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A ALERGOLOGIA E IMUNOLOGIA CLINICA NA
PERSPECTIVA DE UM INTERNO

A perplexidade nao sera, porventura, a menor das
emogdes sentidas pelo desprevenido Interno que inicia
asua formagao na especialidade de Imunoalergologia.

Comeca por ter a sensacdo de entrar num edificio
vagamente familiar mas de interior desconhecido,
constituido por um dédalo de corredores e salas
dedicadas a miltiplas fungdes e cuja complexa
arquitectura nem o curso de Medicina, parco em
ensino nesta disciplina clinico-cientifica, nem o
Internato Geral ou o mero senso comum, lhe facilitam
a descodificagao.

Ap0s alguns anos a calcorrear este edificio, muitas
vezes em passo inseguro mas descobrindo
gradualmente a l6gica que presidiu a sua construgao,
surge-lhe pela primeira vez a divida, porventura ja
ouvida ou pressentida no exterior, acerca da real utilidade do belo edificio que tanto lhe
custou a explorar e de que sera um dos préximos e felizes inquilinos!

Interroga-se, sobretudo, acerca da funcao que lhe destinaram na economia geral da
cidade dos homens, em que outros elegantes edificios, porventura maiores e mais antigos,
disputam a primazia e o espaco. &

A instituicao de uma Especialidade Médica autonoma, reconhecida pelo Estado e pela
Ordem dos Médicos pressupde, necessariamente, bases cientificas bem estabelecidas,
uma pratica clinica tornada complexa mercé da evolugao dos conhecimentos e das
técnicas diagnosticas e terapéuticas e, nao menos importante, uma percepgao clara
das necessidades assistenciais que pretende cobrir.

Deste modo, parece-nos que o reconhecimento da Alergologia e Imunologia Clinica,
consubstanciado na formagao de um Colégio de Especialidade independente, integrado de
pleno direito na estrutura organica da Ordem dos Médicos e na subsequente abertura de
unidades ou servicos hospitalares dispondo de um quadro préprio de especialistas e com
idoneidade formativa, é um facto inquestionavel que obriga os responsaveis politicos e as
entidades representativas da classe médica a assumirem as suas inevitaveis consequéncias
na organizagao do Sistema Nacional de Satde.

Dito por outras palavras, nao ¢ mais possivel a adopcao de atitudes sobranceiras ou
paternalistas para com esta recente Especialidade Médica, por vezes considerada mais
uma das curiosidades exéticas, simpaticas mas marginais, a que o fraccionamento da
actividade médica deu origem.

A existéncia de especialistas em Alergologia e Imunologia Clinica nao depende,
obviamente, de caprichos ou modismos de circunstancia mas de necessidades
assistenciais concretas da populagao portuguesa, ainda hoje sentidas como nao cabalmente
satisfeitas tanto do ponto de vista qualitativo como da cobertura efectiva do territério
nacional.

Aliés, esta questdo tem sido colocada um pouco por todo o mundo e é objecto de
reflexdo no ambito da OMS e das associagoes médicas internacionais, nem sempre com
resultados uniformes e definitivos mas em que constantemente é sublinhada a necessidade
de cada pais organizar uma estrutura, necessariamente diferente consoante as
particularidades de cada Estado, capaz de assegurar uma correcta assisténciaaos 15a20%
de pessoas afectadas por doengas do foro imunolégico, das quais 10 a 15% sao doentes
alérgicos.

Neste sentido, o relatério conjunto emitido pela Organizacao Mundial de Saiide
(OMS)), International Union of Immunological Societies (1UIS) e International Association
of Allergology and Clinical Immunology (IAACI) relativo as linhas orientadoras para a
organizagao, formagao e certificagao no campo da Imunologia Clinica e sua relagao com
a Alergologia', clarifica e sistematiza as atribuigoes desta Especialidade e os fundamentos
cientificos, clinicos e formativos do seu exercicio. Na vertente formativa (certificacao
profissional) este grupo de trabalho internacional recomenda aos paises que, a semelhanca
de Portugal, criaram uma tdnica Especialidade abrangendo a Imunologia Clinica e a
Alergologia, aorganizacao do Internato Complementar de modo a facultar uma competéncia
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clinica basica em Medicina Interna ou em Pediatria que nao deve ser inferior a 2-3 anos,
uma componente laboratorial significativa (1 ano) e um treino clinico especializado em
todas as dreas da Imunologia Clinica, com destaque especial para a Alergologiaem virtude
so seu peso epidemioldgico e socio-econdmico.

Na vertente organizativa, este documento faz referéncia a um indice de 15 a 20
alergologistas por milhao de habitantes como sendo o valor médio dos paises desenvolvidos
e, sem o recomendar explicitamente, sublinha a conveniéncia de serem colocados nao sé
em hospitais universitdrios como também em hospitais nao universitarios de dimensao
apropriada.

Estas propostas, pecando por defeito ou por excesso consoante as diferentes perspectivas
sobre a estrutura hospitalar portuguesa, significam que em Portugal deveria existir um
nimero aproximado de 150 a 200 alergologistas a trabalhar exclusivamente como tal e
dispondo dos meios técnicos e humanos necessarios ao funcionamento eficaz de unidades
ou valéncias convenientemente distribuidas pela rede hospitalar portuguesa.

Ressalvando a inevitavel parcialidade da nossa opiniao, julgamos que os cerca de
1 a 1,5 milhao de portugueses que padecem de doencas alérgicas, acrescidos dos
500000 a 1 milhao que sao afectados por outras patologias do foro imunolégico ganhariam
em qualidade assistencial, acessibilidade e economias de tempo e dinheiro se estas
unidades ou valéncias existissem em quantidade suficiente e fossem racionalmente
distribuidas pelo pais. Provavelmente, os responsaveis governamentais extrairiam
conclusao idéntica se fossem contabilizados o tempo e o dinheiro perdidos em dias de
trabalho, em idas as urgéncias hospitalares e em sobreposigoes terapéuticas, s6 para referir
algumas das miultiplas consequéncias sécio-econémicas que resultam das elevadas
prevaléncia e morbilidade das doencas alérgicas e imunolégicas em geral.

Ditoisto, deve ficar bem claro que nao consideramos a patologia alérgica e imunolégica
como monopdlio da Alergologia e Imunologia Clinica, cujo essencial caracter multi-
sistémico obriga, pelo contrario, a dialogar frequentemente com as Especialidades ditas
"de orgao ou sistema", e, por maioria de razao, com a base do sistema de satide que € a
clinica geral ou medicina familiar.

Esta "delimitacao desectores" ou definigao de competéncias e funcoes foi recentemente
objecto de sistematizagao pelos Royal College of Phisicians e Royal College of Pathologists
sob proposta da British Society for Allergology and Clinical Immunology e da British
Allergy Foundation?, explicitando as atribui¢oes especificas do alergologista no contexto
do Sistema de Satde Britanico e as condig¢des de trabalho indispensaveis ao seu desempenho
profissional, globalmente considerados os padroes assistenciais de uma boa pratica clinica
da Alergologia. Sera de alguma utilidade a implementacao em Portugal de uma similar
tomada de posigdo, baseada na experiéncia portuguesa e auxiliada pelas orientacoes
emanadas das sociedades europeias e internacionais da Especialidade?

Ha actualmente um consenso generalizado em torno do conceito de que a investigagio,
fundamental e clinica, € o motor indispensavel ao progresso da Medicina e, consequentemente,
a superioridade qualitativa da sua pratica.

A Medicina portuguesa nao pode alhear-se deste movimento cientifico internacional,
que vai envolvendo um cada vez maior nimero de paises, alguns dos quais recuperando
no momento presente algum do atraso acumulado no passado e que ja nos habitudramos
a considerar como parceiros de menor importancia no panorama cientifico internacional.
Neste contexto, a investigacdo que incida sobre os efeitos nocivos do meio ambiente na
satide humana, campo em que a Alergologia e Imunologia Clinica se posiciona de modo
destacado e inovador?, vai tornar-se fulcral para a compreensio das causas e mecanismos
responséveis pelo aumento da incidéncia das "doencas ambienciais", indispensavel a
descoberta de novas armas profilacticas e terapéuticas.

Obviamente que nada sera possivel sem a criagao de estruturas, adequadas ao pafs,
capazes de responder as necessidades assistenciais e investigacionais no campo da
Alergologia e Imunologia Clinica, a bem da satide dos portugueses.

MARIO MIRANDA
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ARTIGO ORIGINAL

H.L.A. e Alergia. Aplicacao ao Estudo
da Parietdria Lusiténica

A.TODO-BOM', A. MARTINHO? M. J. CORTESAO?, T. LEITAO* C. PEREIRA!, P. SANTOS?, O. SIMOESS, J. PAIVA?,

C. FARO®, H. BREDA®, C. CHIEIRA’, AJA ROBALO CORDEIRO?,

RESUMO

A alergia é uma patologia complexa de base
imunolégica, dependente da intervencio da
imunoglobulina E dirigida contra alergénios
miltiplos. A compreensio da doenca exige um
conhecimento exaustivo de determinantes genéticos
e ambientais que a condicionam. As moléculas HLA
classe II apresentam selectivamente antigénios a
células efectoras, responsiveis pela cascata de
modificagoes inflamatorias que desencadeia a
doenca. A Parietaria é uma Urticaceae com extensa
distribuiciio geografica e responsivel por quadros
de polinose em percentagens que variam entre os
10% e 80% dos doentes.

Elegeu-se como objectivo deste trabalho
estabelecer associacdes possiveis entre Fenétipos
HLA classe II e alergia a Parietdria, conhecendo os
factores ambientais de exposicao. Procedeu-se a
identificacao das fraccoes proteicas da Parietaria
lusitanica por métodos bioquimicos e imunolégicos.

Foi evidenciada carga familiar de atopia em 60 %
dos casos, constatando-se um inicio tardio das
manifestacoes clinicas que em 66% envolviam a
arvore bronquica. As contagens aeropalinolégicas
da regido revelaram a existéncia de pélens de
Parietaria de Fevereiro a Outubro. Os soros dos
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doentes identificaram proteinas alergénicas no
extracto de P. lusitanica. Existe reactividade cruzada
entre antigénios de P. judaica e P. lusitanica.
A anilise da distribuicdo de frequéncia das
especificidades HLA DR permitiu evidenciar, nos
doentes, um aumento da especificidade DR11(5),
uma diminuicdo estatisticamente significativa de
DR4 e uma tendéncia negativa do DR3.

Estes resultados, integrados globalmente num
estudo mais alargado, envolvendo outros Centros
sediados em dreas meridionais europeias,
contribuem paraa defini¢ao de grupos populacionais
de risco, orientados para o estudo e esclarecimento
dos mecanismos e processos fisiopatolégicos,
visando, necessariamente, um objectivo final de
profilaxia e novas perspectivas selectivas de
intervencao terapéutica.

SUMMARY

Allergy is a complex, immunologically-based
disease that is dependent on specific IgE antibody to
several allergens. The knowledge of genetic and
environmental determinants is required to the
understanding of this disorder. HLA Class II
molecules present antigens to effector cells,
responsible for the inflammatory changes that cause
the disease. Parietaria is an Urticaceae with a large
geographic distribution and responsible for polinosis
among 10 e 80% of patients.

The aim of this study was the association between
HLA Classe Il types and Parietaria allergy, regarding
the environmental factors. Parietaria lusitanica
proteins were fractioned by biochemical and
immunological methods.

Sensitization among patients' relatives were found
in 60%. Bronchial asthma was present in 66% of
patients and first complaints occured in adult age. In
our area atmospheric pollens were collected from
February to October. The sera identified allergenic
proteins in P. lusitanica extract. There was cross-
reactivity between P. judaica and P. lusitanica
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antigens. The analysis of frequency specificities
showed an increase of HLA DRI11(5), a reduction
with statistical significance of DR4 and a decrease of
DR3.

These results, integrated in a larger study with
european Centers from mediterranic areas, contribute
to define risk populations, directed to the study of
physiopathologic mechanisms with the purpose of
prophylatic and therapeutic approaches.

1. INTRODUCAO

O conhecimento da base celular e molecular que
regula a resposta imune tem sido uma preocupagao
permanente nos ultimos anos.

1.1 Apresentacao Antigénica pelo M.H.C.
(Major Histocompatibility Complex)

O reconhecimento imunolégico de antigénios
proteicos passa pela sua ligacdo especifica e selectiva
a receptores celulares ou soliveis. Com efeito, o
processo de reconhecimento antigénico pelo linfocito
T (TCR-T Cell Receptor - que se expressa na superficie
da membrana celular e ai permanece estavel associado
ao complexo CD3) com a sua consequente activagao
pressupoe, genericamente, que este seja apresentado
no contexto do complexo major de Histo-
compatibilidade-MHC"?. Basicamente, antigénios
intra e extracelulares diferem consideravelmente nas
suas formas de processamento e apresentagao; enquanto
os peptideos derivados de antigénios intracelulares sao
apresentados as células T CD84+ por moléculas MHC
de classe I, os peptideos derivados de antigénios
extracelulares sao apresentados aos linfécitos T CD4+
por moléculas MHC de classe II, habitualmente
expressadas por A.P.C. (Antigen Presenting Cells)
especializadas. Embora esta dicotomia nao seja total e
estanque, aceita-se que existem basicamente a via
endodgena e aexogena de processamento e apresentacao
antigénica. A interaccao especifica entre os Linfécitos
T e B mediada pelo MHC classe Il e o TCR conduz a
activacao das células Be T, a producao de linfocinas e
a diferenciacao da célula B em plasmécitos produtores
de anticorpos™*. Esta resposta de intercomunicagao é
ainda mediada pela interac¢do de outros ligandos que,
além de uma funcao de adesao, vao desempenhar acgoes
de inducao, reforcando o processo de activagao génica’.
Sera sempre o polimorfismo dos residuos dos "Sites"
antigénicos das moléculas do M.H.C. que ird permitir
que uma enorme diversidade de peptideos possa ser
reconhecida pelas moléculas M.H.C.. A classe Il
permite a ligagao de peptideos de maiores dimensdes
(entre 15e 17 aminodcidos) e apresenta heterogeneidade
nos terminais N e C, dos dominios distais com
variabilidade dos ligandos a cadeia peptidica. Os
enclaves do MHC II podem estar abertos em ambas as
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extremidades, possibilitando a protusao dos peptideos
nele contidos™®.

O mecanismo de reconhecimento de antigénios
ex0genos requere o seu processamento em endossomas
de células apresentadoras, onde sofrem degradagcao em
ambiente 4cido e sao fragmentados em peptideos de
menores dimensdes por accao de proteases’. As
moléculas de classe II, recentemente sintetizadas,
progridem do reticulo endoplasmatico para o endossoma
onde libertam a cadeia invaridvel de modo a poderem
ligar-se aos peptideos resultantes do processamento do
antigénio. O complexo molécula HLA classe II /
peptideo € entdo transportado para a membrana das
A.P.C. para interaccdo com o receptor especifico de
antigénio dos linfécitos T CD4+ (TCR). Estes peptideos
vao por sua vez ter um papel crucial na estabilidade das
moléculas do MHC*. Os produtos dos genes do MHC,
ao ligarem selectivamente peptideos de antigénio
processados, vao controlar (restringir) a capacidade de
um potencial epitopo ser apresentado ao TCR da célula
T (antigénio especifico) e, deste modo, controlar o
reportorio de epitopos a apresentar em cada alergénio.

1.2. Estrutura e organizacao do M.H.C.

O MHC, complexo HLA (Human Leucocyte
Antigen) no homem, esta localizado no brago curto do
6.° cromossoma, 45-50 genes, e estende-se ao longo de
aproximadamente 3.500 Kbp (quilo pares de bases).

Cromossoma 6
Localizagio do Complexo Major de Histocompatibilidade - HLA

CLASSE 111 CLASSE 1
(Regido C'")

CLASSE Il
(Regido D)

B2 A2 BI Al B2 A2 B BSBI B2B3 B4 A
N\ \\ 7/ \\I/ ~~

Fig. 1 - Representagao esquematica do complexo HLA
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Os genes do MHC sao agrupados, com base nas
caracteristicas bioquimicas e fungdes biolégicas dos
seus produtos, em trés classes.

