EDITORIAL

SOCIEDADE PORTUGUESA
DE ALERGOLOGIA E
IMUNOLOGIA CLINICA No Editorial que assindmos na Revista da SPAIC
de Agosto-Novembro de 1993, aquando do inicio de
fungdes da Direc¢do a que presidimos durante o
triénio 1993-1995, escrevemos: "Tarefa dificil a que
nos espera, tanto mais ser indubitdvel que a
Especialidade de Imunoalergologia, em Portugal, sofre
ameacas de vérios quadrantes e por diferentes razdes,
_ mas cujo pecado original deriva, em nossa opinido, da
DIRECCAO sua prépria estruturagdo: demasiado abrangente (ou
ambiciosa, segundo outros) e, por isso, com alguma
Presidente imprecisdao dos seus contornos o que, alids, é

denominador comum a outras especialidades. Mas,
no nosso caso, os médicos hospitalares sentem-no
bem e as relagdes contractuais com as estruturas da
Vice-Presidentes Satide, como as ARS, sdo incompreensivelmente .
confusas e claramente dessincronizadas com os direitos que, naturalmente, assistem a uma
especialidade hospitalar e simultdneamente reconhecida pela nossa Ordem".

Dr. Celso Chieira

Prof. Dr. Segorbe Luis

Prof. Dr. A.G. Palma-Carlos y _ L.
Prof. Dr. Mério Queir6s Entenderam, na altura, os elementos da Direc¢do proposta a sufrdgio apresentar um

conjunto de intengdes, denominado "Linhas Programaéticas" que, no essencial, reflectiam
preocupagdes e objectivos préprios daquele momento e que aqui recordo:
Secretdrio-Geral 1. Desenvolver o relacionamento com a Ordem dos Médicos, nomeadamente com o seu
Dr.* Maria da Graga Castel-Branco Bastondrio, e com o Colégio de Especialidade de Imunoalergologia, no sentido de
contribuir para a defini¢do das normas de formagao e qualificag@o de especialistas a
nivel nacional e europeu, bem como a atribui¢do de idoneidade aos Servicos para
formacdo na especialidade.
Dr. Mirio Loureiro 2. Promover o relacionamento com o Ministério da Satde, com os objectivos essenciais
de desenvolver Ac¢des de Formagao dos médicos e quadros profissionais de satide e
ainda no dominio da educac¢do dos doentes.

Secretdrio-Geral Adjunto

Tesoureiro . . - . R . ;
3. Manter e dinamizar as rela¢cdes com outros organismos e associa¢des internacionais

Dr. Rosado Pinto do dmbito da Imunoalergologia, nomeadamente Interasma, GAILL e AMAIC. Haver
representacdo efectiva (mandatada) da SPAIC na IAACI e EAACI. Reactivagio do
Protocolo com o American College of Allergy and Immunology. Efectivagdo da
representagdo da SPAIC no "Board" Europeu de Alergologia e Imunologia Clinica.

4. Manter a Revista Portuguesa de Imunoalergologia como orgéo oficial da SPAIC, na
sua actual estrutura, e sujeitar a Revista a apreciagdo com o objectivo de sua indexagio
em bases de dados internacionais.

5. Apoiar os grupos de trabalho que se proponham realizar projectos clinicos ou de
investigagdo de ambito nacional.

ASSEMBLEIA GERAL 6. Incentivar e apoiar a formagdo de Associagdes de doentes do foro da Imunoalergologia.
. 7. Manter a Reunido Anual da SPAIC em regime rotativo pelos trés Centros (Coimbra,
Presidente . i :
Lisboa e Porto). Promover uma segunda Reunido Cientifica Anual preferencialmente
Dr. Pinto Mendes em conjunto com Sociedades afins.
8. Publicar o Directério dos sécios.
Vice-Presidente 9. Promover acriagdo de umasede que centralize toda a drea administrativa da Sociedade.

10. Incentivar a criagdo de Bolsas, subsidiadas pela Inddstria Farmacéutica na drea da

D et Ribero especialidade. Rever o Regulamento do Prémio Dome-Hollister-Stier.

E tempo de balanco.
O estilo de intervengdo, o protagonismo que se assume, sao caracteristicas individuais

Dr.2 Ana Maria Todo-Bom provavelmente pouco significativas quando se trata de dar contas do que foi prometido.
A par das Assembleias Gerais, a Revista da SPAIC é também meio adequado para o
registo desse balango, embora que sucinto. Assim:
1. O primeiro acto oficial da Direc¢@o foi uma entrevista com o Bastonério da Ordem dos
Médicos, Dr. Santana Maia, a quem expressamos e documentamos as principais
preocupagdes da especialidade.

Secretario

COMISSAO VERIFICADORA DE No dmbito do relacionamento com o Colégio da Especialidade de Imunoalergologia
CONTAS foram desenvolvidas ac¢des, de forma permanente, pelos trés elementos da Direc¢do,
simultaneamente eleitos para o Colégio (Drs. Rosado Pinto, Mério Loureiro e Celso

Chieira).

Dr. Figueiredo Pinto
Dr.? Natdlia Ferreira
Dr. Carlos Loureiro

2. O presidente da Direccdo teve duas entrevistas com o Sr. Secretdrio de Estado da
Satde concretizando-se, neste 4mbito, duas Ac¢des de Formacdo para Clinicos Gerais
com o patrocinio oficial do Ministério da Satde e a sua interveng@o no sentido de
separar as competéncias da Imunoalergologia versus Pneumologia nos acordos com
as ARS. Oessencial, isto é, a criagdo de mais lugares hospitalares, nio foi contemplado.
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3. Asrelagdes entre a SPAIC e outros Organismos e Associa¢des Internacionais ligados
aespecialidade foram, finalmente, regularizados através da nomeagao formal do Vice-
-Presidente, Prof. Palma Carlos, como principal representante da Sociedade junto
desses Organismos.

A regularizac@o de quotas em atraso face a alguns desses Organismos Internacionais,

situagdo penalizante para o bom nome da SPAIC, foi também um acto prioritdrio desta

Direcgao.

4. Apesar dos altos custos que acarreta, foi possivel preservar a imagem da Revista da
SPAIC, na sua actual estrutura.

Todavia, a sua indexac@o internacional ainda nao foi viabilizada.

5. O apoio a médicos interessados na realizagdo de projectos de investigagdo esta
contemplado, através dos trés Prémios Anuais da SPAIC - Indudstria Farmacéutica e,
designadamente, pelo Prémio SPAIC - Bayer DHS, vocacionado para jovens médicos
que apresentem projectos fundamentados hierarquicamente quanto a sua viabilidade
de execucdo.

6. Aformacdoda Associacao Portuguesa de Asmaticos (APA), ja em pleno funcionamento
legal é, provavelmente, uma das realizagdes mais significativas que a Direcgdo
cessante fomentou e acarinhou através de diversas formas, incluindo o apoio financeiro.
O alcance das suas fungdes é 6bvio, desde que projectada a todo o pais.

7. Durante o periodo de vigéncia manteve-se o figurino tradicional da rotatividade da
Reunido Anual pelos trés principais centros alergolégicos nacionais.

A colaboragido activada S.P. de Pediatria, através do seu Niicleo de Imunoalergologia,

foi uma constante.

Também as Reunides Intercalares, mais vocacionadas para o debate de temas "border-

line" da especialidade, foram acontecendo.

De ambito internacional, realizou-se uma Reunido conjunta com a Sociedade Galega

de Alergologia e Imunologia Clinica em Pontevedra (26 e 27 de Maio de 1995) com

a participacgdo de perto de uma centena de colegas espanhois.

