminicos ou esteroides locais entre os grupos tratados e placebo, mas verificou uma

tendéncia clara na reducgdo do uso destes fArmacos no grupo tratado.

OM-85 BV: consiste num extrato disponivel em capsulas e saquetas para administragdo
oral, que contém lisados resultantes da protedlise alcalina de oito tipos de bactérias
patogénicas (H. influenza, S. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenae, S
aureus, Staphylococus pyogenes, Streptococcus viridans e M. Catarralis - em partes
iguais), mais frequentemente encontradas nas infecdes respiratorias recorrentes.*"?'
Enquanto imunomodelador evidenciou-se que o OM-85 BV atua ndo sé a nivel da
resposta imune inata, recrutando macréfagos, aumentado a atividade dos neutrofilos e
producdo de citocinas pro-inflamatorias, como também a nivel da resposta adquirida,
regulada por linfocitos e sintese de imunoglobulinas.”” O OM-85 BV ¢ o produto da
protedlise alcalina das bactérias. No entanto este método pode causar desnaturagdo de
proteinas, o que consequentemente se traduzird por menor imunogenicidade dos
antigénios bacterianos ¢ menor resposta imunolégica.’

Um estudo concluiu que o OM-85 BV permitiu reduzir de forma significativa e
consistente o nuimero de casos de infecdo respiratoria recorrente comparado com

controlos (26,2% de diferenca de risco)*?!

Relativamente ao regime de administragdo
recomendado em varios paises europeus, 0 OM-85 BV deve ser administrado em ciclos
de 10 dias consecutivos por 3 meses consecutivos.”* No entanto alguns dos melhores
resultados clinicos obtidos ocorreram com administracio do farmaco por 30 dias
consecutivos em criangas com infe¢do recorrente respiratéria.’’ Um estudo realizado em

2014 por Esposito et al ** concluiu que a administragdo de OM-85V nio parece aumentar

a resposta imune humoral ou mediada por células originada pela administragdo da vacina
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inativada do virus Influenza. No entanto, apresenta um efeito positivo na incidéncia de
novos episodios de infecdo respiratéria recorrente em criangas com histéria de doenga,
com um bom perfil de seguranga.”* Um estudo realizado por R. Spisek et al’® em 2004
concluiu que o OM-85 BV apresentava apenas um efeito marginal na ativacdo de células
dendriticas, por oposi¢@o aos resultados obtidos noutro estudo realizado por Zelle-Rieser
et al. No entanto esta discrepancia podera ser explicada pelo facto deste ultimo estudo
ndo considerar a viabilidade celular, ao contrario do estudo de R. Spisek et al que
concluiu que a viabilidade das células detriticas 48 horas ap6s estimulacdo era de apenas

10 %, em concentragdes de OM-85BV superiores a 50 ug/ml*®

. De referir no entanto que
uma revisio sistematica realizada em 2007 por Steurer-Stey et al ®, concluiu que o nivel
de evidencia a favor do OM-85BV na prevencao de IRTR em criangas é fraco, mas
denotando, mesmo assim, uma tendéncia na redu¢do do numero dos episodios infeciosos,
bem como da sua duracdo e menor necessidade de antibioticoterapia. Uma andlise
realizada por Sopo et al em 2011* concluiu que 0 OM-85BV ¢ o lisado mais eficaz.
Contudo apresenta uma reducdo global das taxas de IRTR de 39% (por agregagdo de
estudos de diferente qualidade metodoldgica). O OM-85 BV apresenta nivel de evidencia

A, nas guidelines da European Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps 2012

(EPOS)"

Extrato bacteriano constituido por Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Klebsiella ozaenae, Klebsiella pneumoniae, Neisseria catarrhalis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans. Esta preparagdo estd disponivel
na forma de comprimidos que devem ser mastigados, o que favorece uma absor¢ao mais

larga e célere.
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LW50020 resulta de um extrato de lisados bacterianos com um perfil ligeiramente
diferente: S. Aureus, Streptococcus mitis, S. Pyogenes, S. pneumoniae, K. pneumoniae,
M.Catarrhalis, e H. Influenzae, sendo administrado por via oral."® Em 2004, R. Spisek et
al®® concluiu que este farmaco seria o unico que permitia a produgdo de quantidades

significativas de de p70 IL-12.