Genes HLA da Classe I: Sao os que se encontram
em posi¢ao mais telomérica e estao divididos por trés
loci "classicos": HLA A, B, C. Codificam uma
glicoproteina transmembranar de 44 KD (cadeia alfa)
que estd associada ndo covalentemente a B2
microglobulina (antigénios da classe I). Estes genes
sao altamente polimérficos, sendo conhecidos,
presentemente mais de 96 alelos da classe 1.

Para além dos genes cldssicos mencionados,
pertencem ainda a esta classe os genes HLA E, F, G,
e H.

Genes HLA DA CLASS 1I: Com situagdo mais
centromérica, codificam as moléculas HLA classe II,
heterodimeros da membrana celular, compostos por
uma cadeia alfa e uma beta, que desempenham um
papel crucial na resposta imune a proteinas antigénicas
soldveis. Os genes desta regiao estendem-se ao longo
de 1.1 megabases de ADN e estdo agrupados em 3
subregiodes principais: DP, DQ e DR (ordem relativa ao
centrémero).

Subregido HLA DR: E constituida por 6 loci
diferentes: 1locus DRA 1 que codifica a cadeia alfa dos
antigénios DR e 5 loci DRB (DRBI, B2, B3, B4 ¢ B5)
responsaveis pelas cadeias beta. Enquanto o locus
DRAT1 nio evidencia qualquer grau de polimorfismo,
os loci DRB sao extremamente polimérficos, em
particular o locus DRB1, que codifica as cadeias
polipeptidicas beta responsdveis por quase todas as
especificidades antigénicas DR. O gene DRB2 é um
pseudogene e os alelos dos genes DRB3 ¢ DRB4
codificam, respectivamente, as moléculas DR52 e 53.
No locus DRBS5, que contribui para a producio de
moléculas DR2, ji foram encontrados 4 alelos
diferentes.

Para a construgdo de um haplotipo HLA DR
(combinagao dos genes DR em cada cromossoma) o
ntmero de loci DRB pode variar consoante o haplotipo
HLA DR, de um (DR8) a quatro (DR4, 7 € 9).

Subregiio HLA DQ: E composta por dois pares de
loci A e B embora somente os genes DQA1 e DQB1
sejam transcritos. Apesar de ndo serem conhecidos os
produtos dos genes DQA2 e DQB2 parece, todavia, nao
haver qualquer impedimento génico a sua transcrigao.
Menos polimoérficos que os genes DR, conhecem-se,
até ao momento, 11 alelos DQA1 e 16 DQB1. As
especificidades seroldgicas DQ nio traduzem, de modo
algum, a complexidade deste polimorfismo génico.

Subregido DP: Esta Subregido possui um par de
genes codificantes DPA1 ¢ DPB1 e um par de
pseudogenes DPA2 e DPB2. Nao existindo regides de
hipervariabilidade alélica proeminentes, apresenta,
contudo, algum polimorfismo, sobretudo do gene DPB1.
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Em suma, podemos afirmar que o polimorfismo
evidenciado pelos diferentes loci HLA é devido, nio s6
a multiplicidade de familias génicas que constituem as
viérias subregides (DR, DQ, DP) mas, também, a um
forte polialelismo génico que se vai reflectir na
sequéncia aminoacidica dos seus produtos. Este
polimorfismo € ainda reforcado pelo facto de os
heterodimeros alfa e beta poderem ser codificados
pelos respectivos genes A e B quer em posi¢ao cis (com
ambos 0s genes no mesmo cromossoma) quer em trans
(genes em cromossomas diferentes). Isto aumenta o
nimero de combinagdes possiveis entre as cadeias
proteicas alfa e beta e, consequentemente, o
polimorfismo das moléculas HLA classe II.

1.3 Associacdo H.L.A. - Doenca

Desequilibrio de ligagao: Uma particularidade do
complexo HLA € o facto dos genes serem geralmente
herdados em bloco, devido a sua proximidade, para
além de desequilibrios de ligacdo que se possam
estabelecer entre eles. Este desequilibrio é
particularmente importante nas associacoes HLA e
doencga.

Para estabelecer um locus de susceptibilidade é
necessario estudar grupos étnicos alargados, pois que,
algumas combinag¢des génicas podem estar associadas
auma doenga apenas em certas populagdes®. H4, ainda,
situacdes em que essa susceptibilidade se encontra
associada a um alelo particular, como por exemplo o
DRB1* 0405 presente em doentes Judeus portadores de
Artrite Reumatéide. Noutros casos foi possivel
determinar haplotipos favorecedores ou protectores
(ex. DRB1*1501, DQB1*0602 em diabéticos) de
determinada patologia®

A Atopia pressupde a existéncia de anticorpos de
isotipo IgE dirigidos contra antigénios comuns do
ambiente (alergénios). A proliferacdo do linfécito B e
a anticorpogénese depende da "ampliacao" - help -
fornecida pela célula T CD4+ activada sob restrigio
M.H.C.. Subtipos de linfécitos T com determinado
perfil de secrecio de citocinas vdo regular o "switch"
de isotipo da cadeia pesada de Ig e a expressao de IgE.
Doentes atépicos apresentam um elevado niimero de
linfécitos TH2 like, com alta produgao de 11.4'%11,

A Associagdo de fenotipos H.L.A. a respondedores
e em nao respondedores resulta da obrigatoriedade do
processamento de peptideos por células expressando
determinadas moléculas de classe Il para a sua
apresentacao especifica ao linf6cito T'.

Também em patologia alérgica as associacoes HLA/
/Doenga se fundamentam em estudos alargados,
populacionais e familiares, atendendo as caracteristicas
genéticas intrinsecas da populagdo geral onde sio
efectuados'.
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1.4 Identificacao, caracterizacao e purificacao de
alergenos de Parietaria

Tém vindo a ser efectuadas experiéncias varias
tendo em vista a caracterizacao dos principais
componentes alergénicos das espécies de Parietaria
mais conhecidas, a officinalis (Po) ¢ a judaica (Pj);
ambas contém antigénios e alergénios reconhecidos
por anticorpos IgE e IgG humanos'*2!.

Com efeito, ensaios realizados por electroforese em
SDS-PAGE revelaram que ambos os extractos
apresentavam um padrao electroforético semelhante,
particularmente em relagao aos polipeptideos de baixo
peso molecular. Paraa Pjestao descritos 9 componentes
e para a Po 8 componentes que ligam IgE apés
"imunobloting" para membrana de nitrocelulose.
Ambos os polens contém uma banda de electroforese
que situa entre os 10-15 KDa, presentemente
reconhecida como o alergénio major. As outras bandas,
menos constantes, migram entre os 18 - 90 KDa e
aparecem em cerca de 50% dos doentes. O Po 1
localiza-se numa banda electroforética de 14,5
KDa*?2%. Para o PjI foram jé identificadas e separadas
duas isoformas do alergénio: o isoalergénio A com um
PM de 13 KDa e o isoalergénio B com um PM de
10,5KDa. Ap6s "immunoblotting” verificou-se que as
duasisoformasligavam a IgE, embora com intensidades
diferentes. A analise dasequénciaaminoacidicarevelou
a presenca de grandes homologias, embora
apresentassem algumas diferengas estruturais,
nomeadamente uma incompleta reactividade cruzada,
confirmada por método competitivo em ELISA. Por
testes cutaneos de alergia foi encontrada concordéncia
total entre as duas isoformas?®.

Afocagem isoeléctrica permitiu situar a maior parte
das bandas proteicas e os alergénios major das duas
espécies num pH neutro/acido (pH 4,6 Pol e 5,6 PjT)*.

Por CIE - Crossed Immuno Electroforese e CRIE -
Crossed Radio Immuno Eletroforese - foram descritos
pelo menos 8 arcos de precipitacdo que reagem
simultaneamente com anti-soro de coelho e com IgE
humana para a P officinalis. Este método identificou
9 bandas para a P judaica'**2.

A grande heterogeneidade descrita para os alergénios
tem limitado o trabalho da sua purificacgao; esta pode
reflectirum "produto” a nivel genéticocom arespectiva
variabilidade alélica, isotipica ou mesmo de espécie.
Aparentemente, a desglicosilagao da glicoproteina reduz
essa heterogeneidade, mas sem afectar a antigenicidade,
ja que os epitopos da Pj I se situam claramente na
porgao proteica®.

Com atecnologiade cDNA obtiveram-se alergénios
recombinantes referidos como membros de familias de
proteinas representadas como o conjunto de isoformas
que compOem o alergénio natural*. Clonaram-se genes
especificos para o alergénio major da Pj e Po. Foi
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conseguida uma pequena insercao de cDNA
expressando uma proteina de fusao com reactividade
cruzada com Po I e com Pj I para anticorpos humano e
de coelho***. Foi ainda encontrada grande homologia
entre a sequéncia aminoacidica da isoforma A (do
extracto nativo) e a protefna de fusdo identificada como
a Pj I obtida por DNA recombinante®.

1.5 Poténcia alergénicaereactividade cruzada entre
espécies

Estudos de CIE e de CRIE realizados com extractos
de Parietaria officinalis e de Parietaria judaica com
antisoro de coelho imunizado para Pj revelaram para a
Pj 2 bandas electroforéticas adicionais, comparati-
vamente aos ensaios realizados com extractos de Po.
Os mesmos estudos mostraram em ambos 0s extractos
duas largas bandas de precipitacdo com baixa
mobilidade anidnica, testemunhando antigenicidade
cruzada entre proteinas presentes nos dois extractos;
estas duas bandas também ligavam IgE de doentes
alérgicos a Pj, permitindo concluir que pelo menos
estas duas proteinas apresentavam também
alergenicidade cruzada. Nasequéncia desta experiéncia,
a transferéncia das proteinas para um extracto de
nitrocelulose, revelou outras proteinas com capacidade
de ligagao IgE, tendo as de maior actividade baixo peso
molecular %7,

A técnica de RAST (Radio Allergo Sorbent Test)
inhibition realizada com soros de doentes alérgicos a
Parietaria e extractos alergénicos colocados em fase
s6lida demonstrou existir uma maior poténciaalergénica
no polen de Parietéria judaica comparativamente ao da
officinalis***°. Estes resultados nao foram confirmados
in vivo, por testes cutianeos de alergia, onde o didmetro
da papula provocada pela Pj ndo € significativamente
superior ao provocado pela Pj (extractos totais).

Relativamente a pesquisa de reactividades cruzadas
foram, ainda, desenvolvidos trabalhos com outras
espécies da familia das urticaceae. Foi demonstrado
que proteinas do pélen de urtica ndo terdo aparentemente
propriedades alergénicas importantes®*. Contudo, um
trabalho recentemente realizado no Japao, demonstrou
que a rami (boehmeria nivea), também da familia das
urticaceae estd associada a manifestacbes de asma
bronquica em doentes com IgE especifica para o pdlen.
Estudos de inibicao competitiva realizados por ELISA,
nao revelaram evidéncia de reactividade cruzada,
tratando-se de um alergénio novo do grupo das
Urticaceae®.

1.6 Caracterizacao morfologica e geografica da
planta e do pélen

A Parietdria € uma erva daninha tipica da regiao
Mediterrinica, sendo responsavel por quadros de
polinose nesta regiao. Presentemente, estao também
documentadas alergias a esta urticaceae no Reino Unido,
nos E.U.A. e na Australia.
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Taxonomicamente ¢ uma Urticaceae. As virias
espécies existentes incluem a P. officinalis L., a P.
judaica L., a P. lusitanica L., a P. mauritanica Dur. e
a P. cretica L., sendo as duas primeiras as mais
conhecidas e estudadas*'**, distinguido-se o tamanho e
a folha consoante a espécie em causa*’.

Em fitoterapia sdo-lhe reconhecidas, desde a
antiguidade, propriedades medicinais como diurético,
cicatrizante e anti-séptico. E utilizada em infusoes,
para ingestdo e banhos e, ainda, em compressas,
particularmente em infec¢des do trato urindrio,
infeccoes da pele, queimaduras e traumatismos varios.
Em pessoas alérgicas sdo conhecidas reaccoes graves
na sequéncia destas administragdes, pois que folhas e
raizes partilham epitopos ou determinantes antigénicos
comuns com os polens e podem ser reconhecidos pelos
doentes alérgicos a Parietdria. A P. lusitanica, estende-
-se até ao Sul e ao Leste europeu, é anual, com um caule
escassamente pubescente, multicaule ou ramosa desde
a base com os caules filiformes e prostrados. Folhas
ovado-romboidais, inflorescéncias axilares com menos
de 5 mm, flores hermafroditas estéreis e escassas,
geralmente dispostas na base das inflorescéncias,
enquanto que as femininas se encontram por cima e sao
férteis. Desenvolve-se preferencialmente em lugares
sombrios e himidos, e apresenta um periodo fenolégico
que se estende de Maio a Julho. Pode ser encontrada
em Portugal nas regioes de Tras-os-Montes, Minho e
Beiras*#.

1.7 Consideracoes ambientais

Os graos de pélen desta planta anemofila sdo de
pequenas dimensoes e atingem distancias aprecidveis
quando transportados pelo vento.

Como nem sempre é possivel diferencid-los
morfologicamente por observacao a microscopia 6ptica,
as contagens destes pélens aparecem frequentemente
referidas como de Urticaceae que inclui também o
género urtiga. No sul de Itdlia, tal como na regido de
S. Francisco (USA) este pélen pode ser contado de
Fevereiro a Dezembro; em Portugal, particularmente
analisando os calenddrios polinicos realizados pelo
nosso grupo, encontram-se pélens na atmosfera
de Margo a Outubro, de modo semelhante ao que é
indicado para o Norte de Itdlia, sul de Franca e costa
mediterrdnica de Espanha; finalmente, nas Ilhas
Britanicas o perfodo de poliniza¢ao estende-se de Junho
a Setﬁmbr013'4l'45‘46'47.

A actividade alergénica estende-se a outras partes
nao polinicas da planta“.

1.8 Consideracoes clinicas

Do ponto de vista clinico e em concordancia com o
que foi anteriormente referido nao existem reacgoes
alérgicas distintas entre as diferentes espécies. Testes
cutdneos com as duas espécies mais estudadas e

VOLUME 3 - NUMERO 2

disponiveis em extractos comerciais (extractos totais)
referem a existéncia de sensibilidade em ambas.
A prevaléncia de sensibilizagdo nesta polinose observa-
-se nas dreas mediterranicas do sul de Itdlia, Espanha e
Franca (40-80%; 10-60% e 25% respectivamente).
Em Southampton, 1988, 13% dos doentes com alergia
respiratoria apresentavam reactividade cutinea
a Parietaria. Nos Estados Unidos, também em 1988,
uma observagao sequencial de 100 doentes com
alergia sazonal submetidos a estudo de reactividade
cutinea, 8% apresentavam testes positivos a
Parietaria'®#45:46,

A polinose a Parietdria € pouco frequente antes dos
10 anos de idade e afecta, aparentemente, com mais
frequéncia o sexo feminino que o masculino. Queixas
de asma bronquica quase sempre associada a
rinoconjuntivite aparecem num elevado ndmero de
doentes comparativamente ao referido para outras
polinoses, determinando, habitualmente, sintomatologia
intensa e prolongada.

Assim, estabeleceu-se como OBJECTIVO deste
trabalho a andlise dos aspectos clinicos e laboratoriais
desta alergia, e a determinagao dos factores genéticos
e ambientais que possam condicionar o referido quadro
clinico numa area geografica seleccionada. Deste modo
efectuou-se:

1 - Caracterizacao clinica do doente alérgico a
Parietaria

2 - Anilise de marcadores imunolégicos de alergia
a Parietaria

3 -Tipagem H.L.A. classe Il em doentes alérgicos
a Parietaria

4 - Determinacao dos niveis polinicos da Regido

5§ - Avaliacdo do potencial de uma Urticaceae,
Parietaria lusitinica, ainda nao estudada.

2. METODOLOGIA

2.1 Caracterizacao clinica do doente alérgico a
Parietaria
Numa série de 100 doentes alérgicos a Parietaria,
observados em consulta de imunoalergologia a partir
da data em que foi iniciado o trabalho, procedeu-se a
uma pormenorizada caracterizagdo clinica.