8. Por solicitagdo expressa desta Direcgdo ao Dr. Carlos Nunes e aproveitando os dados
de registo constantes da Reunido do Algarve e subsequentes, foi organizado o
Directério dos Sécios da SPAIC, j4 editado e distribuido.

9. A aquisi¢do de uma Sede para a Sociedade deverd ser, em nosso entender, um ponto
programaético de todas as Direc¢des dificil de concretizar, ndo sé pelo seu nimero de
socios mas, sobretudo, pelas implicac¢Ges financeiras que a sua manutencdo acarreta.
Mas € um anseio natural.

De acordo com os novos estatutos da Sociedade, para que possa vir a assumir a figura

de Instituicdo sem fins lucrativos, cujo processo de elaborag@o teve inicio no final de

1993, tendo sido outorgados em 28 de Junho de 1995 no 2.° Cartério Notarial de

Coimbra e publicados no Didrio da Reptblica de 4 de Fevereiro de 1996, a Sede social

mantem-se em Lisboa (Hospital de Santa Maria). Contudo, a Sede administrativa

poderd ser em qualquer outro local.

10. A existéncia de Prémios e Bolsas de Estudo protagonizard a forma mais eficaz de
manter viva a Sociedade. Por um lado, motivam os associados ao incentivar a
capacidade de realizac@o e investigac¢@o na drea da especialidade; por outro, prestigia
a prépria Sociedade e a Industria Farmac&utica que para isso se disponiblize, pois é
uma maneira de distinguir quem, entre todos os membros, individualmente ou em
grupo, consegue destacar-se. Os Jiris Nacionais sdo o garante.

Bem terd andado a Direc¢do ao alargar de um para trés os Prémios Anuais

SPAIC - Inddstria Farmacéutica: SPAIC - UCB Stallergens, SPAIC-Bayer DHS e

SPAIC-Astra.

Este é o balango. E o acerto de contas entre o que se prometeu através de um Programa
de Accgio sufragado e o que foi feito. Apesar de algumas vicissitudes, sempre possiveis
a0 longo de trés anos, houve trabalho feito e de forma empenhada por todos os membros
da Direcg¢do.

Por isso, lhes expresso o meu agradecimento publico.

A Direccio eleita em Fevereiro dltimo e em particular ao seu Presidente, Dr. Rosado
Pinto, quero manifestar-lhe a minha solidariedade e o desejo de um desempenho brilhante
e eficaz. O seu espirito de intervencao e a sua capacidade de realizag@o serdo a mais valia
de uma equipa, também individualmente prestigiada, para bem do futuro da
Imunoalergologia portuguesa.

Sdo estes 0s meus votos.

Mantemos, contudo, a convic¢@o de que a vitalidade de qualquer Sociedade cientifica
depende, fundamentalmente, da dindmica dos elementos que a compoem. A Direcgio, por
ser transitéria compete, no essencial, criar condi¢des e fomentar o interesse dos seus
associados pela sua dignificagdo.

CELSO CHIEIRA
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O Receptor de Alta Afinidade para a IgE
na Resposta Inflamatoria Alérgica

L. TABORDA BARATA™, M HUMBERT*, B. SIHRA”?, O. M. KON*

RESUMO

Oreceptor de alta afinidade para aimunoglobina E
(FceRI) foi classicamente descrito em mastécitos e
baséfilos. Recentemente, o FceRI foi também
detectado na superficie de monécitos e macréfagos,
em células de Langerhans e outras células dendriticas
que expressam o marcador CD1a, em eosinéfilos e
em certas linhas celulares T. Embora a ligacio da
IgE ao FceRI por si mesma nao active a célula que
expressa o receptor, a interacc¢iao subsequente entre
as moléculas de IgE ligadas a receptores e alergenos
para os quais essas IgE sejam especificas, induz
activacido celular e sintese e/ou libertacido de
diferentes tipos de mediadores. Estes efeitos sdo
reproduzidos quando se estimulam as células que
expressam o FceRI, com anticorpos anti-receptor.
Embora os efeitos mais conhecidos da activagao
através do FceRI sejam aqueles que se passam a
nivel do mastécito e do baséfilo, com as suas
consequéncias em tremos de fenémeno de
hipersensibilidade de tipo I, outras células FceRI-
-positivas sofrem igualmente fen6émenos de
activacdo, desgranulacio e libertacio de diferentes
tipos de medidadores. O FceRI, pelo menos em
células como as células de Langerhans e em
mondécitos, pode igualmente servir para captar
alergenos de uma forma extremamente eficiente,
com subsequente apresentacdo a linfécitos T, no
contexto de moléculas de classe II do complexo
major de histocompatibilidade. Embora os efeitos
ligados a activacdo através da forma membranar do
FceRI possam estar envolvidos no desencadear da
resposta inflamatdéria alérgica, uma forma solivel
do FceRI parece possuir propriedades anti-alérgicas,
quer in vivo quer in vitro, o que podera abrir novos

* Sector de Imunoalergologia, Servico de Pneumologia, Hospitais da
Universidade de Coimbra, Portugal (Dir.: Prof. Robalo Cordeiro).

+ Service de Pneumologie, Hopital Antoine Béclére, Paris, France
(Dir.: Prof. P. Duroux).

# Allergy & Clinical Immunology, National Heart & Lung Institute,
Imperial College of Science, Technology and Medicine, and Royal
Brompton Hospital, London, UK (Dir.: Prof. A. B. Kay).
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campos de intervencio terapéutica na area de
doencas alérgicas.

PALAVRAS-CHAVE: FceRI; alta afinidade;
solivel; receptor para IgE; reaccio alérgica tardia;
mastécitos; eosinoéfilos; células de Langerhans;
células T; pele; mucosa nasal; mucosa brénquica;
atopia.

SUMMARY

The high affinity receptor for immunoglobulin E
(FceRI) was classicaly described on mast cells and
basophils. Recently, FceRI was also detected on the
surface of monocytes and macrophases on
Langerhans' and other CD1a-bearing dendritic cells,
on eosinophils and on certain T cell lines. Although
the binding of IgE to FceRI does not activate the
receptor-bearing cell, the subsequent interaction
between receptor-bound specific IgE molecules and
the relevant allergen induces cell activation and
synthesis and/or secretion of different types of
mediators. These effects can be reproduced by
stimulating FceRI-bearing cells with anti-receptor
antibodies. Although the best known effects of
FceRI-mediated cell activation are those seen in the
mast cell and basophil, and which eventually result in
type I hypersensitivity, other FceRI-positive cells also
undergo activation, synthesis and degranulation of
different types of mediators. FceRI, at least in cells
such as Langerhans cells and monocytes, can also be
used for an extremely effective uptake and presentation
of allergens in the context of class II major
histocompatibility molecules. Although the effects
dueto triggering of the membrane form of FceRI may
beinvolvedin the pathophysiology of the inflammatory
allergic response, a soluble form of FceRI seems
capable of externing anti-allergic effects both in vivo
and in vitro, which may have therapeutic prospects in
allergic disease.

KEY-WORDS: FceRI; high affinity; soluble;
IgE receptor; late-phase reaction; mast cells;
eosinophils; Langerhans’ cells; T cells; skin; nasal
mucosa; bronchial mucosa; atopy.
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INTRODUCTION

This review describes the structure, cellular
expression and functional aspects of the high affinity
receptor for IgE (FceRI). It also analyses the possible
pathogenic implications of expression of FceRI on
cells other than mast cells and basophils and elaborates
on the prospects of a therapeutic approach specifically
targeted against this receptor in the context of clinical
allergy.