Um extrato composto por corpusculos bacterianos inteiros ou lisados dos agentes mais
frequentes de infecdo do trato respiratério: S. Pneumonia, M.Catarrhalis, S. Pyogenes

grupo A, H. influenza tipo B, S. Aureus e K. Pneumoniae.'®

Outro extrato obtido por filtracdo de “phage lysed” bactéria (Escherichia coli e K.
Pneumoniae). Os componentes com peso molecular mais baixo que 10 000 ug sdo
eliminados por filtracdo milipore. A solucdo ¢ liofilizada, sendo administrado por via oral

. . , 18
dissolvido em agua.

PMBL (Polivant Mechanical Bacterial Lysate) consiste num lisado bacteriano obtido por
lise mecanica a partir de uma grande variedade de bactérias, sobretudo das mais
frequentes nos tratos respiratdrios superior e inferior (S. Aureus, S. viridans, S pyogenes,
K pneumoniae, K ozaenae, H. influenza sertipo B, M. catarrhalis e S. pneumoniae). O
método de lise mecanica ¢ particularmente eficiente permitindo a lise de 80-100% das
bactérias, sem alterar a estrutura dos antigénios, o que lhe confere propriedades
antigénicas perfeitas. Desta forma permitira a indu¢do de uma resposta especifica contra
estes 7 tipos de bactérias mais frequentemente causadoras de infegdo respiratoria.’ A
ativagdo do sistema imunitario pelo PMBL consiste no reconhecimento antigénico pelos

TLR (Toll like receptors), que se expressam na superficie membranar das células
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fagociticas. Estes recetores interagem com as estruturas antigénicas podendo ocorrer uma
resposta extracelular, mediante a ativagdo destes recetores pelo lipopolissacarideo (LPS),
lipopeptidos/lipoproteinas (LP), acido lipotenoico (LTA) e peptidoglicanos (PG)
bacterianos; ou intracelular, por intervengdo de PAMPs ou CpG. Desta resposta resulta a
ativacdo dos mondcitos, que vém a diferenciar-se em células dendriticas, com o
consequente refor¢o imunitario. Assim os antigénios bacterianos presentes no PMBL sdo
capazes de ativar células monocitico-macrofagicas na submucosa, que se diferenciam em
células dendriticas apresentadoras de antigénios, migrando para locais de inducdo onde
ocorre a ativagdo de células T helper. O PMBL pode ainda induzir a diferenciacdo de
células B em plasmocitos geradores de anticorpos especificos contra os antigénios
presentes. Isto € particularmente importante no caso da producdo de IgA. Esta permite a
opsonizagdo e fagocitose posterior, de microrganismos que apresentem as mesmas
estruturas antigénicas, sendo uma das primeiras linhas de defesa do sistema imunitario
contra microrganismos. Varios estudos puderam demonstrar que os lisados bacterianos
induzem a produg¢do de IgA especificas a nivel da mucosa, resultando naturalmente numa
protecio local contra infegdo bacteriana.'® O PMBL aparentemente é capaz de induzir a
maturacdo das células dendriticas de uma forma dose-dependente, permitindo ndo s6 a
ativagdo das células dendriticas derivadas de monocitos por um mecanismo associado a
TLRs, mas também das DCs circulantes e plasmociticas através da mediacdo de
citocinas. A combinacdo das vérias estirpes bacterianas contidas no PMBL aparenta
também ser mais eficaz que a administracdo de antigénios pertencentes a uma unica
estirpe isolada.** Um estudo realizado por R. Ricci et al ** em 2014, parece suportar a
hipdtese, ja anteriormente sugerida por estudos ex-vivo, de que o PMBL ¢ capaz de
induzir a ativagdo de uma resposta policlonal das células B do sistema imunitario. Desta