2.2 Analises de marcadoresimunolégicos de alergia
a Parietaria

Todos os doentes foram submetidos a testes cutaneos
de alergia aos aeroalergénios comuns (Dome Hollister-
Stier), determinacao de IgE sérica total e especifica
orientada pelos resultados obtidos nos testes cutdneos
(CAP System-Pharmacia).
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2.3 Tipagem H.L.A. classe II em doentes alérgicos
a Parietaria

2.3.1. POPULACAO

ADN gendémico foi extraido de leucécitos do sangue
periférico de:

1 - Individuos normais, de racga branca, oriundos da
regiao centro e com idades compreendidas entre os
22 e os 60 anos.

2 - Doentes com menos de 35 anos, sem imunoterapia
prévia e sem outra patologia cronica concomitante
foram submetidos a rigoroso inquérito clinico, incluindo
informacao relativa a passado étnico de pais e avos,
antecedentes patolégicos pessoais e familiares
(ascendentes até a 2.* geracdo e descendentes),
exposicao ambiental e profissional desde a infincia,
historia actual da doenca, factores de agravamento e
medicacgao prescrita. As informacoes clinicas de todos
os doentes foram complementadas com estudo
laboratorial e imagiol6gico.

2.3.2. MATERIAL

- "primers" e oligosondas, segundo sequéncias
acordadas no XI Workshop Internacional de
Histocompatibilidade de 1991 (XIth .LH.W./91).

2.3.3. METODOS

2.3.3.1. Isolamento e amplificacdo do ADN

O ADN foi extraido de leucdcitos do sangue
periférico segundo o método de Miller et al (salting
out).” O grau de pureza e a sua quantificagdo foram
verificados por espectrofotometria de UV
(260-280mm). Procedeu-se a amplificacao (PCR) dos
2.2 exons dos genes DRBI1, utilizando a polimerase do
Thermus Aquaticus e "primers" (iniciadores de reacgao)
especificos de cada gene em equipamento Thermocycler
60 da B. Braun®”*'. As amostras foram submetidas a 30
ciclos de amplificac@o, segundo protocolo estabelecido
no XIth I.LH.W./91, e os seus produtos controlados em
gel de agarose 1,5% (agarose tipo II - Sigma)

2.3.3.2 Hibridacao com sondas oligonucleotidicas

20% do DNA amplificado foi fixado em filtros de
nylon (Hybond N+ - Amersham) usando o Hydri-dot
Manifold (BRL) e estes hibridados com
oligonucledtidos alelo-especificos marcados pelo 32P
(Amersham) ou pela Dig 11 ddUTP (Boehringer
Manheim). Os filtros foram lavados usando uma solugao
de cloreto de tetrametilaménio 3M (TMAC), que
possibilita efectuar as lavagens a uma temperatura
independente do conteido GC do oligdmero marcado®.
Contudo, consoante a reactividade das sondas, foi
necessario proceder a ligeiros ajustamentos nas
temperaturas de lavagem. Os hibridos foram
visualizados por impressdo autoradiogrdfica das
amostras durante 30 min. a 1 hora e 16 horas de
exposicao. Quando as sondas foram marcadas pela Dig
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11 ddUTP procedeu-se a excitagao das moléculas por
um agente quimioluminescente, segundo protocolo
fornecido pelo produtor.

Filme 1

Fig. 3 - Oligotipagem DRB genérico; auto-radiografia de filtros com
36 amostras, ap6s hibridagao com SSO 7004 (DR3).

2.3.3.3 Analise estatistica

Foi utilizado o teste de qui-quadrado sendo o nivel
minimo de significancia estabelecido a 0,05.

2.4 Determinacao dos niveis polinicos da Regiao

Procedeu-se a colheita e contagem dos pdlens mais
representativos da regiao com polinémetros
volumétricos colocados em vérios pontos da cidade
para elaboragao de calendarios polinicos*’.

2.5 Avaliacaodo potencial alergénico da Parietaria
lusitanica

Como material biologico foram utilizadas flores
congeladas de Parietaria lusitanica colhidas no seu
ambiente natural. Escolheram-se as flores mais maduras
que ainda conservavam o pélen nas suas anteras € a
colheita foi executada com a ajuda de uma pinga de
forma a evitar qualquer material vegetal para além das
flores.

2.5.1 PREPARACAO DA SOLUCAO PARA
TESTES CUTANEOS

Submeteu-se o pélen a extracgao pelo éter em local
bem ventilado. Colocaram-se 2,5 gr de p6len em tubo
de vidro onde foi misturado com movimentos lentos em
50ml de éter e deixado em repouso durante 30mn até
que o poélen foi sedimentado. O sobrenadante foi
aspirado € 0s mesmos passos repetidos mais 3 ou 4
vezes até que o sobrenadante j4 nao conservasse a cor
amarela. Entao, o pélen foi misturado com 50ml de
solucao tampao salina fosfatada (Nacl 0.15M, fosfato
0.01M,pH7.2) previamente esterilizado usando um filtro
milipore.

O contetudo proteico foi testado pelo método de
Bradford®.

2.5.2. PREPARACAO DO EXTRACTO E
DETERMINACAO DO CONTEUDO PROTEICO.

Para extraccdo do material congelado, foram
maceradas 3g de flores de P. lusitanica com a ajuda de
uma vareta de vidro e através de um crivo com 125 mm
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de malha, adicionando a solucao de extracgao
(NH4CO3 0,125 M, NaN3 0,05% (p/v),PMSF
5,7x10"m a um pH=8,7) e ainda PVPP para uma
prevencgao mais eficaz da protéolise. Os graos de pélen
passaram através da rede enquanto que os inevitaveis
tecidos vegetais que os acompanham (restos de folhas,
estames, cdlices), ficaram retidos. Esta maceracgao foi
efectuada a uma temperatura de 4°C, que permaneceu
também durante as 4 horas de agitacao continua. Apos
este tempo, o extracto foi centrifugado a 4000 r.p.m.
durante 20 minutos a 4°C, para que os graos de pélen
sedimentassem. O sobrenadante contendo os alergénios
foi liofilizado e as amostras guardadas a -20°C.
Procedeu-se a andlise quantitativa de proteina
presente na amostra utilizando uma modificacao do
método do 4cido tanico descrito por Mejbaum-
Katzenellenbogen & Dobryszycka (1959)*.

2.5.3. TECNICA DE ELECTROFORESE

Para se efectuar a electroforese em gel de
poliacrilamida a amostra liofilizada foi solubilizada
em 0,2 ml de tampao Tris-Glicina, e de seguida
centrifugada durante 10 minutos a 12000 r.p.m.. A 50
ml de sobrenadante adicionou-se um volume igual de
solucao desnaturante (0.35 mol/lI Tris-HCI a pH 6,8
contendo SDS 6% (P/V), b-mercaptoetanol a 10%
(v/v) e glicerol a 20% (v/v) e ferveu-se durante cinco
minutos sendo em seguida de novo centrifugada.

Foi utilizada uma mistura padrao (Sigma
MW-SDS 6) de MW conhecidos: albumina de bovino
(66.000D), albumina do ovo (45.000 D), porcine stomac
mucosa pepsin (34.700 D), tripsinogénio do pancreas
de bovino (24.000 D), b-lactoglobulina de leite bovino
(18.400 D), egg white lysozyme (14.300 D).

A separacao electroforética das proteinas em gel de
poliacrilamida foi efectuada num sistema (tanques de
electroforese + fonte de energia) construido para o
efeito de acordo com Pires e Madeira®. Esta separacéo,
em funcao da massa molecular das suas cadeias
polipeptidicas, foi efectuada em gel de poliacrilamida
a 10% na presenga de SDS segundo uma modificagao
do método de Weber e Osborn?. Utilizou-se ainda um
gel de concentragao ou "Stacking Gel" que, colocado
no topo do gel de separacao, facilita a entrada da
amostra no gel evitando a precipitacao das proteinas e
assim favorecendo a sua separacdo no gel. Ligou-se a
fonte a uma intensidade média e deixou-se correr durante
viarias horas até o bromofenol (corante marcador)
presente na mistura padrao se encontrar apenas a 1 cm
do limite inferior do gel.

Os geles de poliacrilamida foram revelados para
deteccdo de proteina por coloracado com C.B.B. -
Coomassie Brilliant Blue R a 0,25% (p/v) preparado
em metanol a 50% (v/v) e dcido acético glacial a 10%
(v/v), seguido de descoloragdo em metanol a 25% (v/v)
e dcido acético glacial a 5% (v/v). Cortou-se uma tira
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do gel, utilizada como controlo, contendo uma aplicacao
da amostra e do padrdo e submergiu-se em solugao
corante durante meia hora aproximadamente, enquanto
oresto do gel se destinouao Western Blotting. Retirou-
-se o gel dasolugao corante, lavou-se com dgua destilada
e submergiu-se em solucao descorante durante a noite.

Para determinacdo do peso molecular dos
polipeptideos da amostra utilizou-se uma modificacao
do método de Weber e Osborn®® e de Davies e Stark®’.
Utilizando o peso molecular dos polipeptideos do padrao
e depois de conhecido o grafico padrao (Rf versus log
MW), foi possivel, por extrapolagao, calcular o peso
molecular dos polipeptideos da amostra.

Para efectuar western blotting seguiu-se o método
descrito por Towbin (1979)%, que produz cépias
perfeitas dos padroes proteicos separadas
electroforeticamente em geles de poliacrilamida. Logo
apos a electroforese, os 2 tergos restantes do gel foram
equilibrados durante 30 minutos em tampao de
transferéncia. (tris 25 mM, glicina 192 mM em 20%
(v/v) de metanol a pH 8,3). Em seguida foram cortadas
duas folhas de papel de filtro (Whatman 3MM) e uma
membrana de nitrocelulose (Schleicher & Shuell BA
85, 0,45 mm) sendo embebidas em dgua destilada e
depois em tampao de transferéncia.

Foi efectuada a montagem da unidade de
transferéncia (tipo "sandwich") Uma vez colocada a
montagem na camara de transferéncia (LKB 20005
TRANSPHOR) foi aplicada uma voltagem de 20 v
durante aproximadamente 20 horas - "overnight". a
4°C. Concluida a transferéncia, cortou-se uma tira da
membrana de nitrocelulose que inclui amostra e padrao
e mergulhou-se durante alguns minutos numa solugao
corante de amido black (0,1% (p/v) em 10% (v/v) de
acido acético glacial e 45% (v/v) de metanol) para
verificar a eficdcia da transferéncia. Descorou-se
primeiro em dgua destilada e s6 depois com uma mistura
de 90% (v/v) de metanol e 2% (v/v) de dcido acético
glacial que reduz significativamente o "blackground".

2.5.4 REACCAO IMUNOLOGICA

Para detecgao imunolégica de moléculas seguiu-se
essencialmente o método para anticorpos marcados
com fosfatase alcalina descrito por Engvall, Johnsson
e Perlmann (1971)°. Assim, o restante terco da
membrana de NC foi colocada a incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente numa solugado
constituida por 0.5% (v/v) de Tween 20 em PBS (0.15M
de NaCl em 0.01M de Na2HPO4 / NaH2PO4, pH 7.2)
eainda 0.1% (p/v) de gelatina para bloquear a superficie
da membrana de modo a evitar posteriores ligagdes nao
especificas. A membrana € lavada brevemente com
dgua destilada e colocada a incubar no antisoro diluido
de doentes alérgicos a Parietdriaem PBS-Tween durante
a noite a temperatura ambiente com agitacao continua.
Lavou-se varias vezes a membrana de NC e de seguida
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incubou-se com anti-IgE humana marcada com fosfatase
alcalina (Sigma) diluida em PBS-Tween durante
4 horas & temperatura ambiente com agitagao continua.
Terminado o tempo de incubagdo efectuaram-se de
novo as lavagens da membrana com PBS-Tween.

Em seguida, noutro saco de pldstico, incubou-se a
membrana com 45 ul de NTB e 35ul BCIP em 10 ml de
Tris 0,1 M, NaCI 0,1 M (pH=9,5) e MgCI2 50 mM, no
escuro e sem agitagao. Parou-se a reac¢do com TRIS
10 mM (pH 8,8) ¢ EDTA 1 mM. Utilizou-se
procedimento andlogo na incubagdo com antisoro de
coelho obtido de animal sensibilizado a P. judaica e
amavelmente cedido pelo Prof. Correia.

2.5.5 DESGLICOSILACAQ

Para desglicosilagao das glicoproteinas o hidrato de
carbono covalentemente ligado a cadeias polipeptidicas
foi removido por tratamento com acido
trifluorometanosulfénico®. Para tal, 100-200 mg de
glicoproteina liofilizada até a secura completa, foram
desglicosiladas por reac¢ao durante 2 horas com 50 ml
de TMS: anisole (9:1) num tubo imerso de gelo.
A proteina foi precipitada por adicdo de 1 ml de éter
dietilico: piridina (9:1) a -20°. Apos centrifugagao a
12000g durante 8 minutos, o sedimento foi
ressuspendido e dialisado durante a noite contra o
mesmo tampao para a remogdo do trifluoro-
metanosulfonato de piridina. Em virtude de precipitar
durante a dialise, a proteina desglicosilada foi
recuperada no sedimento, ap6s centrifugagao a 12000g
durante 8 minutos.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao clinica do doente alérgico a
Parietaria com analise de marcadores
imunolégicos de alergia

O grupo de doentes estudados apresentava uma
média de idades de 33.7+9.9 anos (15-59 A), sendo do
sexo masculino 47%. O inicio dos sintomas nestes
doentes ocorreu em uma média de idades de 21.8+10.1
anos tendo, alguns deles, iniciado sintomatologia apenas
aos 48 A. Foram encontradas manifestacoes de rinite
em 81% dos doentes (isolada em 31%), de asma em
66% e manifestacoes cutineas de urticaria e/ou eczema
em 17%.

Nos testes cutdneos de alergia (prick) o diametro
médio da histamina foi de 6.1+1.9mm e de Parietaria de
8.7+3.2mm. O valor médio de imunoglobulina E sérica
total foi de 400+366, tendo sido encontrados valores
que variavam de 11 a 1973 Ul. A IgE especifica a
Parietaria (CAP System-Pharmacia) apresentava em
todos os doentes uma classe superior a classe 3, com
um valor médio de 3.4+1.0.
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Foi observada alergia isolada a Parietaria em 24%
dos doentes. Nestes, os primeiros sintomas surgiram
em média aos 24.9+8.0 anos de idade e paraa [gE sérica
total foi encontrado um valor de 292 = 257 Ul. A IgE
especifica determinada também por CAP System-
-Pharmacia revelou uma classe média nestes doentes
de 3.4x1.1 e um didmetro médio de papula a Parietaria
por prick de 7.8+3.3mm.

Os doentes com sensibilizacao a acaros do pé
doméstico associada apresentavam sintomas mais
precoces (15.4+8.7 anos) e um valor de IgE sérica total
mais elevado, de 535+386 Ul. Embora estes dados se
afastem dos da populagao referida, o valor médio para
o Prick-Test realizado com 4caros foi inferior ao da
Parietdria (5.0x4.3mm), revelando clinicamente uma
marcada exacerbacio sazonal.

Os doentes tipados apresentavam uma média de
idades de 29.5+5.7 anos, reportando o inicio dos
sintomas aos 20.8+9.3 anos. Do ponto de vista clinico,
arinite foi diagnosticada em 89.7% dos casos, a asma
em 68%, a conjuntivite em 30,7% e finalmente os
sintomas cutaneos (urticaria e/ou eczema) em 13%.
Em Prick Test a papula da histamina apresentava um
didmetro médio de 5,1+1,5 mm e a da Parietdria de
8.4+2.4 mm. O valor médio de IgE sérica total foi de
401+328 KU/I e a média encontrada para as classes de
IgE especifica foi de 3.9+0.7.

Cercade umterco dos doentes referia sintomatologia
durante um longo periodo do ano, que se estendia desde
a Primavera até ao Outono; 25% situavam o periodo de
sintomatologia dominante a Primavera tardia, enquanto
os restantes apresentavam manifestagdes durante a
estacdo polinica das urticaceae, em combinagoes
varidveis, mais ou menos localizadas, e com algum
paralelismo com os picos de incidéncia
aeropalinolégica. Cerca de 70% dos doentes estudados
habitaram, em periodos significativos da sua vida, em
zonas rurais. Nenhum dos doentes referia habitos
tabdgicos, mas 50% apresentavam exposigao
profissional de risco, nomeadamente com actividades
profissionais na inddstria téxtil e na construgao civil.
Em antecedentes familiares foram observados estigmas
de atopia em 60% dos doentes.