GENERAL CONSIDERATIONS

The presence of specific receptors for
immunoglobulin E (IgE) on several cell types provides
amechanism for coupling antigen-antibody interactions
with cellular effector responses. There are at least
three types of receptors that specifically bind IgE with
different affinities'. The high affinity IgE receptor
(FceRI) is capable of binding the Fc region of monomeric
IgE with an affinity at least two orders of magnitude
greater than the two other receptor types®. The binding
of IgE by FceRI present on the cell membrane does not
activate the receptor-bearing cell but, in appropriately
sensitized individuals, the interaction of FceRI-bound
IgE with the relevant antigen elicits a response that
varies according to the cell type. In mast cells and
basophils, forinstance, the response principally consists
of dreganulation and release of pre-formed mediators
and cytokines?*?, and de novo formation of substances
relevant to the acute phase of allergic reactions?. In
cells such as Langerhans cells and monocytes/
/macrophages, the presence of FceRI could significantly
enhance their role as antigen-presenting cells®’, as well
as their mediator release®. Finally, novel approaches to
targeting the FceRI suggested by murine studies®!?,
may have therapeutic possibilities in allergic diseases.

STRUCTURAL AND GENOMIC ASPECTS

FceRI is a tetrameric complex consisting of one
o-chain and two y-chains, associated by non-covalent
interactions''. The o-, B- and y-chains have one, four
and one membrane-spanning regions, respectively
(Fig. 1). The binding site for IgE is located on the
o-chain'?!®, but the - and y-chains are necessary for
signal transduction through FceRI. Studies with
co-transfection of - and y-chains have suggested that
in the human, the o- and y-chains may be sufficient for
the expression and function of FceRI on the cell
surface'”. Complementary DNA clones coding for the
‘human @-'3'° and y-'7 chains have been isolated.
Recently, great interest was raised by the observation
that the 3-chain of the FceRI was located on chromosome
11q13 and was in close linkage with a putative gene for
atopy®. In addition, a substitution in one aminoacid in
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Fig. 1 - Estrutura do receptor de alta afinidade para a IgE (FceRI), composto
poruma cadeia o, que contém o local de ligagéo para a frac¢dio Fc da IgE; uma
cadeia B, e um homodimero de cadeias y. As cadeias e ysdo necessdrias para
a transducdo de sinal.

the B-chain has also been shown to be associated with
high total serum IgE levels?!.

Eachreceptor molecule binds one IgE molecule®*?4,
and several studies have shown, at least in mast cells
and basophils, that for efficient cell activation and
mediator release, a minimum of two receptors must be
cross-linked by allergen®+¢. This may not be the case
in other cell types, particularly in terms of allergen
uptake and presentation.

A recombinant, soluble form of FceRI, basically
composed of the a-chain on its own or of constructs of
the oi-chain and the Fc portion of IgG, can bind IgE in
vitro with affinity similar to that of the membrane
form?*. This has led several groups to express the
recombinant form of soluble form of FceRI in several
systems in order to study both the stoichiometry of IgE
binding to the a-chain??%2° and the effects of soluble
FceRI on IgE production by B cells®® and in type I
hypersensitivity reactions in animal models'°.

CELLULAR EXPRESSION AND FUNCTION

FceRI can be expressed by different cell types.
Although traditionally described on mast cells and
basophils®"*?, the high affinity receptor has more
recently been detected on monocytes*, Langerhans
cells*3, eosinophils®’ and certain T cell lines®®. We
have recently shown the presence of increased numbers
of FceRI-bearing cells in bronchial biopsies from
patients with asthma (atopic and non-atopic) and from
non asthmatic, atopic patients®, and after allergen
challenge in the skin* (Fig. 2) and nose*' of atopic
patients. Very little is known about the possibility of
modulation of expression of FceRI on the cell surface
by citokines or other mediators, except for the
upregulation that was shown to occur in mast cell and
T cell lines, after incubation with IL.-938.
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Fig. 2 - Células positivas (a vermelho; ICC) para a cadeia oo do FceRI
24 horas ap6s injeccdo intradérmica de diluente controlo (A)
ou alergeno (B)

Mast cells and basophils

It has been known for some time that both mast cells
and basophils bind IgE through at least two types of
receptors, with different affinities®*3. One of the
receptors on murine mast cells was shown to bind IgE
with high affinity, due to a slow dissociation of the
boundIgE*'. Theseresults were subsequently confirmed
with human basophils*. Aggregation of at least two
receptor molecules is necessary for efficient signal
transduction and cell activation of mast cells and
basophils®*, although antibodies directed against
epitopes on the FceRI o-chain have the same effect, in
the absence of IgE***. In both mast cells and basophils,
activation through FceRI ultimately results in the release
of newly synthesized and pre-formed mediators.
Striking morphological changes can be observed within
minutes and culminate in degranulation®. In addition,
mast cells and basophils have also been shown to
synthesize and release different cytokines (e.g., GM-
-CSF, IL-3 TNFa) after prolonged cross-linking of
FceRI>*47. ;

Using double immunocytochemistry (ICC), we
characterized expression of the FceRI o-chain on mast
cells present in sections from the nasal and bronchial
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mucosa and the skin of atopic and non-atopic
patients***!. Although in the bronchial mucosa there
was a trend for expression of FceRI being greater on
mast cells from atopic than from non-atopic subjects,
this did not reach significance. In general, therefore,
85% and 97% of mast cells were FceRI* in the bronchial
and nasal mucosa, respectively. In the skin, 90% and
95% of mast cells were FceRI* before and after allergen
challenge, respectively. Conversely, mast cells
accounted for most of FceRI* cells in the nose, lung and
skin (63%, 70% and 50%, respectively). These results
show that, at least when surface expression of FceRI is
analysed with ICC, expression of this receptor on mast
cells is heterogeneous. In the skin, the phenotype of
almost 10% of FceRI* cells observed after allergen
challenge could not be identified. We believe that
these were basophils.

FceRI o-chain expression on basophils from atopic
patients and non-atopic controls was also studied by
our group using dual-colour flow cytometry*s.
Expression was significantly higher in atopic than in
non-atopic subjects, and correlated with the levels of
total serum IgE.

Monocytes/macrophages

IgE-dependent activation of monocytes may
potentially have a crucial role in allergic tissue
inflammation in view of the capacity to induce mediator
release and to take part in antigen uptake and
presentation. Human peripheral blood monocytes*
and rat alveolar macrophages® were shown to release
mediators such as LTC, after binding IgE. Although
monocytes also express the low affinity IgE receptor
(CD23)°! and the IgE-binding protein eBP*, which are
preferentially involved in the binding of IgE-antigen
complexes, FceRl1 is apparently the most important IgE
receptor for. monomeric IgE. This is supported by
experiments showing that blocking antibodies against
the oi-chain of FceRI (15-1 mAb), but not blocking
antibodies against CD23 were able to prevent almost
completely the binding of allergen-specific monomeric
IgE to surface receptors on peripheral blood monocytes
from atopic subsjects’. From a functional point of
view, subsequent cross-linking of FceRI-bound
monomeric IgE by specific allergen may induce
activation and/or degranulation of monocytes and/or
macrophages, as indirectly suggested by anti-FceRI
antibody-mediated sustained cytosolic Ca®* increase in
peripheral blood monocytes from atopic subjects.
Furthermore, a recent report has shown that triggering
of FceRI with monoclonal antibodies also induces
release of prostaglandin E28.

Expression of FceRI on the membrane of monocytes
and macrophages may also be crucial for antigen uptake
and presentationto T cells as demonstrated in monocyte-
-enriched peripheral blood mononuclear cells
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(ME-PBMC)’. In these experiments, ME-PBMC were
shown to present allergen to T cell clones in a highly
efficient way if allergen were targeted to FceRIL
Importantly, this ability was almost completely
abrogated when competitive anti-FceRI (but not anti-
-CD23) mAb were added to in vitro cultures.