forma realizou se uma avaliagdo do perfil seroldgico dos pacientes (grupo ativo e
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placebo), tendo-se verificado que os doentes do grupo ativo apresentavam taxas de
conversao serologica significativamente inferiores aos individuos de controlo. Para além
disto verificou-se que alguns doentes dos grupos de controlo vieram a desenvolver
infecdes por virus sincicial respiratorio e outras infecdes raras (Echo e Coxsachie virus)
que ndo ocorreram no grupo de doentes em tratamento ativo. Mais curiosamente
verificou-se ainda que as concentragdes serologicas de anticorpos especificos para um
nimero de “antigénios” memoria (ex. parotidite infeciosa, Toxoplasma G., etc) estavam
marcadamente aumentados nos pacientes tratados, mas nao nos controlos. Estes aspetos
constituem evidéncia a favor de uma ativacao policlonal de células B, que do ponto visto
clinico, poderd conceder aos pacientes tratados protecdo ndao s6 contra infe¢do

respiratoria mas também sistémica.

Extrato bacteriano que contem RNA ribossomico de bactérias causadoras de Infegdo
respiratdria recorrente como K. Pneumoniae, S. pnuemoniae, S. Pyogenes e H.Influenzae.
Contém ainda proteoglicanos das membranas células de K. Pneumoniae. A atividade
imunomodeladora da componente ribossémica deve-se sobretudo a presenca de epitopos
celulares altamente purificados, obtidos das fragcdes celulares por lise bacteriana. Este
farmaco pode ativar as DC através de crosslinking da TLR3.>® Um estudo realizado por
Bousquet e Fiocchi' em 2006, demonstrou que a imunomodelagio com extrato
ribossémico reduzia o numero, duragdo e severidade dos episddios infeciosos, assim
como o uso de antibioticoterapia e subsequente probabilidade reduzida de

. )
desenvolvimento de resisténcias.
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Indicacées potenciais

Excluidas as imunodeficiéncias primarias, poderdo ser utilizados como indicagdo primaria

na prevencao do risco infecioso (crianga e adulto) nas patologias seguintes:

Rinossinusite;
Amigdalo-adenoidite de repeticao;
Infegdo respiratdria de repeticao;
DPOC;

Asma neutrofilica;

Dermatite atopica colonizada;

Infecdo urinéria repeticao;

Efeitos Adversos

Os extratos bacterianos apresentam excelente perfil de seguranca e tolerabilidade em todos
os estudos clinicos realizados. Os efeitos adversos ocorreram ocasionalmente, mas foram
muito leves e de rapida resolugdo. A maioria sdo do foro gastrointestinal ou cutineos, tendo
sido reportados eczemas, urticaria, diarreia, dor abdominal, cefaleias, rinite e tosse. No
entanto ndo foram observados nem relatados na literatura outros efeitos adversos sérios. Para
além disso nao foi reportada nenhuma associagdo causal entre a toma de extratos bacterianos

. . 2
¢ o desenvolvimento de doengas autoimunes.
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Impacto Econémico

Nao existem estudos de custo-efetividade disponiveis relativamente ao uso de lisados ou
extratos bacterianos no tratamento da IRTR em populagdo pediatrica. Contudo um estudo
italiano conduzido com 57 pacientes de idades superior a 75 anos, em tratamento com PMBL,
e com o objetivo de prevenir exacerbacdes de bronquite cronica obstrutiva, concluiu que o
custo geral do periodo de tratamento, comparado com o mesmo periodo no ano anterior, foi
significativamente menor. A média do custo de antibioticoterapia, durante o periodo de
Setembro a Fevereiro, no periodo de pré-tratamento, foi de cerca de 3459,60 euros, versus um
valor de apenas 1499,40 euros (-57%) no mesmo periodo durante o tratamento. Adicionando
ainda o custo do tratamento profilatico com PMBL, o valor total ficaria a 2794,44 euros,
menos 20% dos custos da antibioticoterapia realizada no ano anterior.’ Da analise dos estudos
clinicos disponiveis em criangas admite-se que este beneficio seja igualmente evidente, tanto
mais que para além da melhoria da qualidade de vida das criancas tem claras implica¢des nos
familiares e cuidadores.