A presenca de IgE especifica para a P. officinalis, P.
judaica e P. lusitanica, avaliada por testes cutaneos
(Prick Test) apresentavam os seguintes valores de
didmetro médio; histamina: 5.1+1.5mm; Po: 8.4%1.5
mm; Pj:8.4+1.5 ¢ Pl: 5.2+1.9 mm.

3.3 Tipagem H.L.A. classe II em doentes alérgicos
a Parietaria

A tipagem HLA-DR obtida com sondas genéricas,
foi efectuada em 50 individuos normais e 30 alérgicos
a Parietdria. A andlise da distribuicao de frequéncias
das especificidades DR (DR1 a DRI10) (Graf. 1),
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permitiu confirmar aumentos significativos de DR 11°
quando comparadas com as dos individuos normais
(22% vs 11% respectivamente), verificar as redugdes
de DR3 e de DR4, esta com significado estatistico, no
grupo de alérgicos.

%

25

20

15

10

Controlo(N=50)
B Doentes(N=30)

HLA - DR

Graf. 1 - Distribuicao de frequéncias HLA DR entre doentes
alérgicos as Parietaria lusitanica e controlos

* sem significado estatistico
** p<0.05

3.4 Determinacao dos niveis polinicos da regiao

Observaram-se as seguintes contagens polinicas no

periodo de 1 de Janeiro a 31 de Dezembro de 1993

2
(Graf. 2).
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Grafico 2

4.5 Fraccoes alergénicos da Parietaria lusitdnica
A electroforese do extracto de pélen de P. lusitanica,

revela a presenca de 10 bandas coradas com CBB (A).

Todas as bandas possuem PM que se situa entre 10.000

e 70.000 daltons.

O padrao de ligagao das proteinas

transferidas, por "imunoblotting", a IgE especifica dos
doentes doi muito heterogéneo. Contudo, das 5 bandas
identificadas (B) a situagao entre 10-17 KDa foi a mais
frequentemente detectada pelos soros testados.

A)

(B)
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A transferéncia simultinea de extractos de Parietaria
judaica e lusitanica paramembranas de N.C. e posterior
incubacao com IgE humana de doentes alérgicos
permitiu evidenciar uma reac¢ao mais intensa no
extracto de P. judaica, sendo reduzida a reaccao de
ligacdo revelada pela P. lusitanica. Quando, em
paralelo, a mesma experiéncia foi realizada com
transferéncia dos dois extractos para as respectivas
membranas de N.C. e submetidas a posterior incubagao
realizada também separadamente, ambos revelaram
um mesmo padrao electroforético e de ligacao IgE
ainda que, do mesmo modo fosse mais intensa a ligagao
as proteinas da P. judaica.

Com a adicao de antisoro de coelho a membrana de
N.C., observou-se uma ligacdo intensa as bandas
separadas por electroforese e reveladas por coloragao
com "Coomassie Brilliant Blue" em procedimento
anterior.

A desglicosilac@o nao provocou diferencas no padrao
electroforético em SDS-PAGE nem na capacidade de
ligacao IgE apds transferéncia para N.C.

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A investigacao em marcadores genéticos de atopia
desenvolveu-se perante evidéncias indiscutiveis de um
cardcter hereditario presente nesta patologia e
confirmado por estudos epidemioldgicos diversos®-®.
Os trabalhos de Cookson, que identificou o marcador
D11S97 do cromossoma 11 como estando associado a
esta sindrome, foram recebidos com algum entusiasmo
nos meios cientificos®. Outros grupos negaram a
existéncia desta associagdo noutras populacdes®*® e
mais recentemente tém vindo a ser procuradas
associacdes com genes que codificam factores soliveis
e moléculas de adesdo, produtos indiscutivelmente
implicados no fenémeno alérgico®®®’. Fundamental €,
também, a intervencao do sistema de H.L.A. no
processamento e apresentagido de antigénios do meio
com consequente activacao da cascata inflamatodria que
desencadeia doenga’***. Contudo, qualquer andlise
dirigida para esta associacdo requer um exacto
conhecimento do trinémio populacdo, ambiente e
alergénio.

Do ponto de vista clinico hé a realcar, no grupo de
doentes estudados, um inicio relativamente tardio dos
sintomas que, alids, se revelou mais acentuado nos
doentes que apresentavam polinose isolada a Parietdria.
A asmabrOnquica esteve presente num elevado nimero
de doentes e as manifestacdes cutdneas, embora menos
frequentes, atingiram valores pouco comuns noutras
polinoses. Estes dados estio de acordo com os
encontrados por outros autores'***%% que entretanto
nao avancam qualquer explicagao para os longos
periodos de sensibilizagao evidenciados para este polen.
Também noutras séries € destacada a elevada incidéncia
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de asma, na dependéncia da reduzida dimensao do
pélen e da poténcia alergénica dos seus constitutintes
proteicos!>**3. A andlise do comportamento de doentes
que se deslocaram para 4dreas onde a incidéncia
aeropalinoldgica € elevada e sem explicagao prévia ao
alergénio revelou uma correlagao positiva entre o tempo
de permanéncia nestas dreas e os valores de IgE
especifica, determinados no soro e por testes de
hipersensibilidade cutinea. Ao contrario, os autoctones
revelaram uma correlacao inversa entre a idade, e
consequentemente, a duracao da doenga, € a
hipersensibilidade ao poélen de Parietdria®. Esta
observagaosugere que a polinose, com traducao clinica,
resulta de um conjunto progressivo de alteracoes da
imunidade provavelmente constituido apds exposicao
ao alergénio.

Ainda, em relacdo as alteracdes imunoldgicas
séricas, observamos valores de IgE sérica total pouco
elevados, comparativamente aos nossos valores de
referéncia®, situando-se um grande nimero de doentes
dentro de pardmetros normais. Com efeito, esta
referenciada noutros estudos a existéncia de
concomitancia de valores séricos de IgE normais com
valores de IgE especifica comparativamente elevados.
As alteracdes produzidas por estes alergénios serao,
por isso, altamente especificas e dirigidas de modo a
eclodirem situagdes clinicas exuberantes.
A sintomatologia que, nalguns casos, tem um caracter
sazonal marcado, limitando-se a Primavera quando a
incidéncia aeropalinoldgica é maxima, pode apresentar
uma distribuicdo quase anual, estendendo-se até ao
final do Outono. Estas caracteristicas e a eventual
utilizacao com fins diagndsticos de extractos alergénicos
de mé qualidade tem conduzido a situagdes de
subdiagndstico®.

A necessidade cada vez maior da utilizacdo de
fraccoes alergénicas estandardizadas em diagnostico e
terapéutica constitui, sem duvida, o primus mobilis da
pesquisa antigénica que tem vindo a ser efectuada nos
tltimos anos. Epitopos determinantes em patologia
podem estar ausentes em extractos comerciais
comummente utilizados na pratica clinica’™. O estudo
da Parietaria constitui um desafio, pois o seu
comportamento afasta-se das restantes polinoses,
situando-se mais préximo de outros alergénios que
determinam sintomatologia peranual.

Pesquisas sobre a incidéncia polinica atmosférica
na regido Centro do pais foram iniciadas em 1978,
tendo sido utilizado, até 1981, o método gravimétrico
e a partir desse ano, utilizados também métodos
volumétricos’’. Existe um certo paralelismo nas
contagens efectuadas ao longo destes anos, com
pequenas variagdes anuais, dependentes principalmente
de variagOes meteoroldgicas. Ao longo de varios anos
vao ocorrendo variagdes mais pronunciadas, estas,
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naturalmente, ji na dependéncia de modificacoes da
flora regional e alteragdes urbanisticas operadas pelo
Homem”'. O calendario polinico de 1993, no respeitante
a0 género das Urticaceae, apresenta um pico polinico
muito reduzido em Setembro, comparativamente ao
observado em anos anteriores. Este facto pode
condicionar queixas por periodos mais restritos
observadas em alguns doentes estudados.

O protoplasto do grao de pélen estd fortemente
protegido por uma dura e espessa parede, a esporoderme.
Esta € constituida por duas camadas, uma mais interna
e eldstica, a intina e outra mais externa e fortemente
cutinizada, a exina. A intina é continua, espessada
apenas nas regioes coincidentes com as aberturas da
exina e a sua composi¢ao quimica é fundamentalmente
celulésico-péptica. A exina é muito resistente 2 ac¢io
de agentes oxidantes e acidicos e é constituida por
esporopolenina, substancia formada fundamentalmente
por duas fraccoes, uma lipidica e outra lenhinica, embora
esta fracgdo aromatica esteja "mascarada" pela fracgéo
lipidica. Além destas duas fracgdes, a exina contém
substincias pigmentares, que conferem ao pdlen
diversas coloragdes, e proteinas que intervém no
processo de fecundacao**’. O elevado teor proteico,
evidenciado pela composicao do pélen, justifica, sem
davida, a sua intervengao em processos alérgicos.

As duas espécies de parietdria mais frequentes,
judaica e officinalis, foram as mais exaustivamente
estudadas. E conhecida a significativa reactividade
cruzada existente entre os seus pélens, particularmente
em relacdo aos alergénios major'*'#*3%3  Qutras
espécies do grupo das Urticaceae tém merecido reduzido
interesse pela limitada capacidade alergizante que lhe
tem sido atribuida®. Este facto foi recentemente
questionado por um grupo de trabalho que descreveu a
existéncia de hipersensibilidade com tradugio clinica a
uma Urticaceae, a rami, sem reactividade cruzada com
Parietaria®.

A Parietdria lusitanica apresenta uma distribuicdo
significativa em toda a Europa central e mediterranica
sem nunca ter sido avaliada a sua capacidade
alergizante’*. A investigagdo mais recente tem vindo
a atribuir uma importancia crescente a epitopos menos
frequentes mas igualmente responsdveis no quadro
clinico de grupos populacionais restritos”. O conceito
de alergénio major, é meramente epidemioldgico e nao
traduz necessariamente a poténcia alergénica maxima
do extracto, ainda que reconhecido em mais de 70% de
doentes sensibilizados. Um objectivo claro da
investigacao, particularmente na vertente terapéutica é
a obtengdo de proteinas mais imunogénicas e com
menor grau de alergenicidade’. O trabalho
desenvolvido com a Parietdria lusitanica revelou
existirem neste poélen, proteinas alergénicas de baixo
pelo molecular. Porém, esta foi observada de forma
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menos constante que a descrita em ourtras espécies
encontrando-se uma grande heterogeneidade nas
respostas IgE especificas.

A intensidade de reacgao por teste de
hipersensibilidade cutanea (Prick) foi inferior para PI,
comparativamente ao observada com a Pj e Po, o que
foi interpretado como uma poténcia alergénica inferior.
Ainterpretagdo destes resultados pode suscitar dividas
j4 que nao dispomos de extractos comerciais
devidamente standardizados. Procurdmos ultrapassar
esta limitagao preparando a amostra com um contetddo
proteico conhecido e recomendado por grupos europeus
que tém vindo a trabalhar na identificacido e
caracterizagdo de novos alergénios seguindo o protocolo
previamente estabelecido”.

Geralmente, as membranas de nitrocelulose sio
utilizadas com o objectivo de reter as proteinas presentes
numa amostra inicial para estudo imunolégico
posterior’’.  Imobilizados nesta matriz as proteinas
tornam-se mais acessiveis a diversos ligandos.
A incubacdo simultdnea de soros de doentes com
amostras de Pj e Pl previamente separadas por
electroforese e transferidas para a membrana de
nitrocelulose revelou uma quase total transferéncia da
IgE marcada para o extracto de Pj. A experiéncia
realizada em paralelo utilizando cidmaras de
transferéncia separadas identificou as cinco bandas
alergénicas da Pl, sendo mais constante a situada entre
0s 10-17KDa, tal como foi observado para a Pj. Este
dado esta de acordo com a menor reactividade cutinea
manifestada para a Pl. Com efeito é indiscutivel que
existem proteinas alergénicas na Parietaria lusitanica,
com pesos moleculares varidveis, mas predominan-
temente baixos. Estas fracgoes proteicas terdo padroes
de migragao semelhantes e antigenicidade cruzada para
a Pj, mas aparentemente poténcia alergénica inferior.

O ensaio de desglicosilagdo comprovou que a
actividade alergénica se situa, claramente, na porcao
proteica a exemplo do que est4d descrito com outros
pélens’.

A associacao Doenga-H.L.A., além de nos permitir
definir grupos de risco, hipoteticamente importante na
area de prevengdo, fornece sem divida informacoes
preciosas para a compreensio da fisiopatologia e,
consequentemente, da intervencao terapéutica.
A associagdo positiva verificada com o HLA DR11°
adquire uma maior relevancia, na medida em que foi
igualmente verificada no conjunto de doentes também
alérgicos a Parietdria, que tém vindo a ser tipados em
Espanha e em Itlia, com metodologia semelhante e de
acordo com o protocolo de colaboracido estabelecido
com vista a realizar estudos genéticos de alergia em
grupos populacionais alargados™. Os doentes H.L.A.
DR4 e, aparentemente, os DR3 terdo alguma protecgao
em relagdo ao aparecimento desta panéplia
sintomatoldgica.
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ARTIGO ORIGINAL

Fenotipagem Linfocitaria na Vasculite

Urticariana

PEREIRA AC!, TODO-BOM A2 JULIAO MJ? SILVA MR¢, LOUREIRO AC? FARIA E!, PINTO-MENDES J%, CHIEIRA C¢,

ROBALO CORDEIRO AJA’

RESUMO

Na casuistica dos doentes portadores de Urticaria
Cronica Idiopatica da nossa consulta de Imuno-
-Alergologia, a Vasculite Urticariana, normo-
complementémica e com necrose e infiltrado da
parede do vaso por mononucleares linfdcitos,
apresenta uma prevaléncia de 20,9%. Considerou-
-se importante a caracterizacio laboratorial e
histol6gica nestes doentes, de modo a contribuir
parao esclarecimento fisiopatologico desta situacao.

Estudaram-se 14 doentes com Urticdria Cronica
Idiopatica, com diagndstico histolégico de vasculite
Linfocitaria, tendo sido submetidos a exame analitico
sanguineo (Leucograma, imunoglobulinas séricas
com IgE total, fraccoes do complemento e CH100,
marcadores reumatismais, ANA e estudo tiroideu),
testes cutaneos de alergia por "prick" teste para
alergéneos comuns e capilaroscopia peri-ungueal.
A partir de fragmento cutineo de reserva, em
parafina procedeu-se a fenotipagem linfocitaria pelo
método de Avidina Biotina/HRP (DAKO) para CD3,
CD45RO e CD20. Os resultados foram expressos
em nimero médio e percentual por limina e por
doente. O grupo controlo foi constituido por
5 doentes com o diagndstico de Urticaria Croénica
Idiopatica sem Vasculite.

Os resultados apresentam valores normais das
fraccoes de Complemento, determinacoes muito
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elevadas de IgE total (229+309,4KU/L), em doentes
nao atdpicos. O valor médio absoluto de linfocitos
por lamina foi significativamente superior ao grupo
controlo (43,3+25,2 e 15,3+6,2) respectivamente,
p=0,045). Na Vasculite Urticariana o valor
percentual médio de linfocitos CD3 (53,3+17,0%) e
CD45RO (53,1+19,4 %) foi coincidente e a presenca
de Linfécitos B activados de reduzida expressao
(6,8+4,3%). Emrelacao ao grupo controlo verificou-
-se que a valor percentual de CD3 ¢ significati-
vamente menor (25,6+2,9; p=0,0072), mas que sao
maioritariamente Linfécitos "primed", CD45RO
(91,2+12,9; p=0.0038), nao tendo sido observados
CD20+.

Considera-se que existem diferencas
significativas entre ambos os grupos, porém, nao
parece possivel, nesta fase, concluir pela existéncia
de entidades nosoldgicas distintas ou processos
evolutivos de uma mesma patologia.