Our group has studied the expression of the FceRI
o-chain on monocytes in bronchial®®, cutaneous* and
nasal* biopsies. Baseline (bronchial) and post allergen-
-challenge (nasal and skin) biopsies consistently showed
the presence of high numbers of FceRI «a-chain*
monocytes/macrophages in the cellular infiltrate,
ranging between 25% of total macrophages in the nasal
and bronchial mucosae and 45% in the skin. Conversely,
FceRI o-chain* monocytes/macrophages comprised
about 20%, 35% and 40% of total FceRI o-chain* cells
in the cellular infiltrate in the nose, lung and skin,
respectively. The results suggest the presence of two
subsets of macrophages (FceRI* and FceRI') and may
explain why a previous report could not find expression
of FceRI a-chain on factor XIIIa* macrophages in the
skin of patients with atopic dermatitis>.

Using dual-colour flow cytometry, expression of
FceRI a-chain was studied by our group on peripheral
blood monocytes from atopic patients and non-atopic
controls®. Although average FceRI a-chain expression
on monocytes was one hundred-fold less (as determined
by specific mean fluorescence of binding of the FceRI
o-chain mAb) than in basophils, the receptor was
detected in about 28% of total monocytes. In addition,
the percentage of FceRI* monocytes was greater in
atopic than in non-atopic subjects. A previous report
had only detected the receptor on monocytes from
atopic individuals* but recent evidence of significant
expression of FceRI on monocytes from non-atopic
individuals has been obtained under certain culture
conditions®*. Membrane expression of FceRI may last
longer on monocytes from atopic subjects than on those
from non-atopic subjects because of the stabilizing
effects of IgE upon binding to the receptor and this may
explain differences in detectable expression of FceRI
on monocytes between the two groups of subjects®.
Interestingly, our study showed a positive correlation
between FceRI expression on peripheral blood
monocytes and total serum IgE*.

CD1a* Langerhans' and dendritic cells

CDla+ Langerhans cells (LC) are very potent
antigen-presenting cells****. LC were initially shown
by immunocytochemistry to express membrane IgE
molecules in patients with atopic dermatitis®®,
particularly in lesional, inflamed cutaneous areas.
Expression of membrane IgE was later also detected on
LC from normal skin®®. As in monocytes, IgE binding
was first demonstrated to be mediated by CD23%%%° and
the [gE-binding protein eBP®!. Subsequent experiments
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showed that purified epidermal LC expressed mRNA
for the FceRI o- and y-chains and constitutively
expressed FceRI on their membrane®-°. This was
subsequently confirmed on dermal LC, using the
technique of double-labelling immunofluorescence™.
Interestingly, the high affinity IgE receptor was
demonstrated to be the principal structure involved in
IgE binding since antibodies to CD23, eBP or even
FcyR could not inhibit such binding®. Expression of
FceRI is nevertheless variable on purified LC®%, as
analysed by flow cytometry®, and, more importantly,
has been shown to be higher on LC present in lesional
than in non-lesional skin of patients with atopic
dermatitis®*. In addition, FceRI expression on CDla*
LC and dendritic cells is higher in the skin of atopic
than in non-atopic subjects®. Furthermore, expression
of FceRI has also been reported to be higher on CD1a*
cells in bronchial biopsies from atopic asthmatics than
from normal controls, although this difference failed to
reach statistical significance®. Nevertheless, these
differences in expression may also be associated with
functional consequences since aggregation of FceRI
has been shown to be associated with an increase in
intracellular Ca* (an indicator of cell activation) in LC
from atopic but not from non-atopic subjects (Strobel,
personnal communication).

Our group has studied FceRI expression on dermal
CDla* LC or LC-like cells in the dermis*. Using a
polyclonal antibody (997) to the FceRI a-chain, we
detected the high affinity receptor on dermal CD1a*LC
in baseline biopsies from the skin of atopic patients.
Although FceRI* dermal LC comprised only about 3%
of the total number of FceRI* cells in the dermis, about
94% of dermal LC were FceRI*. Allergen challenge
was not associated with significant increases in the
percentage of FceRI* LC. Mostdermal FceRI*LC were
located in perivascular units, where T cells, amongst
other cell types, can also be observed. This location
would facilitate interactions between LC and T cells
and possibly contribute to subsequent local presentation
of antigens by LC to T cells. It is indeed knwon that
dermal CD1a* LC or LC-like cells are potent antigen-
-presenting cells for T cells’%. More importantly,
allergens may be preferentially uptaken and presented
to T cells by IgE-bearing LC, as demonstrated in LC
isolated from patients with atopic dermatitis of which
only the IgE-bearing LC were shown to presentallergen
to T cells®.

Eosinophils

Eosinophils can bind IgE with low affinity through
receptors such as FceRII/CD23% and Mac2/e-binding
protein®’. More recently, Soussi Gouni et al’’ showed
that FceRI was also expressed on peripheral blood
eosinophils from patients with hypereosinophilic
syndromes and on eosinophils present in the skin of
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patients with atopic dermatitis and bullous pemphigoid.
Using Northern blotting and RT-PCR techniques, these
authors demonstrated that isolated eosinophils
expressed mRNA for the o, B and y chains of FceRI.
Furthermore, using flow cytometry and ICC with the
competitive monoclonal antibody (mAb) 15-1 to the
a-chain of FceRI, these authors were able to detect
eosinophils positive for the receptor in peripheral blood
and the skin. Finally, using the mAb 15-1 in two sets
of experiments, a dose-dependent inhibition of
monomeric IgE binding was observed in cultured
eosinophils, and eosinophil degranulation as indicated
by the release of eosinophil peroxidase was detected
when 15-1 was added to the cultures. Our group
studied the expression of FceRI on eosinophils in
atopic and non-atopic patients®®. Dual colour flow-
-cytometry showed that peripheral blood eosinophils
from both atopic and non-atopic donors express FceRI
on the cell membrane although at very low levels, as
compared to basophils or monocytes. Furthermore,
there was a significantly greater expression (p=0.004)
of FceRI on eosinophils from atopic donors than on
those from non-atopic donors.

We also used the technique of ICC to study the
expression of FceRI on eosinophils present in biopsies
taken from the nasal mucosa of patients with allergic
rhinits, from the bronchial mucosa of patients with
allergic asthma and from the skin of atopic patients®**!.
Expression of FceRI was detected on eosinophils in the
three types of biopsies. In general, there was a wide
inter-patient variability of expression of the receptor
on eosinophils, particularly in the nose and lung.
Furthermore, although the percentage of FceRI* cells
that were eosinophils was relatively low both in the
nose and in the lung (median, range = 6%, 0 - 35% and
4%, 0 - 14%, respectively), about 20% (10 - 45%) of
FceRI* cells were eosinophils after allergen challenge
in the skin. Conversely, 15%, 5% and 26% eosinophils
were FceRI* in the nose, lung and skin, respectively.
These results confirm other studies performed in atopic
dermatitis®® and show that eosinophils are capable of
expressing at least the oi-chain of FceRI, although there
is great variability of expression between different
tissues. Amongst other reasons, the use of high doses
of allergen injected intradermally, as opposed to the
relatively lower doses used for allergen challenge in
the nose and natural exposure in the lung, may account
for the differences observed in FceRI expression
observed between tissues.