As IRTR contabilizam cerca de 300-400 consultas de medicina geral e familiar por cada
1000 pacientes, anualmente, pelo que podemos constatar o grande potencial em termos de
ganhos para os sistemas de satide, de uma aposta na profilaxia da infe¢do com lisados

bacterianos.
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VI. Caso clinico

Crianga do sexo masculino, com 2 anos de idade, residente em Coimbra, observado em
primeira consulta em 22 de Novembro de 2011, por infe¢des respiratorias recorrentes e
sibilancia.

Breve Resenha Clinica

-Amamentagdo materna exclusiva: 4 meses
-Diversificagdo alimentar sem intercorréncias
-Antecedentes familiares irrelevantes

Setembro 2010: ingressa no Infantério, 15 dias apds surge quadro de febre, rinorreia, tosse,

otalgia, tratado inicialmente com associacdo de paracetamol e ibuprofeno. Porém ocorre
agravamento com febre, otalgia, sibilancia, pelo que inicia tratamento com amoxicilina e
acido clavulamico, e aerossol com salbutamol.

Apresenta melhoria clinica, mas persiste obstrug¢ao nasal, rinorreia, tosse ocasional

Em Outubro de 2010 nova infe¢do respiratdria, tratada novamente de forma inicial com

paracetamol e ibuprofeno.

Em Novembro do mesmo ano surge quadro de infe¢do respiratoria e otite a direita,
medicado com eritromicina, paracetamol e ibuprofeno. No entanto surge re-agravamento no
final Novembro.

Em Dezembro de 2010 novo surto com infe¢do respiratoria grave e necessidade de

internamento de curta duracdo, medicado com amoxicilina + 4cido clavulamico, deflazacort
(2 dias) e aerossol com salbutamol
Em Janeiro 2011 apresenta clinica de adenoidite e otite bilateral, com necessidade de

antibioticoterapia com cefuroxime, paracetamol e ibuprofeno.
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Mantém, queixas nasais: obstrugdo, “ressonador”, rinorreia, tosse noturna e de esforgo
associado a periodos febris frequentes a “cada 15 dias...”

Em Maio de 2011 descreve-se outro episddio de infecao respiratoria arrastada, tratada com
amoxicilina + acido clavulamico

Observa-se repercussao nas curvas percentil de crescimento em altura.

Nos meses de Junho-Agosto apresenta uma melhoria franca, apesar de ”febre de 2 dias no
inicio da praia” e rinorreia anterior abundante.

A 6 Setembro 2011 novo surto de infecdo respiratoria, com sibilancia, tosse, adenoidite,

com nova prescri¢cao de amoxicilina + acido clavulamico.

A 29 Setembro 2011 apresenta clinica de otite a direita, com obstrucdo nasal, tosse seca e

sibilancia, medicado eritromicina e deflazacort e salbutamol acrossolizado.
A persisténcia de sintomas ¢ evidente, com infe¢des recorrentes e novo ciclo antibidtico
em Outubro e Novembro pelo que ¢ referenciado pelos cuidados primarios (MGF) a consulta

de Imuno-Alergologia.