PALAVRAS-CHAVE: Urticaria, Vasculite
urticariana, Linfocitos

SUMMARY

LYMPHOCITIC PHENOTYPING IN
URTICARIAL VASCULITES

Statistics concerning patients with Chronic
Idiopathic Urticariain our Immuno-Allergy outpatient
department show that urticarialvasculitis with normal
complement, necrosis and mononuclear infiltrate of
the vascular wall has a prevalence of 20%.
We considered the analytical and histological
characterization of these patients to be a valuable
contribution to the understanding of the
pathophysiollogy of this disorder.

The study group consisted of 14 patients with
Chronicldiopathic Urticaria, diagnosed histologically
as lymphocytic vasculitis. They were submitted to
blood tests (white blood count, serum
immunoglobulins, serum complement, CHI100,
Rheumatoid markers, ANA and thyroid studies), skin
prick tests and peri-ungueal cappilaroscopy.
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Lymphocitic phenotyping, using parafin embedded
skin fragments, was done by Avidin-Biotin-HRP
method for CD3, CD45R0O and CD20 (DAKO)

Results were expressed in mean number and mean
percentual values for each slide and patient. The
control group was made up of 5 patients with chronic
urticaria without vasculitis. Results show normal
values for serum complement and increase IgE,
without clinical or prick correlation. The mean
number of lymphocytes per slide was significantly
higher than the control group (43.3+ 25.2 and
15.3+ 6.2 respectively, p=0.045). In Urticarial
vasculitis, patients, the mean percentual of CD3
(53.3£16.95%) and CD45RO (53.7+19.42%)
coincided, while activated B lymphocytes were
decreased (6.8+4.29%). Control group results revealed
CD3 lymphocytesto be lower (25.57+2.91%, p=0.0072)
while priming Ilymphocytes predominated
(91.17+12.85,p=0.0038) and no CD20+ were observed.

Although significant diferences between the two
groups were found, it does not seem possible to
conclude, at this point, if we are in the presence of two
distinct disorders or different stages of the same
disease.

KEY WORDS: Urticaria, Urticarial vasculitis,
Lymphocytes

INTRODUCAO

A urticdria € cuma situacao clinica caracterizada
por vasodilatacao e aumento da permeabilidade vascular
cutdnea***. A exuberincia clinica nio encontra
correlagao com as diferentes formas histopatoldgicas
que podem ser observadas': edema da derme superficial,
perivasculite, vasculite necrosante, e uma variedade de
diferentes formas de inflamacao cutidnea.

A Urticaria Crénica, segundo Kaplan', caracteriza-
-se por fenémenos de perivasculite ndo necrozante,
com infiltrado de linfécitos® e acumulacao de
mastdcitos'>®. Estudos recentes destacam o predominio
de linfocitos T helper neste infiltrado. Aceitando a
existéncia em humanos dos sub-tipos de células T
helper (Thl e Th2) observados em ratinho”®,
compreende-se a impregnagao de mastocitos
dependentes de IL-4, produzida e sintetisada por
Linfocitos T Helper, predominantes no tegumento destes
doentes'. O linfécito cutaneo parece, pois, pela
capacidade de sintese de citocinas de activacao, inibigao
ou modulagao de outras células implicadas no processo
inflamatério e pela capacidade de integracdo e
comunicagao celular, deter uma importancia decisiva,
que nao a de simples expectador passivo, de todo o
processo evolutivo da Urticdria Crénica’.

A prevaléncia de Vasculite Urticariana nos doentes
observados na nossa consulta de Imuno-Alergologia
dos HUC € de 21,19% do total de doentes com esta
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patologia®. Ao contrdrio do descrito na literatura?,
todos estes doentes apresentaram infiltrado
necrosamente da parede do vaso, com predominio
absoluto de mononucleares linfocitos e, em todos eles,
verificaram-se valores normais de Complemento sérico.

Considerou-se pertinente a reflexao detes resultados,
procurando caracterizar sumariamente, a populacdo
celular linfocitdria nestes doentes e contribuir de algum
modo, para o esclarecimento da fisiopatologia desta
entidade. O melhor conhecimento de todos os
intervenientes celulares e biologicos interessados neste
processo, terd obviamente implicagdes terapéuticas
futuras (com utilizagao de farmacos mais adequados ao
controlo clinico) que a fase inicial dos nossos estudos
nao permite neste momento.

MATERIAL E METODOS

Doentes

Seleccionaram-se aleatoriamente 14:14 doentes,
ambos o0s sexos, com média de idades de 35,6x12,1
anos, com diagndsticos histolégico de Vasculite
Urticariana, de uma série de 105 submetidos a estudo
clinico, histolégico e laboratorial de Urticéria Croénica,
da Consulta de Imuno-Alergologia dos Hospitais da
Universidade de Coimbra.

Em todos eles nao foram identificados factores
desencadeadores ou etioldgicos, as manifestacdes
clinicas foram sobreponiveis aos restantes doentes sem
diagnoéstico histoldgico de Vasculite e a duragao média
da doenca foi 23+26 meses.

Para grupo controlo, foram seleccionados
aleatoriamente 5 doentes com diagnéstico histolégico
de Urticdria Crénica Idiopatica sem lesdes de vasculite
cutanea no fragmento de bidpsia.

Metodologia

Todos os doentes em estudo, foram submetidos ao
seguinte estudo:

1- Exames sanguineos

Procedeu-se a exames analiticos de sangue venoso

periférico, em simultdneo a realizacdo da bidpsia
cutinea, para os seguintes parametros:
* Hemograma e leucograma
* Imunoglobulinas séricas
* Fracgoes do complemento: CE e C4 e
determinacao de CH100
e Marcadores reumatismais: PCR, Factor
Reumatoide e Waller Rose
* Anticorpos antinucleares (ANA)
* Estudo tiroideu: T3, T4 ¢ TSH e AC antitiroideus
(anti-TMS e anti-HTG)
2 -Testes cutdneos de alergia por "prick” teste para
dcarosdo pédoméstico, faneras de animais domésticos
e polens de gramineas e parietdria.
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3- Capilaroscopia peri-ungueal sob microscopia
optica (Zeiss) com fonte de luz obliqua em ampliag¢ao
de 300 vezes.
4 - Fenotipagem linfocitdria em fragmento cutineo
de biopsia.
Todos os doentes foram submetidos a biopsia cutanea
no mesmo local (superficie volar do brago esquerdo),
segundo a técnica habitual (desinfeccdo local, anestesia
com Xilocaina (2,5cc) a 2%, corte com Punch Skin
Biopsy-8-mm-). Uma porcao do material de bidpsia foi
submetida a ultracongelacao a -70° e a restante
submetida a fixacdo em formal a 5%, seguida de
manipulacdo em parafina, coloracao com hematoxilina-
-eosina e finalmente observacao sob microscopia dptica
(Zeiss, ampliagao de 300 vezes).
O fragmento de reserva parafinado, foi submetido a
cortes finos com marcacao linfocitdria com anticorpos
monoclonais (CD20 e CD45RO0) e policlonais (CD3)
do Laboratério DAKO (A-452; M-742; M-755), pelo
método de Avidina-Biotina-HRP %
1 - Desaparafinacao e hidratacao
2 - Digestaoenzimatica (s6 para CD3) com protese
a 0,1%: 10 minutos

3 - Lavagem em PBS

4 - Incubacdo em H202 a 3% em dgua destilada:
15 minutos

5 - Lavagem em PBS

6 - Bloqueio das ligagbes nao especificas com

soro de porco normal: 20 minutos

7 - Aplicacao do anticorpo: 30 minutos

CD3 (DAKO A-452) 1/100 em PBS
CD45RO (DAKO M742)1/70 em PBS
CD20 (DAKO M755) 1/70 em PBS
8 - Lavagem em PBS
9 - Incubagdoem soro de porco anti-cabra, coelho,
ratinho, biotinilado (DAKO E453) 1/120 em
PBS: 30 minutos
10 - Lavagem em PBS
11 - Incubacao com Avidina/HRP (DAKO P 364)
1/400: 30 minutos
12 - Lavagem em PBS
13 - Incubacao com solugcao de substrato
cromogénico DAB-3mg/5ml de PBS+100ul de
H202: 10 minutos
14 - Lavagem com dgua destilada
15 - Contrastacdo com Hematoxilina de Meyer:
10 minutos

16 - Lavagem em dgua corrente, deixando azular

17 - Desidratacdo e montagem em meio sintético

18 - Marcacao a castanho das ligacdes especificas.

O controlo de qualidade, da marcacao linfocitdria,
foi efectuado em cortes de amigdala para os mesmos
anticorpos.
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5 - Leitura e resultados

A leitura das laminas foi efectuada em microscopia
Optica (Zeiss), com ampliacdo de 400 vezes, com
contagem de linfocitos cutaneos, em 3 campos
consecutivos da direita para a esquerda, sob monitor de
TV, sempre com os mesmos dois observadores em
simultdneo. O resultado final foi expresso em nimero
absoluto por ldmina, por marcador e em valor percentual
para cada marcador e em cada doente.

RESULTADOS

O leucograma apresentou valores dentro dos
pardmetros de referéncia (leucécitos 6,5=1,3G7L e
linfécitos 35,4+7,7%).

As imunoglobulinas séricas: IgG, IgA e IgM
apresentaram-se dentro dos valores normais (Fig. 1).

g/L
20

10

19G |§A ‘ >lg'M‘ B

p=0,025

Fig. 1 - Imunoglobulinas séricas

A IgE sérica total apresentou-se elevada (229,0+309,4
KU/L) em relagao ao grupo controlo (73,5+30,8KU/L)
(Fig. 2).

SEM YASCULITE

YASCULITE URTICARIANA

Fig. 2 - Imunoglobulina E, sérica, (CAP-System)
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As fraccoes de complemento (Fig. 3) sérico C4
(1,07+0,19g/dl) e C4 (0,24+0,02g/dl) apresentaram

g/L
2.0 EC3
1,5 - Ne}
1,0
0,5

YASC. SIYASC. YASC.

SIYASC.

Fig. 3 - Complemento sérico

valores médios dentro dos valores de referéncia,
apresentando dois individuos valores no limite inferior
do normal (C3=0,7g/dl e C4=0,13g/dl). Todas as
determinacdes de Ch100 apresentaram valores normais.

Os testes cutaneos de alergia foram positivos
somente em 1 doente para gramineas, sem correlacao
clinica. O estudo tiroideu, marcadores reumatismais
revelou-se normal. A capilaroscopia peri-ungueal foi
condordante com o estudo histolégico em um doente.

Quanto ao valor total médio de linfécitos por Limina
(Fig. 4) verificou-se, como seria esperado, aumento
marcado (43,3+25,2) e com significado estatistico em
relacdo ao grupo controlo (15,25+6,2).

He
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40 4
30 1
20 1
10 H

URTICARIA C. S¢ YASCULIT

YASCULITE

Fig. 4 - Nimero médio de linfécitos por lamina

Quando comparados ambos os grupos: Vasculite e
histologia normal (Fig. 5), o nimero médio de linfécitos
marcados nao apresentou diferenca estatistica
(T student) apés marcacao delular especifica para CD3
(33,0+£33,5¢4,3+2,6)e CD45R0O(21,1+19,2¢e 13,5+4,2)
(Fig.5); porém obtem-se diferenga significativa quando
analisados os valores percentuais dos linfécitos
marcados  positivamente (respectivamente:
53,31£16,95% e 25,57+2,91% para CD3; e
53,07+19,42% e 91,17+12,88% para CD45RO
(Fig. 6).
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Fig. 5 - Fenotipagem linfocitaria: Nimero médio de linfécitos marcados
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Fig. 6 - Fenotipagem linfocitaria: Valor percentual de linfécitos marcados

Dos 14 doentes com Vasculite Urticariana, 5 foram
estudados em fase activa de lesdes de Urticaria, mas
nao se observaram diferencas na tipagem linfocitaria
cutdnea em relagao aos doentes em periodo de aparente
remissao clinica (Fig. 7).

M intercrise
MM crise

CD45R0

Fig. 7 - Fenotipagem linfocitaria na vasculite linfocitaria em doentes em
periodo de remissdo e lesdes activas de urticaria.

DISCUSSAO

Nestes doentes, ndo foram encontrados valores
reduzidos das fracgdes do complemento sérico, tal
como as descrigoes cldssicas dos fendmenos de
Vasculite associados a Urticaria Crénica®!*!, mas, é
actualmente aceite, ainda por vezes em descrigcoes
clinicas isoladas ***, mas em nimero progressivamente
crescente, quadros de Vasculite Urticariana
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normocomplementémicos. O ndo consumo de fraccoes
de complemento sérico doentes poderia significar que
a Vasculite observada nestes doentes, seria resultado
de fenoémenos locais, mas a associa¢ao frequente de
Urticdria a fendmenos e patologia sistémica auto-
-imune'®, contraria de algum modo esta interpretagao.

Observaram-se determinacoes de IgE sérica em
concentracdo elevada, com significado estatistico em
relagao ao grupo controlo; ainda que o valor médio
neste grupo seja ele proprio elevado. Este valor nio
encontra correlagdo com a existéncia de parasitose
intestinal ouatopia. Estes resultados parecem confirmar
a importancia da IgE como imunoglobulina de
inflamacao®; ou hipoteticamente realgar, o fenémeno
de sintese em resposta e inumogenos mal caracterizados,
eventualmente autélogos, sob condi¢oes particulares.

Atendendo a um conjunto vasto de estudos>*2?7 o
mecanismo etiopatogénio na Urticaria Crénica, nao
parece de modo algum namaioria dos doentes, associado
a um fendémeno alérgico classico, na dependéncia dos
principais agentes alergénicos comuns. Se aimportincia
terapéutica dos anti-histaminicos H1 é indesmentivel,
antagonizando a libertacdo de Histamina Mastocitaria,
validando o contributo, fundamental desta célula neste
processo®?”? o mecanismo pelo qual essa
desgranulagao € processada sugere alguma controvérsia.
Aceita-se a desgranulagao®®?’ dependente de estimulos
fisicos, quimicos ou farmacoldgicos e, fenémenos
alérgicos cldssicos dependentes de IgE. Embora a
presenca de IgE especificas, para um conjunto vasto de
alergénos (4dcaros, faneras, pélens e alimentos) tenha
sido pesquisada nestes doentes?, a produtividade deste
secreening foi na maioria dos casos insuficiente no
esclarecimento etioldgico, mas do mesmo modo a
concentracdo sé€rica da IgE total apresenta-se em valores
elevados permitindo a conceptualizacao descrita
anteriormente.

A associagdo de Urticdria Crénica com patologia
reumatismal auto-imune, confirmada em varios
trabalhos'*!7"*) poderia sumariamente relacionar-se
com as formas histoldgicas mais graves nestes doentes.
Seria assim de esperar uma maior prevaléncia desta
patologia nos doentes com Vasculite Urticariana, mas
a andlise dos dados clinicos e seroldgicos (RA Test,
PCR e Waller Rose) revelaram-se negativos nesta série.
A ocorréncia desta patologia foi por nds ja observada’
mas foi independente da histologia cuténea,
nomeadamente de fendmenos de Vasculite.

Do mesmo modo, a associagdo ou a maior
prevaléncia de Tiroidite auto-imune sub-clinica em
doentes com Urticdria® nao apresentou relagao com a
observacao histoldgica.

A capilaroscopia apresentou produtividade
diagndstica muito modesta s6 descrevendo fendmenos
de Vasculite em um doente, pelo que a sensibilidade
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diagnostica € muito modesta, ndo devendo constituir
um exame de abordagem ou de controlo clinico nestes
doentes.

Neste estudo pretendeu-se caracterizar
sumariamente as populacdes linfocitarias dependentes
neste processo. A escolha dos marcadores baseou-se
na destringa de duas populacdes linfocitdrias T e B.
O linfécito B*' quer pela capacidade de apresentagio
antigérnica quer pela capacidade de sintese de
imunoglobulinas e mediadores celulares, poderia ser
de facto uma célula fundamental neste processo,
optando-se deste modo pela marcagao de células B
activadas, atendendo as concentragoes séricas elevadas
de IgE.

A caracterizagdo T foi decidida, nesta primeira
fase, pela marcagao do receptor de superficie CD3,
comum a todas as expressoes fenotipicas, e dentro
deste grupo a marcagao CD45RO, para descriminar as
células T de memoria®*2. Considerou-se no decurso
desta fase nao alargar a marcagao celular, de modo a
permitir, subsquentemente, uma maior ponderagio e
fenotipagem mais criteriosa.