It is still debatable whether eosinophils can indeed
express the complete FceRIreceptor on their membrane.
Although messenger RNA for the B- and y-chains was
detected by some authors in eosinophils purified from
the peripheral blood of patients with hyper-
eosinophilia®’, others have only been able to detect
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mRNA for the o-, but not for the B- or y-chains in
peripheral blood eosinophils isolated from atopic
subjects (Bjerke et al, personnal communication).
Further, Bjerke et al could not detect expression of the
o- or y-chain protein on the membrane of eosinophils
and the a-chain was only observed within eosinophil
granules, using electron microscopy. Our own results,
in contrast, show that eosinophils isolated from the
peripheral blood of atopic patients (asthma, rhinitis or
atopic dermatitis) express the o-chain on their
membrane, albeit at low levels. Since the membrane
expression of the a-chain depends on the presence of
the y-chain'’, this suggests that eosinophils may be
able, under certain circumstances, to express the
functional receptor, consisting of both chains, on their
surface. Clearly, the possibility of expressing the full
receptor on eosinophils may have different implications.
We have found a positive correlation between the
numbers of FceRI* (a-chain) eosinophils and the size
of the cutaneous late phase reaction 24 h after allergen
injection (r = 0.89; p = 0.02; Spearman's test). If
eosinophils can express the full receptor on their
membrane, triggering of FceRI may induce mediator
release’” and be involved in IgE-mediated antigen
presentation, since eosinophils can also act as antigen-
-presenting cells®. In this case, our positive correlation
would suggest that the magnitude of the late phase
reaction may, at least in part, depend on mediators
released by activated FceRI* eosinophils. On the other
hand, if eosinophils can only express the o-chain in
their granules, and eventually release it as a soluble
form of FceRI, then FceRI* eosinophils may to a certain
extent be involved in the downregulation of the
magnitude of the late phase reaction, since soluble
FceRI has been shown in an animal model to
downregulate type I hypersensitivity reactions'®".

T cell lines

Messenger RNA for the FceRI o- and y-chains has
been detected by Northern blot and RT-PCR analyses
in murine T cell lines, cultured in the presence of
IL-9%8. Furthermore, these T cell lines could also bind
IgE in a CD23-independent way, when incubated with
IL-9. Indeed, although these T cell lines constitutively
expressed CD23, which can bind IgE with low affinity,
binding of IgE was only detected after incubation with
IL-9, which induced expression of FceRI without
affecting expression of CD23. FceRI, thus far, has not
been detected on peripheral blood T cells from atopic
patients*, or on CD3* T cells present in the cutaneous
LPR*2 or in the bronchial mucosa®. At the moment,
although it may be possible that under certain
circumstances, some T cells may express FceRI, this
awaits confirmation and the relevance of such
expression still has to determined.
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Atopy-related IgE and FceRI expression

The observation of a relationship between the
number of receptor-bound IgE on purified human
basophils and the level of myeloma IgE added to the
culture medium first suggested that IgE-binding
receptors on these cells were not saturated although the
possibility thatadirect effect of IgE in terms of induction
of receptor expression could not be excluded’. Such a
relationship was later confirmed in basophils isolated
from atopic and non-atopic subjects, in which receptor-
-bound IgE correlated with the total serum IgE
concentration’, and reproduced in basophils cultured
with IgE-rich serum™. These experiments suggested
that the number of receptors on basophils was modulated
by the serum IgE concentration, although the possibility
of genetic association or modulation by similar
regulatory factors between serum IgE and the number
of IgE receptors could not be excluded.

The first indication that expression of FceRI itself
correlated with serum IgE levels was given by a murine
model of Nippostrongylus brasiliensis infection, in
which changes in expression of FceRI on mast cells
showed a highly significant correlation with infection-
-induced changes in serum IgE™. Using flow cytometry,
our group was the first to describe a strong correlation
between total serum IgE levels and the number of
FceRI receptors on basophils and monocytes from
atopic and non-atopic patients*s. Furthermore, the
level of receptor occupancy on these cell types also
correlated with the level of total IgE. An association
between total serum IgE and the numbers of FceRI-
-bearing cells was also observed in bronchial biopsies
from asthmatic patients®.

Another line of research produced interesting
observations which provided, at least theoretically, a
possible explanation for the association observed
between total serum IgE and expression of FceRI.
These observations consisted of the demonstration of
the localization of the gene for the B-chain of the FceRI
on chromosome 11q13, in close linkage with a putative
gene for atopy®*. This would suggest that altered
expression of the B-chain (and, eventually, FceRI)
might be associated with the high IgE status of atopy.
Interestingly, a common variant of the -chain (leucine
substituted for isoleucine at position 181 in the fourth
transmembrane domain) was then demonstrated
amongst unrelated nuclear families with allergic
asthmatic probands, and shown to be associated with
high total serum IgE levels?'.

The relevance of the findings concerning the
B-chain of FceRI and the putative atopy gene need
further clarification and assessment of their relevance.
Indeed, several groups have failed to detect linkage
between the putative atopy gene and a marker on
chromosome 11q77. In addition, as mentioned before,
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expression of FceRI in humans does not require the
B-chain. The possibility still remains, however, that
expression of the B-chain may somehow modulate
expression of the other FceRI component chains.
Altered expression of the B-chain might therefore be
expected, at least in theory, to have consequences in
expression of the complete receptor. At present, the
relevance of the observations regarding the genetics of
the FceRI B-chain still has to be ascertained.

Interestingly, in our study involving bronchial
biopsies from atopic asthmatic, atopic non-asthmatic,
non-atopic asthmatic and non-atopic non-asthmatic
subjects, we showed that atopy is characterized by
elevated numbers of FceRI-bearing cells irrespective
of the patients' asthmatic status®**. Furthermore, we
also showed that non-atopic asthmatic also have
increased numbers of FceRI-bearing inflammatory cells
in the bronchial mucosa, in the absence of known
allergies, possibly suggesting a deregulation of local
IgE synthesis. Overall, our study indicated that
expression of FceRIin the bronchial mucosais necessary
but not sufficient for asthma, although other factors are
required for the development of asthma in predisposed
individuals.

Therapeutic prospects

Therapeutic approaches involving FceRI have
involved both the membrane and the soluble form. In
one study, the FceRI a-gene was targeted and "knocked-
-out" in embryonic stem-cells, thereby generating
FceRI-deficient mice’. Although there were no changes
in mast cell development, both passive cutaneous
anaphylaxis (PCA) and systemic anaphylaxis were
inhibited in the FceRI-deficient mice, thus indicating
that although FceRI was not necessary for mast cell
development, it was necessary for induction of IgE-
-mediated anaphylaxis. These findings were supported
by a different study showing that intravenous injection
of the soluble form of FceRI into previously antigen-
-sensitised mice mostly suppressed IgE-dependent
type I hypersensitivity on re-exposure to the antigen'’.
In another study, using Rhesus monkey and human
lung parenchymal tissues that were passively sensitized
with allergen, incubation with a soluble construct
consisting of human FceRI joined to a truncated IgG
heavy chain (FceRI-IgG) abolished subsequent allergen-
-induced parenchymal contraction and histamine release
that was observed in lung tissue not incubated with
FceRI-IgG™. In a different report, in vitro addition of
recombinant soluble FceRIto cultures of purified human
B cells inhibited IgE production through specific
interaction with the membrane-bound form of IgE3.

- To what extent this phenomenon may be relevant to the

effects observed in vivo is not known at present. In
indirect support of a positive correlation between
blockage of binding of specific serum IgE to membrane-
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-bound FceRI and an inhibition of type [ hypersensitivity
allergic-like phenomena, interesting results have been
obtained in vitro, with IgE-producing cell lines derived
from allergic patients before and after "rush"
immunotherapy®. In this report, "rush" immunotherapy
was associated with a significant decrease in the in
vitro binding of specific IgE to FceRI, in the presence
of antigen. This direct effect of antigen on IgE binding
to FceRI may, at least in part, explain the rapidly
beneficial effects frequently observed with this type of
immunotherapy®!#2.