Consulta Imuno-Alergologia:

> Dados objetivos

Obstrucao nasal
Rudeza expiratoria
Deficiente progressao estato-ponderal

» Exames complementares

Hemograma com leucograma: linfocitose discreta, ndo relevante
VSG: 12mm/1*H
PCR: negativo

IgG, IgA e IgM: normais
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IgE: 15KU/L
Testes aeroalergénios: negativos

Em Dezembro 2011 define-se em consulta novo Plano terapéutico:

-Vacina antigripal

-Corticoterapia topica bronquica e nasal

-Beta-2 agonista curta acdo em SOS

-Paracetamol e ibuprofeno: periodos febris

- Reforgo da corticoterapia bronquica inalada em periodos de agudizagdo

-Imunomodulagdo bacteriana sublingual com extrato aquoso contendo bactérias inteiras
(mortas por meio fisico, calor) de gram positivos e negativos (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Klebsiela, Branhamella, Staphylococcus, Proteus, Pseudomonas,
Escherichia, Corynebacterium , reforcado face a clinica com Streptococcus e Haemophilus),
contendo 2600 milhdes de bactérias por ml.

Iniciou tratamento no final Dezembro, e manuten¢do foi atingida apos 9 dias
consecutivos, mantendo posteriormente toma 3 vezes na semana, correspondendo cada dose a
0,15¢cc (17.3300 bactérias).

A 17 Janeiro 2012 foi observado em consulta, comprovando-se ndo terem existido
intercorréncias com o tratamento e apresentando-se clinicamente estabilizado. Salienta-se, no
entanto, um episodio febril autolimitado (inferior a 24 horas) no inicio de Janeiro, mas ndo
associando tosse (noturna ou de esfor¢o). A obstrucdo nasal era insipiente a observacdo. Nao
tinha ocorrido novos recursos a atendimento urgente ou novas prescri¢cdes de antibioticos.

Em consulta de seguimento no dia 6 Marg¢o 2012, a crianga apresentava-se clinicamente
estabilizado, referindo apenas com episddio febril pontual (horas) em Fevereiro controlado

com paracetamol, coincidente com surto virusal no infantério que frequentava.
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A evidenciar

-Entrada tardia no infantario condiciona, com frequéncia, maior suscetibilidade a infecao.

-Nos primeiros anos de vida os agentes infeciosos sdo os principais indutores de
hiperreatividade bronquica, particularmente agentes viricos.

-A inflamag¢do das vias areas superiores (rino-adenoidite, otite, amigdalite ou laringite)
condiciona a instala¢cdo de inflamacao distal (sino-bronquica)

-A imunoestimulagdo inespecifica de forma persistente por via sublingual é promotora de
modulagdo imune consistente, ndo sé reduzindo o numero de episdédios de doenca (virusais ou

bacterianos), consumo de firmacos e melhora da qualidade de vida da crianga e cuidadores.
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VII. Conclusao

Apesar de resultados dos varios estudos analisados bastante encorajadores, serdo
necessarios mais estudos, nomeadamente de ensaios clinicos, de forma a investigar de forma
mais exaustiva os efeitos in vivo deste grupo de farmacos. Efetivamente ainda existe
atualmente uma escassez de estudos, quer in vitro, quer in vivo, sendo que os ensaios clinicos
existentes apresentam lacunas e deficiéncias de desenho, nomeadamente por ndo incluir um
numero superior de pacientes, que devem ser selecionados de acordo com a sua doenga e
severidade, e melhor desenhados e controlados em duplo cego. Isto permitiria um maior nivel
de evidéncia relativamente a utilizagdo dos extratos bacterianos de primeira geracdo, mais
eficazes e com maior imunogenicidade e por isso mesmo reservados a situacdes de maior
gravidade ou lisados de 2* geracdo facilmente disponiveis, para profilaxia de infeg¢des
respiratérias recorrentes de maior benignidade. A enorme seguranga e reduzida taxa de efeitos
adversos representam condigdes essenciais para que seja implementada com maior
abrangéncia este grupo de farmacos, tal como estd preconizado em documentos normativos

. . . . . . . 43.45
ou guidelines nacionais e internacionais
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