Analisando o niimero médio de linfGcitos por IAmina
em ambos os grupos verificou-se, como seria esperado
um aumento significativo de linfécitos nos fragmentos
de bidpsia. Porém, a observagio em nimero médio
absoluto porldmina em relagdo a cada um dos fenétipos
linfocitarios em estudo, nao foi encontrado significado
estatistico entre ambos os grupos. A dispersido de
resultados, com desvios padrdo necessariamente
elevados impede a validagao estatistica.

Quando se procedeu a andlise dos resultados em
fun¢do do seu valor percentual em fungio do nimero
absoluto em cada lamina e para cada marcador,
obtivemos significado estatistico entre os dois grupos
em analise. Na Vasculite Urticariana observou-se um
valor percentual mais elevado de CD3 positivos, mas
inferior de Linfécitos T (CD45R0) ja sujeitos a priming
em relagdo ao grupo sem Vasculite. A presencga de
Linfécitos B activados foi observado em valor muito
reduzido nao estando presentes nos doentes do grupo
controlo (tal como o descrito na literatura').

A andlise dos resultados, na Vasculite Urticariana,
revela que aproximadamente 53% do nimero total de
Linfocitos presente no fragmento sdo células CD3+,
sendo de igual modo esse valor de células T de memoria.
Estes valores permitem suspeitar do envolvimento no
infiltrado de células naiff, ainda nao sensibilizadas a
antigénios dérmicos, endoteliais ou do suporte
conjuntivo do tegumento cutdneo. Considera-se ainda
possivel o contributo patogénio de células NK e LAK
quer pela capacidade intrinseca de lesdo vascular®?
quer pelo diferencial absoluto de mononucleares

linfécitos ndo marcados positivamente por
CD3 e CD20.
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Em doentes sem Vasculite a maioria de Linfocitos
T sao células de memoéria CD45R0 (91,2+12,9%).
Addiferenca percentual de Linfécitos CD3+ no infiltrado
peri-vascular € indiscutivel em relagdo ao grupo em
estudo, permitindo uma vez mais inferir da
responsabilidade de outras células na patogénese da
Urticaria. No inicio deste trabalho, e em ambos os
grupos, era esperado um valor mais significativo de
Linfécitos CD3 positivos; o resultado encontrado podera
justificar-se pelo emprego de um anticorpo policional,
devendo por isso submeter-se a confirmagio, em
marcagOes subsequentes.

O sistema imune cutdneo representa um local
preferencial ao estabelecimento da populacao
linfocitaria priiming, resultante da recirculagdo de
linfécitos, em consicoes fisioldgicas e de homeostasia®,
tendo-se observado esse predominio em doentes do
grupo controlo.

No conjunto estes resultados sugerem a contribuicao
indiscutivel do Linfécito T na fisipatogenia da Urticaria
Crénica com ou sem fendémenos de Vasculite
cutdnea**. Considera-se deste modo que a lesdo
vascular serd provavelmente resultante de
citotoxicidade celular, na dependéncia de Linfécitos
(T e eventualmente NK e LAK), dado o indiscutivel
predominio em 4reas lesadas e a capacidade de
desencadear e perpectuar este tipo de fendmenos.

Refere-se ainda que, num doente observamos
Linfécitos T, CD3 positivos entre os queratindcitos dos
extractos basais da epiderme. Esta observagao ainda
que necessitando de confirmagao posterior, podera
realgar o contributo do queratinécito* na fisiopatologia
da Urticaria, sabendo que se trata do maior pool
fisioloégico de IL1, de importincia fundamental na
amplificacao do fendmeno inflamatdrio e recrutamento
de outras c€lulas elas proprias também implicadas na
inflamacao.

Este estudo confirma a importancia da realizagao
do estudo histolégico em doentes portadores de Urticaria
Cronica, pois que as altera¢des neles encontradas, sdo
efectivamente em ndmero e expressao significativa,
nomeadamente a Vasculite Urticariana, com
repercussdo clinica sobreponivel aos restantes doentes.
Porém, mesmo no estudo histolégico de doentes sem
fenémenos de Vasculite (infiltado e necrose da parede
do vaso), os fendmenos de Peri-Vasculite foram uma
observagao quase constante, com predominancia pelos
pequenos vasos da derme superficial e em dreas peri-
-anexiais. Este facto, sugere de algum modo, que todo
e qualquer processo clinico de Urticaria Crénica
Idiopética € de alguma forma um processo evolutivo de
vasculite cutanea®*, mas que a propria evolugdo clinica
e celular dindmica cursard, eventualmente,com periodo
de estabilizacao vascular dependente de mecanismos e
factores nao caracterizados e mal defenidos. Porém, a
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populagio celular nos dois grupos em estudo apresentam
diferencgas reais e estatisticamente significativas, pelo
que fisiopatologicamente poderao constituir duas
entidades distintas, ainda que com expressao clinica
sobreponivel.

Considera-se relevante a persecucdo de novos estudos,
abordando a vertente celular na Urticaria Crénica, de
modo a uma melhor caracterizagao fisiopatolgica que
permitird  seguramente novas abordagens
terapéuticas?®*7%,
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Heterogeneidade Clinica da Deficiéncia
de IgA: Associacdo a Deficiéncia de
Subclasses de IgG ou de
Imunoglobulinas Secretoras?

JOSE LUIS PLACIDO*, LUIS DELGADO**, M. ABILIA BODAS***, TERESA NUNES**** LUISA VAZ#**%*

J.A. FLEMING TORRINHA**** %%,

RESUMO:

A deficiéncia de IgA é a imunodeficiéncia
primaria mais comum, sendo frequentemente
observada em individuos completamente
assintomaticos mas podendo também apresentar
manifestacoes clinicas graves, sobretudo de natureza
infecciosa, atépica ou auto-imune. Em trabalho
anterior confirmiamos a heterogeneidade da
apresentacio clinica desta imunodeficiéncia,
particularmente em relacdo as infeccoes
respiratorias. Neste trabalho foi nosso objectivo a
quantificaciio das subclasses de IgG e a determinacio
de IgA e IgM na saliva, na hipétese de deficiéncias
associadas de subclasses de IgG e imunoglobulinas
secretoras, poderem justificar a variabilidade da
apresentacao clinica destes doentes. Nio
encontramos em nenhuma das criangas deficiéncias
de subclasses de IgG. Verificaimos, contudo, niveis
significativamente mais elevados de IgG1 e de IgG2
(em valores absolutos e percentuais) no grupo de
criancas com deficicéncia de IgA, comparativamente
ao grupo controlo. Das sete criancas com deficiéncia
de IgA e IgA indetectivel na saliva (78%), s6 numa
delas nao foi possivel quantificar a IgM na saliva.
Nas 6 criancas do grupo controlo a IgA estava
sempre presente na saliva. No entanto, nao
encontrimos correlacdo significativa entre as
imunoglobulinas salivares e o nimero de infec¢oes
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oude internamentos. Relativamente as imunoglobu-
linas séricas, apenas encontramos uma correlacao
entre a IgG1 e o nimero de epsodios infecciosos.
Neste grupo de doentes, nem as variacoes
quantitativas das subclasses de IgG nem a existéncia
de IgA e IgM na saliva, parecem explicar a presenca
de doentes com infeccoes respiratérias recorrentes
e graves, a par de outros priticamente
assintomaticos. Estudos futuros dirigidos a avaliacao
de outros aspectos da resposta imune poderio
contribuir para uma melhor definicao da
heterogeneidade clinica destes doentes.

PALAVRAS-CHAVE: Deficiéncia de IgA,
heterogeneidade clinica, subclasses de IgG,
imunoglobulinas secretoras.

SUMMARY

IgA deficiency, the most common primary
immunodeficiency can be seen in asymptomatic
individuals orin patients with severe infeccious, atopic
or autoimmune diseases. In a previous work we
confirmedthe clinical heterogeneity of IgA deficiency,
particularly in relation to respiratory infections. It
has been suggested that some patients with IgA
deficiency may have other associated immune defects
that may underlay a more severe clinical presentation,
such asthe presence of IgG subclasses deficiencies or
the absence of compensatory secretory
immunoglobulins. To study this hypothesis we
quantified 1gG subclasses and salivar IgA and IgM.
We did not found any associated IgG subclasses
deficiency, butIgG1 andIgG2 levels were significantly
higher in patients with IgA deficiency in comparison
with controls. A significant correlation was found
between IgG1 and the number of infections. Six of
7 children with IgA deficiency and absence of salivary
IgA (78%) had salivary IgM. All 6 chidren from the
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control group had salivary IgA. However, no
significant correlation were observed between salivar
imunoglobulins andthe number of infeccious episodes
or hospitalar admissions. In this study, neither
quantitative changes in IgG subclasses nor the
existence of salivary IgA and IgM, seem to explain the
presence of patients with severe respiratory infections
or asymptomatic in IgA deficiency. The future
evaluation of other aspects of the immune response
may contribute to a better definition of the clinical
heterogeneity of these patients.

KEYWORDS: IgA deficiency, clinical hetero-
geneity, IgG subclasses deficiency, secretory immuno-
globulins.

INTRODUCAO:

A deficiéncia de IgA, também designada por
deficiéncia absoluta ou selectiva de IgA é definida por
niveis séricos de IgA inferiores a 5 mg/dl. E a
imunodeficiéncia primdria mais comum, com uma
incidéncia que tem sido referida entre os 1:300 ¢ 1:3000,
dependendo da populacdo estudada'. Mais
recentemente, individuos com IgA sérica superior a
5 mg/dl mas abaixo de dois desvio-padrao da média
prevista para a idade, t€ém sido considerados como
portadores de deficiéncia parcial de IgA, sendo esta
uma situagdo habitualmente transitoria e possivelmente
na dependéncia de um atraso na maturagao da imunidade
humoral®*.

O significado clinico da deficiéncia IgA continua
por esclarecer, pois se por um lado ela € frequentemente
detectada em individuos completamente assintomaticos,
por outro, pode estar associada a manifestacoes clinicas
importantes e graves, particularmente de natureza
infecciosa, atdpica, autoimune ou mesmo neoplasica'?.
Em trabalho anterior ao rever as manifestagoes clinicas
de criangas com deficiéncia de IgA, verificimos que
estas apresentavam um nimero significativamente mais
elevado de infeccoes respiratorias comparativamente a
um grupo controlo, constituido por criangas com IgA
sérica abaixo da média prevista para a idade. Contudo,
no grupo com deficiéncia de IgA, encontrdmos criancas
completamente assintomdticas a par de outras com
infeccdes recorrentes e graves, que motivaram o
internamento hospitalar nalguns casos, confirmando a
este nivel a variabilidade da sua apresentagao clinica *.
A heterogeneidade clinica da deficiéncia de IgA tem
sido objecto de estudo e algumas hipdteses tem sido
avancadas®™®. Em primeiro lugar, a presenca de déficites
concomitantes de subclasses de IgG, principalmente de
IgG2 e 1gG4, poderia explicar a recorréncia € maior
gravidade de infecgdes nalguns doentes™”. Por outro
lado, a demonstracao da sintese local de IgM % e a sua
presenga nas secreccoes salivares de individuos
assintomdticos’, tem levantado a hipdtese desta
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imunoglobulina assumir um papel compensatério na
protec¢ao contra as infecgoes em alguns dos portadores
desta imunodeficiéncia.

Neste trabalho foi nosso objectivo a
quantificagao das subclasses de IgG e a determinacao
de IgA e IgM na saliva, na hipétese de deficiéncias
concomitantes de subclasses de IgG ou alteragdes a
nivel das imunoglobulinas secretoras, poderem justificar
a variabilidade da apresentacdo clinica reconhecida
nos nossos doentes.

DOENTES E METODOS

Doentes:

Em trabalho anterior estudamos 19 criancas enviadas
a uma primeira consulta por suspeita de deficiéncia de
IgA e que foram avaliadas em relagcdo as suas
manifestacdes clinicas ao longo dos dois anos
subsequentes ‘. No estudo actual incluimos 17 dessas
criancas, das quais 9 (média de 7 = 4,8 anos) tinham
efectivamente deficiéncia de IgA (D-IgA),
comparativamente a 8 (média de 5 = 2,3 anos) que
tinham apenas valores “baixos” de IgA sérica
(VB-IgA) (mediana de 26 mg/dl), isto é, valores abaixo
da média prevista para a idade de acordo com valores
de referéncia publicados!®. Os dois grupos nao diferiam
significativamente em relagcdo a idade média
(Quadro I) e nenhuma destas criangas apresentava
deficiéncia associada de IgG ou IgM (Quadro II).

Métodos:

Em todas as criangas, a colheita de amostras de
sangue e saliva foi efectuada na auséncia de
intercorréncias infecciosas. Foram realizadas pelo
menos duas determinacoes de IgA sérica, sendo uma
realizada inicialmente e a outra ao fim dos dois anos de
avaliacdo. A quantificacdo das imunoglobulinas séricas
foi realizada por nefelometria (QM 300 Sanofy Pasteur
Diagnostics®). O doseamento de subclasses de IgG foi
efectuado recorrendo a um método comercializado de
imunodifusao radial de dilui¢ao dnica, com leitura as
72 horas, calibrado com um soro referéncia da
Organizagao Mundial de Saide (WHO 67/79) e outro
do Reino Unido (UK SPS-01), utilizando antissoros
policlonais monoespecificos em gel de agarose
(The Binding-Site, Birmingham, UK®). Considerdmos
como deficitarios, valores de subclasses de IgG abaixo
de dois desvios padrao dos valores de referéncia
publicados .

As amostras de saliva foram colhidas
respectivamente nas criangas com idade superior e
inferior a 5 anos, por meio de uma seringa ou
directamente para um tubo de ensaio. Nao se efectuaram
estas determinacoes em duas criangas com VB-IgA,
por nao ter sido possivel obter a sua colaboracao na
colheita de saliva. A quantificacao de IgA e IgM na

REV. PORT. IMUNOALERGOL - JULHO / SETEMBRO /1995



Quadro I

Idade Sexo IgA (mg/dl) Sintomas N2 infecgoes Internamentos
respiratorios Terapéutica | Giardfase | Atopia respiratorias hospitalares
1991 1992 TRI TRS 1991 1992 1991 1992
1 12 F <5 <5 ab $,0 b,s - sim 9 8 3 2
2 7 M <5 <5 - o,p - sim i 1 1 1
3 4 M <5 <5 ab o,p q,s - - 6 6 - -
4 14 F <5 <5 ab o,p b,s sim sim S5 i 1 -
5 7 M <5 <5 ab 0 s sim sim 6 5 - 1
6 11 F <5 <5 - o,p - sim sim 4 5 - -
7 3 M <5 <5 ab [ s sim - 1 - -
8 3 F <5 <5 ab - q,8 - - 3 4 - -
9 16 M <5 <5 - o,p - - sim 2 3 - -
7.0+ 48 - - - n=6 - - n=4 n=6 n = 76** np=9
1 10 M 50 68 ab - t - - 2 3 - -
2 3 M 15 26 - 0 - sim - 1 - 1 -
3 S5 F 29 29 - - - - - 1 - - -
4 7 F 12 26 - - - sim - - - - -
S 3 M 20 28 - - - - sim - - - -
6 S5 F 32 41 ab 0 s - 8 2 - -
7 S M 26 35 ab - q,8 - - 7 3 2 1
8 4 M 26 45 ab 0 q,8 - sim 2 1 - -
50x23 - 26 (12-50)* | 32 (26-68)* | n=4 - - n=2 n=2 n = 30** n=4

ab: asma bronquica; o: otite média; f: faringite; s: sinusite; b: beclometasona; s: salbutamol; q: quetotifeno; t: terbutalina;
TRI: tracto respiratorio inferior; TRS: tracto respiratorio superior; */* p = 0,02; **/** p = 0,05.