Interaction with the function of FceRI may have
beneficial therapeutic applications and may eventually
be achieved by interfering with the surface expression
of FceRI, the binding function of the receptor, and/or
blockage of receptor-mediated signal transduction. At
present, the only known method of reducing surface
expression of FceRIis through targeting and "knocking-
-out" of the receptor a-chain gene. This will of course
raise clinical issues in human subjects. Theoretically,
downregulation of receptor expression on the cell
surface might also be achieved through the
administration of inhibitory mediators (possibly
cytokines). As discussed previously, interference with
the binding of IgE by FceRI, through the use of
recombinant competitive molecules, that may block of
induce conformational changes on the receptor binding
site, appears to be a promising possibility. At present,
however, it is unclear whether modulation of FceRI
expression on cells other than mast cells and basophils
is not detrimental in immunological terms. Finally,
dissociation of receptor-ligand interactions on the
o-chain from signal transduction pathways (dependent
on B- and y-chains) could also impair the ability of
FceRI-bearing cells to initiate immune responses. The
specificity of such interaction would, however, need to
be sought, since the mechanism of signal transduction
associated with FceRlI is still relatively unknown.

In summary, the high affinity receptor for IgE has
an important role in allergic inflammation and further
knowledge of the mechanisms of its expression and
function may allow a more effective therapeutic
intervention in allergic diseases.
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Estudo Comparativo de Procaterol Versus
Salbutamol Solucdo Respiratéria em
Aerossol no Tratamento da Crise de
Asma da Crianca

MANUEL CUNHA!, ADELAIDE TABORDA?, ROSARIO TOMAS?, JOSE ANTONIO PINHEIRO**

RESUMO:

Realizou-se um estudo prospectivo com o
objectivo de comparar a eficidcia das solucdes
respiratérias de salbutamol e procaterol na crise de
asma em 37 criancas com idade = 6 anos. Destes,
tiveram que ser excluidos 17, por nfo se incluirem
nos critérios previamente definidos. A comparacio
incidiu sobre as 20 criancas restantes.

Estabeleceram-se aleatoriamente 2 grupos.
O grupo I (7 criancas) recebeu salbutamol em trés
doses: 150,50 e 50 Lg/Kg, com intervalos de 20 minutos.
O grupo II (13 criancas) recebeu procaterol 30Lg
em dose tnica.

A avaliacdo clinica (tosse, pieira, cansaco e
dispneia) e funcional (FEV, e FEF,_, ) foirealizada
antes da medicacao, aos 15, 30, 60 ¢ 120 minutos
apoés a 1.” nebulizacido. Foifeito um questionario aos
pais para avaliar a evoluc¢io dos sintomas 4 6. hora.

Os doentes foram distribuidos em relacio a
gravidade da crise de acordo com o FEV, — 60 a
80 % (ligeira); 40 a 60 % (moderada) e <40 % (grave).
O cardcter aleatério da escolha permitiu apenas
comparar o efeito dos dois farmacos nas crises
ligeiras e moderadas.

A melhoria funcional tornou-se evidente logo aos
15 minutos, mantendo-se durante as 2 horas do
estudo, ndo havendo diferencas estatisticamente
significativas entre os dois firmacos.

1. Interno de Pediatria H. Pedidtrico Coimbra

2. Assistente Hospitalar de Pediatria HD Viseu

3. Interna de Imuno-Alergologia dos HUC

4. Assistente Hospitalar Graduado de Pediatria HPC
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Na avaliacdo a 6.* hora, mantinham sintomas
6/6 doentes do grupo I e 8/13 do grupo II.

Efeitos secundarios ligeiros (tremores, cefaleias
e palpitagoes) ocorreram em 57% do grupo I e em
38% do grupo II.

A utilizacdo do procaterol solucio respiratéria
em dose tinica (301g) poder4 ser uma alternativa a
3 doses de salbutamol (150, 50 e 50 pg/Kg) pelo
menos nas crises ligeiras e moderadas.

PALAVRAS-CHAVE: Crise de asma.
Procaterol. Asmana crianca. Aerossol. Nebulizacio.

SUMMARY

Salbutamol is the most frequently used 8, agonist
world-wide. Emergency Department protocol at
Pediatric Hospital of Coimbra prescribes three
"cumulative doses” in acute asthma exacerbations.
This prospective study compares safety and efficacy
between three doses of salbutamol (group I) and one
single dose of procaterol (group II) using a respiratory
solution delivered by aerosol nebulization.

At the beginning, the study involved 37 children
with ages = 6 years, with acute exacerbations of
bronchial asthma. After the study we excluded 17
patients because they didn't met the inclusion criteria.
We compared the efficacy of these drugs in the
remaining 20 children.

The clinical evaluation (cough, wheezing and
dyspnea) and functional (FEV, and FEF,_ ) was
made before medication and 15, 30, 60 and 120 minutes
after the first nebulization.

The distribution in group I or Il was aleatory, and
we compared patients with mild (FEV, 60-80%) or
moderate (FEV, 40-60%) symptoms.

Clinical improvement and a positive change in
spirometric values (FEV and FEF,_ ., )were observed
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15 minutes after nebulization, persisting two hours
without significant differences in both groups. Six
hour later, mild asthmatic symptoms persisted in 6/6
patientsin group I and 8/13 in group I1. Mild adverse
effects (tremor, headaches, dizziness and palpitations)
were reported in 57% in group I and 38% in group I1.

We conclude thatasingle dose (301ig) of procaterol
respiratory solution may be a safe and efficient
alternative to three " cumulative doses" of salbutamol.
This practice may simplify the treatment of children
older than six years with mild or moderate
exacerbations of bronchial asthma, at the Pediatric
Emergency Department.

KEY WORDS: Acute asthma: Procaterol, Aerosol.
Asthma in Children.

INTRODUCAO

Nos Servigos de Pediatria, as agudiza¢des de asma
bronquica sdo causa frequente de atendimento nos
Departamentos de Urgéncia. Sao também responsaveis
por grande nimero de internamentos de curta duracdo.
Esta grande morbilidade requer um consumo importante
de tempo por parte dos profissionais de satide, com
custos acrescidos em material técnico e humano'.
A tendéncia terapéutica nos dltimos anos privilegia a
auto-medica¢do no domicilio com recurso aos
B-miméticos inalados'. Porém, nem sempre a crianga
ou os familiares sdo correctamente instruidos para
praticarem essas técnicas. Recorrem assim aos Servicos
de Urgéncia dos Hospitais, onde a actuagio primeira na
maioria dos casos permanece a mesma - B-mimétices
por via inalatdria.

Em qualquer das circunstancias — domicilio ou
hospital — procura-se um efeito broncodilatador
duradouro, bem como esquemas terapéuticos simples,
seguros e eficazes.

Entre os B-miméticos mais usados actualmente,
encontram-se o salbutamol, a terbutalina e o procaterol.
O protocolo até agora em vigor no Hospital Pediétrico
de Coimbras propde 3 doses da solugdo respiratéria de
salbutamol a 0,5% espagadas de 20 minutos até um
méximo de 5 mg. O salbutamol em solugdo respiratdria
tem sido largamente utilizado na crise de asma em
muitos centros como medicagdo de primeira linha2.

O procaterol € um agonista B2 - selectivo que
demonstrou possuir menor efeito cardioestimulante e
maior duracdo de accdo do que o salbutamol, sem
induzir tolerancia*.

A utilizacdo de procaterol na forma oral tem sido
defendida por muitos autores**%’, contudo sdo ainda
reduzidos os estudos que apoiam a utilizag@o da solugdo
respiratéria, em nebulizagdo, na crise de asma na
crianga®.
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Foi objectivo do presente estudo comparar a eficdcia
de trés doses de salbutamol (doses "cumulativas") com
umadose tinica de procaterol, em nebuliza¢io, e avaliar
os efeitos adversos de ambos os farmacos.

METODOLOGIA

Realizou-se um estudo prospectivo durante um
periodo de 3 meses (Set/93 - Nov/93) em doentes
asmdticos, comidade superior a 6 anos, que recorreram
ao Servigo de Urgéncia ou a Consulta de Alergologia
com crise de asma (pieira, dispneia, tosse) e padrio
obstrutivo no estudo funcional respiratéria: volume
expiratério forgado no primeiro segundo (FEV ) <80%
e/ou fluxo expiratério forcado entre 25 e 75% da
capacidade vital (FEF,, _..) < 70% >".

Classificou-se a gravidade da crise de acordo com o
padrdo obstrutivo, obtido pelo valor de FEV —ligeira
(60-80%), moderada (40-60%), e grave (< 40%).

Foram estabelecidos aleatoriamente 2 grupos.
Grupo I - doentes que realizaram terapéutica com
salbutamol segundo protocolo ainda em vigor no Servigo
de Urgéncia do Hospital Pediatrico (1.* dose de 150 pg/
/Kg; 2.* e 3.% doses de 50 ug/Kg, com intervalos de
20 minutos, até um maximo de 5 mg). Grupo II - doentes
que realizaram terapéutica com procaterol (30ug/dose)
a qual era repetida 60 minutos depois, sempre que a
clinica o justificasse. Ambos os farmacos foram
administrados por via inalatéria, utilizando a respectiva
solugdo respiratoria, diluida em 2 ml de soro fisioldgico,
em nebulizagdo com 6 e 8 litros de O,/min,
respectivamente. Usou-se um nebulizador Mini Neb
Inspiron® com mdscara de aerossol.

Realizou-se uma avaliacdo clinica (tosse, pieira,
dispneia, cansaco, cianose, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria) e funcional (FEV , FEF,__ ),
antes e aos 15, 30, 60 e 120 minutos apda a nebulizac¢io
de procaterol, ou a 1.* nebulizagdo de salbutamol.
Utilizou-se uma escala de gravidade para os parametros
clinicos (++ grave, + moderada, * ligeira, - ausente).
A frequéncia cardiaca (FC) e a frequéncia respiratoria
(FR) foram avaliados pelo médico, por observagio e
contagem durante 60 segundos. Os pardmetros
espirométricos foram obtidos por Vitalograph compact
utilizando as tabelas de Polgar (Fig. 1). Foi considerado
como melhoria funcional, um aumento significativo na
percentagem de variagdo (Change) doFEV 2 15% e do
FEF, ... 225% **.

Os efeitos secundarios foram avaliados durante
2 horas pelo médico, registando as queixas do doente.

Nio foram administrados outros medicamentos,
nomeadamente corticdides orais, até a 6.* hora apds a
nebulizac@o, para ndo alterar os resultados, excepto
nos casos em que pelo reaparecimento dos sintomas tal
se justificou.
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Fig. 1 - Ficha de colheita de dados

NOME N.° PROCESSO
DATA DE NASCIMENTO _/__ / Data de Observagdo___ /[ /____

Residéncia:

Inicio da crise hd ____ horas

Origem: Servico de Urgéncia___ Consulta de Alergologia

Medicamentos Utilizados (dltimas 12 horas)

Broncodilatadores ___ Corticoides

Tratamento de Fundo

Medicamento Utilizado: Salbutamol (3 nebuliza¢des com intervalo de 20 minutos)

Procaterol (1 nebulizagdo)

0 min (pré) 15 min (pds) 30 min 60 min 120 min

Tosse*

Pieira*

Dispneia*

Cansago™

Tiragem*

Cianose*

Insuflagao*

FR

EE

Peak Flow M

P.E.F. (vitalog)

V@

FEV1

FEV1/FVC

FEF 25-75%

Efeitos 2°

Cefaleias

Tremores

Palpitacdes

Opinido do Doente #

* Grave ++, Moderado +, Ligeiro *, Ausente -.
# Muito Melhor ++, Melhor +, Ligeiramente melhor %, Inalterado 0, Agravado -.
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Pediu-se aos doentes ou aos pais o preenchimento
de um questiondrio onde era especificada a hora do
reaparecimento dos sintomas até a 6.* hora apos a
nebulizacdo e a necessidade de administrar outros
medicamentos (Fig. 2).

Fig. 2 - Questiondrio para o domicilio, respondido
pelos pais.

Avaliagdo até a 6.* hora apds a nebulizagdo
1 - Mantém alguns Sintomas? Sim? _____
Que sintomas mantém?

Pieira? Faltade ar? _____ Tosse?

Nao? _____ A que horas desapareceram?

3 - Que outros medicamentos tomou depois de vir ao
hospital?
(Por exemplo Ventilan, Onsudil, Bricanyl, Medrol,
etc.)
Diga se foi xarope, inalador, rotacaps, turbo ou
comprimidos)
Diga quantas vezes foi necessdrio e a que horas.

Avaliaram-se os 2 grupos em relagdo a idade, sexo,
duragdo e gravidade da crise e medicagdo nas 12 horas
prévias ao ensaio. Compararam-se os resultados da
clinica, dos pardmetros funcionais (dados colhidos
pelo médico) e efeito a 6. hora (andlise dos
questiondrios).

Foram excluidos os doentes cuja avaliagdo funcional
ndo apresentava padrdo obstrutivo, isto €, FEV, > 80%
(n=7), os que apresentavam pieira "crénica" (n=3) e 0s
que ndo colaboraram na realizagdo da espirometria. As
criangas com crises graves (FEV, < 40%) receberam,
aleatoriamente, Salbutamol (n=5) e Procaterol (apenas
1). Porisso a comparacdo entre 0s 2 grupos com crise
ndo foi possivel, sendo excluidos 6 doentes do estudo
comparativo. Excluiram-se ainda os doentes que
tiveram necessidade de realizar 2.* dose de Procaterol
(n=1), dado que ndo se incluiam nos objectivos do
estudo.

Os resultados foram analisados pelo teste exacto
de Fisher e pelo X? (resultados clinicos), teste t de
Student ndo emparelhado para comparagio de médias
e teste t de Student emparelhado para comparacao
de médias (provas funcionais, FC ¢ FR). Considerdamos
haver diferenca estatisticamente significativa quando
p<0.05.
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RESULTADOS

Os 20 doentes seleccionados tinham idades
compreendidas entre 6 e 17 anos, pertencendo 7 ao
grupo I (Salbutamol) e 13 ao grupo II (Procaterol).
As caracteristicas dos doentes em relacdo aidade, sexo,
proveniéncia, medica¢do nas 12 horas prévias e duragdo
da crise estdo referenciadas na tabela I, sendo os dois
grupos semelhantes.

Cons. Alergologia 4 4
edicag' as 12 ho ‘ .

Corticoide oral T
N
Auséncia de medicacao i 5

Tabela I - As caracteristicas de ambos os grupos eram semelhantes.
Sem diferencas estatisticamente significativas - teste de Fisher.

Onze doentes apresentavam crise de asma ligeira
(3 no grupo I e 8 no grupo II) e 9 apresentavam crise
moderada (4 no grupo I e 5 no grupo II) - tabela 2.

N
Ligeira: 60-80
oderadas: 40-60

Tabela 2 - A distribui¢io dos doentes por gravidade da crise foi
semelhante.

Sem diferencas estatisticamente significativas - teste de Fisher.

Nota: nas crises graves (FEV, < 40%) os grupos ndo eram compardveis
(5 criangas no Grupo I e 1 no Grupo II).

Verificou-se uma melhoria progressiva dos sintomas
analisados (dispneia, tosse, pieira e cansago), em ambos
0s grupos, constatada logo na 1.* avaliagdo aos 15 minutos
(Quadro 1 e 2).
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Quadro 1 - Avaliagdo clinica do grupo I (Salbutamol) traduzindo uma
melhoria da tosse, pieira, dispneia e cansago.
A melhoria foi significativa logo a partir dos 15 minutos
(teste de Fisher p < 0.05).