Quadro I - Manifestagoes clinicas das 17 criancas. A idade média nao diferia significativamente entre os dois grupos. No grupo de criangas com valores de IgA
abaixo da média prevista, esta imunoglobulina apresentava uma subida significativa entre a primeira e a Gltima quantificagao, efectuada dois anos depois
(*/* p=0,02). Verificamos durante estes dois anos de avaliagao um nimero significativamente mais elevado de infecgdes respiratérias nas criangas com deficiéncia

de IgA: mediana 9 (1-17) versus 2 (0-10), p = 0,05 (**/**).

saliva foi efectuada por nefelometria, método que
necessitando de pequenos volumes de amostra, nao
obriga a estimulagao de secrecgao salivar. Uma vez que
as propriedades fisico-quimicas da IgA secretora '*sao
distintas da IgA sérica, os valores obtidos foram apenas
considerados como relativos e com a finalidade de
comparagao entre os dois grupos. Assim a IgA e IgM
na saliva sd3o consideradas como positivas quando
superiores a 1,4 mg/dl, correspondendo ao limite de
sensibilidade do método e padrao utilizado.

Analise estatistica

Os resultados sdo expressos em média aritmética
+ desvio padrdo, excepto quando assinalado. Na
comparagao de varidveis entre os dois grupos utilizamos
o teste de Mann-Whitney e no estudo da correlagao
entre elas o teste de Spearman. Na comparagao da
evolucao do valor de IgA dentro do mesmo grupo
utilizdmos o teste de Wilcoxon. Foi considerado com
significado estatistico um p < 0,05.

RESULTADOS

Manifestacoes clinicas:

Relativamente as manifestacoes clinicas,
encontramos um numero significativamente mais
elevado de infecgdes respiratérias, no grupo com
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D-IgA (p = 0,05) responsavel por 9 internamentos
hospitalares (pneumonia em 8 dos casos) e com 44,5 %
dos doentes a preencher os critérios de Plebani para
infeccoes recorrentes (7 ou mais episédios de infeccoes
do tracto respiratorio superior e/ou inferior num ano,
ou a presenca de 5 ou mais episédios em dois anos
consecutivos) . No entanto, constatimos também que
22 % destas criancas tiveram menos de duas infec¢oes
durante igual periodo e sem outras manifestacoes
clinicas associadas (Quadro I). Infeccoes recorrentes
estavam igualmente presentes em 25 % das criancas
com VB-IgA

O grupo de criangas com D-IgA apresentava
também maior prevaléncia de asma bronquica (67 %
versus 50 %), atopia (67 % versus 25 %) e Giardiase
(45% versus 25 %), embora sem diferencas
estatisticamente significativas (Quadro I).

Imunoglobulinas :

Nenhum dos doentes apresentava valores séricos de
IgG e IgM abaixo dos limites de referéncia (Quadro II).
Verificdmos no grupo com D-IgA, a existéncia de
quatro criangas com valores de IgG sérica superiores
aos limites de referéncia (>1800 mg/dl), assim como
valores significativamente mais elevados de IgG
(mediana de 1788 versus 1190 mg/dl, p = 0,01) e de
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IgM (mediana de 130 versus 79 mg/dl, p = 0,03),
comparativamente ao grupo com VB-IgA (Quadro II).
Neste grupo verificimos que ao fim de dois anos, sete
das oito criangas apresentavam uma significativa
elevagao sérica desta imunoglobulina, comparativa-
mente a determinagao inicial (mediana de 26 + 11,8
versus 32 = 17,5 mg/dl, p = 0,02). Todas as criancas
com D-IgA mantinham a IgA indosedvel (Quadro I).
Cinco criangas com D-IgA e uma com VB-IgA
apresentavam valores de IgE acima de 120 kU/L,
contudo sem diferencas significativas entre os dois
grupos.

Subclasses de IgG:

Nao encontrdmos nenhuma das criangas com
deficiéncia de subclasses de IgG (Quadro II). No grupo
com D-IgA, seis doentes tinham valores de [gG1 acima
dosvalores de referéncia (superiores a dois desvios padrao),
verificando-se uma correlagao significativa entre

(r, = 0,58 p = 0,02). Niveis significativamente mais
elevados de 1gG1 (mediana de 1320 versus 944 mg/dl,
p=0,02) e deIgG2, queremvalores emabsolutos (mediana
de 385 versus 119 mg/dl, p = 0,003) quer em valores
percentuais (21 versus 11,7 %, p=0,03), foram observados
no grupo com D-IgA. Nas criangas com VB-IgA nio
encontrdmos alteragOes das subclasses de IgG.

IgA e IgM salivar:

Verificdmos que das sete criangas com D-IgA e I[gA
indetectavel na saliva (78 %), s6 numa delas nao foi
possivel quantificar a IgM. As duas criangas deste
grupo com presenca de IgA na saliva nao tinham IgM
dosedvel. No entanto, ndo encontramos qualquer
correlacao entre estes resultados e o nimero de episédios
infecciosos ou de internamentos. Nas 6 criancas com
VB-IgA, esta imunoglobulina estava sempre presente
nasaliva, enquanto a IgM foi simultaneamente doseével

esta subclasse (mg/dl) e o nimero de infecgoes em duas destas amostras.

Quadro I
Soro Saliva Subclasses de IgG
Doentes %o
IgG IgM IgE IgA IgM mg/dl
(mg/dl) (mg/dl) &U/L) (mg/dl) (mg/dl) IgG1 IsG2 1gG3 I1gG4
1 1336 70 40 <1,4 2.8 73,9 % 19,1 % 6,2 % 0,8 %
1030 266 85,7 11
2 1147 130 1691 <1,4 25 852 % 8,8 % 42 % 1,8%
1030 106 50,9 22,3
3 1376 65 1109 19,9 <1,4 70,6 % 233 % 37% 0,4 %
972 321 50,9 321
4 1748 191 37 <14 <1,4 69,4 % 28,3 % 22 % 0,1 %
1360 555 43,7 19
5 2879 164 184 10,8 <1,4 80 % 14 % 4% 2%
2309 412 104 33
6 2379 197 368 <1,4 <1,4 2% 25,5 % 32% 0,1 %
1850 663 82,8 1,6
7 1788 101 14 <1,4 39 61 % 36 % 3% 0,1 %
1092 645 46 4
8 2104 128 41 <1,4 2:1 179% 16,4 % 38% 1,9 %
1580 334 77 36,9
9 1835 203 1246 <1,4 4,9 2 % 21 % 3% 0,6 %
. 1320 385 35 11
Mediana 1778* 130** 184 - = 72 (61-85) 21 (9-36)°° 3,7(2,2-6,2) 0,6 (0,1-2,0)
(Min-Méx) | (1147-2879) (65-203) (4-1691) 1320(972-2700)° | 385 (106-663)°°° 55 (44-104) 11,0 (1,6-55,0)
1 1391 43 43 22,6 <1,4 80,8 % 15,4 % 1,6 % 22 %
1130 216 22,3 31
2 640 98 61 Nao Nao 85,6 % 11,2 % 29 % 0,3 %
efectuada | efectuada 585 76,6 20,4 1,6
3 1135 78 106 32 <1,4 83,9 % 10,1 % 51% 0,9 %
797 96 48,5 7.7
4 1244 122 202 39 15 75,9 % 15 % 6,5 % 2,6 %
972 192 83 32,1
S 909 80 35 8,6 <1,4 2% 24 % 2% 2%
657 214 16 22
6 1433 85 18,8 179 2,8 87,9 % 7,2 % 4,7 % 0,2 %
1300 106 68,9 2,6
7 1394 78 24 153 <1,4 85 % 8% 4% 4%
1188 107 49 50
8 1025 51 25 Nao Nao 81 % 12,1 % 35% 1.2%
cfectuada | efectuada 915 130 37,3 12,3
Mediana 1190* 9 39 83 (72-88) 12 (7-24)°° 3,7 (1,6-6,5) 1,6 (0,2-4,0)
(Min-Mix) | (640-1433) (43-122) (19-202) - - 944 (585-1300) 119 (77-216)° 43 (16-83) 17,1 (1,6-50,0)

Quadro II - Resultados da determinagio da IgG, IgM e IgE séricas, IgA e IgM na saliva e quantificaciao das subclasses de IgG. O grupo de criangas com
deficiéncia de IgA apresentava niveis séricos de IgG (*/*- p=0,01) e IgM (**/**- p=0,03), significativamente mais elevados relativamente ao grupo com valores
de IgA abaixo da média. Por outro lado, o grupo com deficiéncia de IgA, tinha niveis significativamente mais elevados de IgG1 em valores absolutos (¢/* - p=0,02)
e de IgG2 quer em valores percentuais (**/** - p=0,03), quer em absolutos (**+/**+ - p=0,003).
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DISCUSSAO

A D-IgA apesar de ser a imunodeficiéncia
primdria mais comum, continua a pdr-nos perante
questoes ainda nao completamente esclarecidas. Em
primeiro lugar, a defini¢cdo dos valores de referéncia
para a populacao pedidtrica, especialmente para as
criancas com menos de dois anos de idade, nao esta
ainda bem estabelecida, apresentando diferencgas
importantes entre as diversas séries publicadas'™!*16,
Factores como diferentes métodos de quantificagao e
seleccao das amostras, ou simplesmente o diferente
tratamento estatistico no célculo destes limites de
referéncia, tém sido apontados como possiveis causas
destas diferengas '*'>. No nosso estudo, todas as criancas
tinham mais de trés anos de idade facilitando a defini¢ao
dos verdadeiros défices. Por outro lado, na auséncia de
valores de referéncia conhecidos para a populacdo
portuguesa, optamos por utilizar os valores publicados
num livro de texto de Pediatria'!, confirmando contudo,
que os valores de IgA sérica apresentados pelas criangas
com VB-IgA se enquadravam também dentro dos limites
de referéncia definidos por outras séries *'°.

Oito das criangas tinham sido enviadas a consulta
pelo seumédico assistente com suspeita de deficiéncia,
por apresentarem niveis “baixos” de IgA. Apresentavam
apenas IgA sérica abaixo da média prevista para a
idade, embora sempre acima de 5 mg/dl e nenhum deles
se pode definir sequer como deficiéncia parcial de IgA.
Em relagdo a determinacéo efectuada dois anos depois,
observdmos uma subida significativa dos seus valores
séricos, confirmando que a presenca destes valores
“baixos” por sis6 nao apresentasignificado patoldgico.
Tal como na deficiéncia parcial de IgA, para a qual se
tem verificado em média pelos 14 anos a normalizagao
dos seus niveis séricos 13 esta situacdo € transitoria
e corresponde habitualmente a um atraso na maturacao
da imunidade humoral. Pelo contrdrio a D-IgA tende
a ser persistente, mesmo nos individuos assintoma-
ticos'’, sendo contudo necessarios estudos longitudinais
mais prolongados para aferir do seu cardcter de
irreversibilidade.

Outro aspecto importante ainda ndo completa-
mente esclarecido relaciona-se como significado clinico
e prognostico desta imunodeficiéncia, uma vez que ela
se pode apresentar como uma forma grave de doenga
atopica, infecciosa ou auto-imune, ou por outro lado,
ser completamente assintomatica. No nosso trabalho
esta heterogeneidade foi aparente sobretudo em relacdo
aos episodios infecciosos, ja que 44,5 % das criangas
tinham infec¢oes respiratdrias recorrentes, por vezes
graves e motivando internamento hospitalar, enquanto
outros 22% apresentavam durante os dois anos de
avaliacao menos de duas infecgdes registadas, sem
outra sintomatologia associada.
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Em nenhuma das 17 criangas incluidas neste
estudo havia histéria anterior de uso de farmacos
(fenitoina ou outros anticonvulsivantes, sulfasalazina,
penicilamina), transplante de medula 6ssea ou
esplenectomia, situagdes implicadas como causas
iatrogénicas de D-IgA*. Nao encontrdmos igualmente
nestes doentes a presenga de doengas auto-imunes,
apesar de ser um achado importante noutras séries
(variando entre os 7 e 36 %), principalmente a artrite
reumatdide e o ldpus eritematoso sistémico’?2.
A explicagao para esta associacdo parece residir
principalmente na perda de eficdcia da barreira mucosa,
permitindo a excessiva absorgdo de antigénios
exogenos, embora factores genéticos possam também
estar implicados, dada a associagdo destas duas
entidades clinicas a determinados genes do sistema
MHC. A absorgio destes antigénios exdgenos poderia
levar a estimulagido da autorreactividade por
reactividade cruzada com autoantigénios, pela formacao
de imunocomplexos ou através da activagao policlonal
dos linfécitos B e/ou T '®. No entanto nenhuma destas
hipéteses explica a razao pela qual certos doentes com
D-IgA desenvolvem doengas autoimunes e outros nio.
Neste estudo inicial encontramos uma maior prevaléncia
de Giardiase, de atopia e de asma alérgica nas criangas
com D-IgA, o que também tem sido referido por diversos
autores'>. A perda da fungao de barreira permitindo um
acesso mais fécil e precoce de alergénios ambienciais
através das mucosas, poderia também ser responsa-
bilizada por este processo de sensibilizagao'!*.

Procurando explicar esta heterogeneidade clinica
da D-IgA com base na associagao a outras alteragdes da
imunidade humoral, procedemos a quantificacdo das
subclasses de IgG e a determinagao de IgA e IgM na
saliva. Na crianca, os valores normais das subclasses
de I1gG s6 se aproximam dos do adulto na puberdade e
em tempos diferentes para cada uma delas!'. Na
populagao pediatrica, a quantificacdo de subclasses de
IgG é dificultada pela auséncia de valores de referéncia
para o método utilizado'®. A comparacao dos resultados
obtidos foi entao efectuada em relagao a uma das séries
publicadas, que embora utilizando a electroimuno-
difusao'!, apresenta resultados semelhantes a outros
que recorreram o radioimunoensaio *°, excepto para
a IgG4 cuja valorizacdo clinica continua a ser
controversa’'’.

Nenhuma destas 17 criangas apresentava
deficiéncia de subclasses de IgG. No entanto, quando
compardmos os dois grupos, encontrdmos valores
significativamente mais elevados de IgG2 no grupo de
criangas com D-IgA, havendo também neste grupo seis
criangas com valores de IgG1 superiores aos valores de
referéncia. Verificou-se igualmente uma correlacdo
entre os niveis de IgGl e o nimero de episddios
infecciosos. A IgG e IgM séricas tiveram também um
comportamento semelhante, apresentando-se
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significativamente mais elevadas no grupo com défice
de IgA. Sabendo que a IgG1 € o isotipo predominante
na defesa contra antigénios proteicos, viricos ou
bacterianos, enquanto a IgG2 estd principalmente
envolvida na resposta a polissacarldeos bacterianos 2!,
as alteragoes encontradas em relagao a IgG e suas
subclasses, estarao possivelmente na dependéncia de
uma estimulacao antigénica crénica motivada por
infecgdes recorrentes, principalmente de natureza
bacteriana.

A IgA € a imunoglobulina maioritdriamente
encontrada nas secreccdes mucosas, actuando
activamente a este nivel na defesa contra infeccoes 2.
A IgA secretora, sintetizada sobretudo localmente,
apresenta propriedades fisico e imuno-quimicas
distintas da IgA sérica, principalmente explicadas pelas
suas diferencas estruturais e pela presenca do
componente secretor *. Além da neutralizacido de
toxinas e enzimas, estimulacdo da lactoperoxidase e
opsonizagio, actua também como uma antiadesina "%
Controla a resposta inflamatoria ao ligar-se aos
antigénios exogenos impedindo a sua absorcdo pelo
tracto gastrointestinal e respiratorio, participando na
remoc¢ao de imunocomplexos circulantes pelo sistema
hepatobiliar, competindo com a IgG e [gM na activagao
do complemento (a IgA contrariamente a estas duas
imunoglobulinas tem um papel discreto nesta fungao,
resumindo-se a activagao da via alterna e parando esta
geralmente com a clivagem de C3) e inibindo a migracio
de polimorfonucleares para os locais de inflamagio 2.
Habitualmente os individuos com deficiéncia de IgA
sérica apresentam igualmente auséncia de IgA nas
secreccoes, apesar dos mecanismos envolvidos na sua
sintese a estes dois niveis, serem provavelmente
diferentes **. A demostragao da sintese de IgM ao longo
da mucosa das vias respiratdrias superiores®, a detecgio
de IgG e IgM na saliva de doentes assintomdticos com
deficiéncia de IgA e a existéncia de uma correlagao
entre os niveis destas duas imunoglobilinas nas
secrecgdbes com a ocorréncia de infecgdes °, tem
levantado a possibilidade destas imunoglobulinas
assumirem um papel compensat6rio na protec¢ao contra
as infeccgoes.

A definigao dos valores de referéncia para a IgA na
saliva, tem sido dificultada pela grande variabilidade
na secreccao desta imunoglobulina de individuo para
individuo, existindo multiplos factores que influenciam
este processo. Destes, a idade e o fluxo secretério
parecem ser os mais importantes, pelo que o doseamento
de IgA apés estimulagao salivar é mais impreciso .
A dificuldade em seleccionar valores de referéncia, a
indefenicao quanto a técnica laboratorial mais correcta
para a determinacao destes niveis e o facto do nosso
objectivo ser um estudo comparativo entre os dois
grupos, foram factores que nos levaram a utilizar o
método nefelométrico. Apresenta contudo a
desvantagem de ser menos sensivel que o método
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ELISA e de ndo dispormos de um padrdo quantificado
de IgA secretora *. Outros autores tém utilizado este
método, usando como referéncia um padrio sérico e
multiplicado os valores obtidos por um factor fixo
proposto por Brandtzaeg . No entanto, nio nos pareceu
necessaria esta conversio porque nos interessava
sobretudo a comparacdo entre grupos. Em duas das
nossas 17 criangas (doentes n.°® 7 e 8) o nosso método
podera nao ter sido suficientemente sensivel, uma vez
que abaixo dos 3 anos, valores inferiores a
1,4 mg/dl poderao estar ainda dentro dos limites de
referéncia ».

No nosso estudo, apesar da IgA estar ausente da
saliva de 7/9 criancas com D-IgA (78 %) e em nenhuma
dos 6 com VB de IgA, nao encontrdmos uma relagao
significativa entre estes dados e o nimero de episddios
infecciosos oude internamentos hospitalares. Por outro
lado, 6/7 (86 %) criangas com D-IgA e auséncia de IgA
nasaliva, tinham IgM detectdvel. Emrelagdo as criancas
com VB-IgA, duas apresentavam também IgM dosedvel.
Deste modo, nao obtivemos diferengas significativas
que nos permitam confirmar nas criangas com D-IgA o
papel compensatorio da IgM salivar e assim justificar
a variabilidade da sua apresentacdo clinica, nao
excluindo que o pequeno tamanho da amostra nao nos
permita tirar conclusdes definitivas. No entanto, é de
realcar que o papel compensatdrio atribuido a estas
duas imunoglobulinas ndo estd ainda completamente
esclarecido. Alguns autores ndo tém também encontrado
diferencas nos niveis de IgM salivar entre os individuos
sauddveis e aqueles com infecgdes ** e mesmo na
presenca de titulos elevados de IgM nas secreccoes
destes doentes, esta imunoglobulina podera nao ser tao
eficiente como a IgA na protecgao contra infecgdes /.

Neste grupo de doentes com D-IgA, a variabilidade
da apresentacao clinica foi confirmada sobretudo para
as infeccoes respiratérias. O estudo efectuado
relativamente as subclasses de IgG e a pesquisa de [gA
e IgM na saliva, apesar de ter revelado a existéncia de
possiveis mecanismos compensatdrios na deficiéncia
deIgA (por exemploelevagaode IgG1l e IgG2, presenca
de IgM na saliva) ndo permitiu explicar a existéncia de
individuos praticamente assintomaticos, a par de outros
com infecgoes respiratdrias recorrentes e graves.

E conhecido o importante papel dos linfécitos T e
das suas citoquinas na maturacdo dos linfécitos B em
plasmocitos IgA-secretores e na regulagio da sintese
de IgA'**. Em certas imunodeficiéncias humorais,
como € o caso da hipogamaglobulinemia comum
varidvel, com a qual a deficiéncia de IgA partilha
semelhangas clinicas e genéticas >, tem sido descrita
uma desregulagao dos linfécitos T e da producdo de
citoquinas **?°, motivando também o interesse do seu
estudo na deficiéncia de IgA ***. Sabe-se hoje também
que os linfécitos B sao também uma populacao
heterogénea e que algumas das suas subpopulagdes
poderao estar particularmente ligadas a resposta
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humoral anamnéstica (memdria imunoldgica) e a
resposta a antigénios timo-independentes **%°. Assim,
alteracoes destas subpopulagoes dependentes de uma
eventual desregulacdo mais generalizada do sistema

imunolégico,

poderao estar subjacentes as

manifestagdes clinicas mais extensas e graves que
alguns doentes com deficiéncia de IgA apresentam.
Estudos futuros destas subpopulagdes linfocitérias em
criancas com deficiéncia de IgA, poderao contribuir
para uma melhor defini¢do da heterogeneidade clinica
desta imunodeficiéncia humoral.
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CONFERENCIAS

Exercise reconditioning and sports

practice in asthma*

C.J. CLARK

ABSTRACT:

The spectrum of disability in patients with asthma
isvery wide. Pure exercise-induced asthma does not
preclude competition at the highest competitive level.
The pathophysiology remains controversial, but
treatment can often be controlled by adjusting the
pysical variables linked to the condition combined
with key drug medications, inclusive of beta-
adrenergic agents. Lack of cardiorespiratory fitness
in children and young adults with asthma is a cause
of considerable concern and links in part to the
perception of "risk" of exacerbation or death.

Practical approaches to exercise rehabilitation
include identification of outcome objectives such as
improved cardiovascular fitness, or simply increased
mobility within the confines of unchanged disease
activity. Exercises evaluation is a prerequisite for
rehabilitation programmes and a variety of simple
screening tests are available.

KEY-WORDS: Asthma exercise and sport

This paper reviews the important topic of exercise-
-induced asthma, the relationship of asthmatics to
exercise and their management, with particular reference
to rehabilitation. There is a spectrum of disability in
patients with asthma varying from very mild disease,
including pure exercise-induced asthma (EIA), i.e.
with no interval bronchospasm, to severe disease with
continuous airflow obstruction and a corresponding
reduction in exercise capacity. Thus, there is a variable
relationship between asthma and exercise across the
spectrum of disease. On the one hand, for certain
asthmatics participation in sport is possible at the
highest competitive level, e.g. 67 of 597 US athletes in
the 1984 summer games suffered from EIA. These
athletes won 41 medals (15 gold, 20 silver and
6 bronze)'. On the other hand, the term "exercise-
-induced asthma" suggests to some asthmatics that

* Conferéncia proferida na XV Reunido Anual da SPAIC em
Fevereiro de 1995, realizada no Algarve
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exercise may have a deleterious effect on their
underlying disease as found in other diseases e.g. angina
and osteorarthritis. The impact of this goes far beyond
the management of simple exercise-induced asthma,
which can usually be safely and effectively controlled
with appropriate pre-exercise medication, to affect the
asthmatic population in general, who through fear of
exercise of rehabilitation treatment is, therefore, not
only to provide exercise programmes for these patients,
but to promote the habit of regular participation
thereafter by improving self-awareness and dissipating
fear.

PHYSIOLOGICAL ASPECTS OF EXERCISE-
-INDUCED ASTHMA

One to two minutes of strenuous exercise causes
slightbronchodilatation in normal subjects, which lasts
no more than 5 min. Six to 12 min of rigorous exercise
usually elicits airway obstruction, either during exercise
or more often within 5-10 min. afterwards?. The
bronchospasm may not return to pre-exercise baseline
for over 2h, and a late phase asthmatic response may
occur, although its incidence is the subject of debate?.
Exercise-induced asthma is often also associated with
arefractory period. If within 40 min after the provoking
exercise the patient repeats the same exercise intensity,
a milder EIA response will occur. Successive short
exercise bouts elicit smaller falls in forced expiratory
volume in one second (FEV ) and intervals of 2h or
more are usually associated with restoration of
hyperresponsiveness to its usual level®. The type of
exrcise is an important factor influencing the
precipitation of, and severity of, exercise-induced
asthma. Each of the following exercises is slighty more
asthmogenic than the one after: free running, treadmill
running, cycling, walking, swimming and kayaking?®.
For a specific type of exercise, the intensify of work
required to produce EIA varies among asthma-prone
subjects, but, in general, the most severe asthmatic tend
to have the more severe episodes of EIA®. A number of
theories have been considered and some discounted, to
explain the pathophysiology of EIA. Changes in arterial
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blood gases’, fall in arterial pH®, temperature change®,
and humidity'® have all been intensively investigated,
and the latter two physiological variables may be co-
-determinants. It is, however, difficult to weight
separately the contributions of these two variables to
the production of bronchospasm during exercise, since
temperature changes are closely associated with water
loss, as can be seen by Deal's equation'! for respiratory
heat exchange:

RHE = VE [HC (Ti - TE) + HV (WCI - WCE)]

where RHE is the respiratory heat exchange, VEis
minute ventilation, HC is the heat capacity of air, T1 is
inspired air temperature, TE is expired air temperature,
HYV is latent heat vaporisation of water, WCI is water
content of inspired air and WCE expired air.

THE TREATMENT OF EXERCISE-INDUCED
ASTHMA

It is important to note that EIA can be controlled by
adjusting the physical linked to the condition. For
example, exercising in a warm, humid environment
decreases the severity of attacks'’. Exercising in
repeated spurts of less than 5 min each, less than 40 min
apart, and breathing slowly through the nose is also
effective’®. Finally, attacks can be diminished through
cortical control, i.e. using post-hypnotic suggestion'*.
Before considering drug treatment it is also important
to note that nasal congestion or obstruction requires
treatment either with medication or mechanical removal
of an obstruction, such as a polyp. Nasal obstruction
correlates directly with the onset of EIAY. Also,
certain sporting events such as water sports which
involve pressure changes, if associated with aspiration
into the sinus cavities and trauma, predispose to sinusitis,
whichrequires treatment. Atopic and contact dermatitis
are commonly associated with grass and equipment
usage, and are essential factors to treat. There are four
key drug medications available for the treatment of
EIA: 1) beta-adrenergie agents; 2) sodium
cromoglycate, 3) theophypllines; 4) anti-cholinergics.
The first two agents are the most effective, and one can
predict that in the vast majority of patients, exercise-
-induced asthma can be prevented simply by
premedication with beta-adrenergic agents prior to
participation in sport. These medications vary in
absorption time and duration of effect's.

ASTHMA AND EXERCISE

This section considers the relationship of asthma to
exercise capability, as distinct from EIA. It is often not
appreciated that exercise capability does not directly
correlate with disease severity. Perception of "risk" of
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exacerbation or even death is a major inhibitory factor'”.
For example, in 90 children with moderately severe to
severe but stable asthma, levels of fitness, medical and
psychological criteria were tested using regression
analysis. Psychological factors accounted for a highly
significant amount of variability in performance,
suggesting that mental adjustment to the disease is at
least as important as severity of the disease in
determining fitness'®. Aninteresting study hasrecently
demonstrated that experimentally-induced "harmful
anticipation" has a major influence not only on
subsequent exercise performance but even on somatic
responses, such as peak flow measurement’. It is
perhaps, therefore, not surprising that there is
compelling evidence that suboptimal fitness is common
in asthmatic patients. Four studies in particular
demonstrate this. LUDWICK et al.? in an evaluation
of cradiopulmonary endurance in 65 children aged 8 to
17 yrs, with moderately severe to severe asthma
quantified endurance by a maximal exercise protocol
with a bicycle ergometer. Fifty percent of the children
had values >2 SD below the mean, a level that defines
severe abnormalities in conditioning. An additional
10% were within 1-2 SD below the mean. ORENSTEIN
et al.! measured exercise tolerance by peak oxygen
consumption and workload in 39 children with asthma
who required long-term oral or aerosolized
bronchodilator therapy. Peak oxygen consumption
was significantly lower in the children with asthma
than in the normal children. We* recently studied 64
young adults with asthma (mean age 27 yrs) who were
compared to age anf activity-matched control subjects.
Although there was no significant difference in heart
rates achieved during maximum exercise, the subjects
with asthma had significantly lower mean oxygen
consumption and oxygen pulse, both indicative of poor
fitness. The cardiovascular fitness results did not
correlate with FEV  either before or after bronchodilator.
At a level of submaximal work sufficient to guarantee
cardiovascular conditioning, ventilatory reserve, i.e.
minute ventilation/maximal voluntary ventilation
(VE/MVYV), was only 40% and, therefore, we concluded
that there was residual capacity to improve fitness.

Perhaps the greatest cause of concern is the
identification of poor cardiorespiratory fitness in this
age spectrum, i.e. children and young adults for whom
the long-term consequences are ominous.
Epidemiological studies confirm the results of these
more detailed laboratory investigations e.g. STRUNK
et al  used a standardized 9 min run to document the
fitness of 76 asthmatic children aged 9-17 yrs. Normal
values for this test have been obtained in studies of over
12,000 normal boys and girls ranging in age from 6-17
yrs. Seventy four percent of the patients scored below
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the 25 th percentile for the 9 min run, indicative of poor
fitness. Anthropometric measurements were not
significantly different from the normal range, and it
can be concluded that asthmatic status, rather than co-
-existing factors, determines poor fitness levels.

PRACTICAL APPROACHES TO PULMONARY
REHABILITATION

If exercises is to be habitual, it should be easily
accessible and without adverse sequelae. Ideally, it
should also be dynamic, interesting, fun and varied **.
Most communities are receptive to providing health in
the rehabilitation process. Sponsored programmes,
dance classes, swimming clubs, ice skating, etc. may be
available "at special rates". The role of a formal
pulmonary rehabilitation programme for asthmatic
patients it to provide the principles of exercises based
on objective evidence of patient capability within the
confines of his/her disease. The setting of appropriate
expectations can minimize restrictions both from the
disease and its treatment. Progress with rehabilitation
goals, therefore, requires access to vocational physicians
with appropriate facilities to provide objective
measurement.

In considering the golas of exercise rehabilitation
programmes, two outcome objectives need to be
identified: a) to improve cardiovascular fitness and/or
b) to improve mobility within the confines of unchanged
cardiovascular fitness.

To achieve the first goal general principles relating
to aerobic training should be applied. The patient
requires to perform aerobic (continuous and rhythmic)
exercise of 20-30 min duration, a minimum of 3 times
per week. The exercise intensity should be sufficient to
increase oxygen uptake to 60-70% maximum, a level
that usually correlates with a heart rate of between
70-80% maximum. The exercise period should be
preceded by 5-10 min of warm-up exercises, and
followed by a period of gradual cooling down. This is
particularly pertinent to the asthmatic patient with
exercise-induced asthma, although premedication prior
to exercise should be sufficient to pre-empt adverse
sequelae. The type of exercise employed does not
matter, bur adequate exercise intensity should be
ensured, most conveniently by the use of heart rate
measurements before and after exercise can identify
those few patients who develop EIA despite prior
bronchodilator medication.

The alternative training strategy for patients with
moderate to severe asthma, who cannot sustain exercise
of sufficient intensity to improve aerobic fitness because
of breathlessness, consists of conditioning of peripheral
muscles to improve mobility. It must be remembered
thatinactivity due to breathlessness results in secondary
peripheral muscle deconditioning. Many asthmatics
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will for example have leg or arm fatigue as a limiting
sympton, depending on the exercise strategy chosen.
From this, it can be concluded that sequential isolated
conditioning of individual muscle groups, e.g. anterior,
deltoid and quadriceps muscles, will not only improve
the strenght and endurance of these muscles but perhaps
even improve overall exercise tolerance, as judged by
simple walk tests despite no change in the maximal
achievable oxygen consumption®.

THE OUTCOME OF REHABILITATION
PROGRAMMES FOR ASTHMA

The outcome of rehabilitation programmes for
asthma has recently been reviewed in detail*®. Several
key studies have demonstrated that patients with asthma
will improve fitness between 10-92% after various
exercise training programmes 22272 QOther benefits
include reduced breathlessness and minute ventilation
at equivalent work after training, but no change in
underlying disease activity as determined by
bronchoprovocation testing?”. The latter study
hypothesized that a reduction in ventilation atequivalent
workloads could explain sporadic reports of
improvement in EIA after training.

Finally itshould be stressed that exercise evaluation
for participation in rehabilitation programmes should
provide information regarding the level of fitness of
subjects compared with normal predicted values, and
also an understanding of the basis for decreased exercise
capacity. Tests should be performed using
premedication with bronchodilators, so that EIA
provides no limitation. Progressive incremental
exercise testing to a symptom-limited maximum is the
method of choice, but other standardized tests are
available for "field" screening, with peak flow
measurement before and after exercise, and these have
recently been reviewed?®.
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