Houve um efeito broncodilator com ambos os
medicamentos, comprovando a eficdcia de cada um
deles isoladamente (figuras 3, 4, 6 ¢ tabela 3).

Evolucédo do FEV, — com o Salbutamol

(Média global)
FEVi
JoPrevisto
100
80 S
—— _
— 5
* ES *
60
% p<0,001
40
20

g o ot ’ :

60 120
Grave ++, Moderado +, Ligeiro *, Ausente -

Tempo (min)

Fig. 3 - Avaliagdo do efeito broncodilatador de 3 doses (A ) de Salbutamol

(S) avaliada pela percentagem do valor previsto de FEV . Diferenca com

significado estatistico (p < 0,001) teste t Student ndo emparelhado para

comparagdo de médias.

Quadro 2 - Avaliagdo clinica do grupo II (Procaterol) traduzindo uma
melhoria da tosse, pieira, dispneia e cansaco.
A melhoria foi significativa logo a partir dos 15 minutos
(teste de Fisher p < 0.05).

Evolugio do FEV, — com o Procaterol

(Média global)
FEVi
JoPrevisto
100
% P
# #
80 T E——— = - = »
-7 ok
- J
60
* p < 0,001
*p < 0,002
40
20 + + + i
0 f 15 30 60 120

Tempo (min)

Fig. 4 - Avaliacdo do efeito broncodilatador de 1 dose (A) de Procaterol
(P) avaliada pela percentagem do valor previsto de FEV,. Diferenca com
significado estatistico (p < 0,001 e p < 0,002) teste t Student ndo

emparelhado para comparagdo de médias.

Grave ++, Moderado +, Ligeiro *, Ausente -

Tabela 3 - Médias (M) e Desvio Padrio (S.D.) da percentagem de melhoria para o FEV e FEF
VOLUME 3 - NUMERO 3

557500 1108 Grupos I e II.
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Evolucio do FEV, — percentagem de melhoria
com o Salbutamol e com o Procaterol

(Média global)
FEVi
%Previsto
100
P p>05
80 PE—
‘/ p-4 S

60
40

20 t + + {
(f T 15T 30 T 60 120
Tempo (min)
Fig. 6 - Comparagdo da eficdcia entre 1 dose ( A) de Procaterol (P) e
3 doses (T) de Salbutamol (S), avaliada pela percentagem de melhoria

(change) do FEV . Sem diferenga com significado estatistico (p > 0,3)
teste t Student.

A evolugdo dos valores do FEV, avaliada pela
percentagem do valor previsto (fig. 5) e de melhoria
(fig. 6), mostrou aumento = 15%, em todos os doentes,
logo aos 15 minutos, que se manteve até a 2.” hora.

A evolugdo do FEV . avaliada ela percentagem
do valor previsto (fig. 7) e de melhoria (fig. 8), mostrou
um aumento = 25%, em todos os doentes, logo aos
15 minutos mantendo-se até a 2.* hora.

Apesar de terem restado apenas 20 criancgas
permitindo comparag@o entre os 2 grupos, a andlise
comparativa das médias e desvio padrdo, dos valores
de FEV e FEF, _, entre o grupo I e grupo Il (tabela 3)
pelo teste t de Student emparelhado para comparagio
de médias, ndo mostrou diferencas com significado
estatistico (p> 0,07).

Evolucdo do FEV, com o Salbutamol e com o
Procaterol (Média global)

FEV
%Melhoria
(Change)

60

40

’_____’__——s_—‘—_l)m3
il T —e

1l5T 3IO T 6'0 120

Tempo (min)

Fig. 5 - Comparagio da eficdcia entre 1 dose (4 ) de Procaterol (P) e
3 doses (T) de Salbutamol (S), avaliada pela percentagem do valor
previsto de FEV,. Sem diferenga com significado estatistico (p > 0,5)
teste t Student.
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Evolucdo do FEV, ... com o Salbutamol e com o
Procaterol (Média global)

FEF 25-75%
YPrevisto
100

80

60 m——-‘—//__:

40

20

3:0 & 60 120

oTT :.5 T
Tempo (min)

Fig. 7 - Comparagio da efic4cia entre 1 dose (4 ) de Procaterol (P) e
3 doses (T) de Salbutamol (S), avaliada pela percentagem do valor
previsto de FEV, ... Sem diferenga com significado estatistico
(p > 0,5) teste t Student.

Evolugio do FEV . — percentagem de
melhoria com o Salbutamol e com o Procaterol
(Média global)

FEF 25754
%Melhoria
(Change)
80

60

S
40 )———‘—‘_’:m//; > 0,6

20 =

oT? 15T 30 T 60 120
Tempo (min)

Fig. 8 - Comparagio da eficcia entre 1 dose (A ) de Procaterol (P) e

3 doses (T) de Salbutamol (S), avaliada pela percentagem de melhoria

(change) do FEV,, ... Sem diferenga com significado estatistico
(p > 0,6) teste t Student.

Obtivemos 18 respostas (90%) aos questionarios
enviados, sendo 6 do grupo I e 12 do grupoII (tabela 4).
No grupo do salbutamol, todos os doentes apresentaram
sintomas, enquanto que no grupo do procaterol houve
4 criancas que se mantiveram assintomdticas, até a
6.* hora.

Tabela 4 - Persisténcia de sintomas até a 6.* hora.
Sem diferencas estatisticamente significativas (p>0.07) - teste de Fisher.
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Os efeitos secundarios foram ligeiros em todas as
criancas, ndo tendo justificado a interrupgdo da
terapéutica. Verificaram-se sobretudo tremores e
cefaleias, com menor incidénciano grupo do procaterol-
- Tabela 5.

A andlise estatistica entre os dois grupos ndo revelou
diferengas significativas no respeitante as suas
caracteristicas, a gravidade da crise, aos valores
espirométricos (FEV, e FEF,, _.,), a sintomatologia a
6.* hora e aos efeitos secundarios.

Tabela 5 - Avaliagdo dos efeitos secunddrios.
Sem diferengas com significado estatistico (p>0,1) - teste de Fisher.

DISCUSSAO

No estudo prospectivo realizado, que englobou 20
criancas em crise aguda de asma, utilizou-se
aleatoriamente a solugdo respiratéria de procaterol ou
de salbutamol em aerossol. Verificimos uma eficécia
semelhante de ambas as drogas em crises ligeiras e
moderadas. Esta eficacia foi sobreponivel com uma sé
dose de procaterol versus 3 doses de salbutamol,
mantendo-se até a 6.* hora em ambos os grupos.

A melhoria clinica ocorreu aos 15 minutos e
objectivamente persistiu até a 2.* hora, o mesmo
acontecendo com os pardmetros espirométricos, em
qualquer dos grupos. A melhoria funcional verificou-
-se por um aumento significativo ne percentagem de
variagdo (Change) doFEV >15% e do FEF,, .., 225%,
em cada um dos doentes*.

A avaliagdo até 2 6.* hora mostrou que se mantinham
assintomaticos 4/12 criancas do grupo do procaterol,
enquanto que no grupo do salbutamol todos 6/6 referiram
sintomas. Estas diferencas porém ndo foram
estatisticamente significativas.

Os efeitos secundarios foram ligeiros em todas as
criangas, mas atingiram 57% no grupo do Salbutamol e
apenas 38% no grupo do Procaterol.

Neste estudo néo foi possivel comparar o efeito do
procaterol nas obstru¢des mais graves (FEV, < 40%)
por escassez da amostra. Seria interessante avaliar a
sua eficacia nestas situacdes, assim como a utilizagdo
de doses mais elevadas e/ou repetidas de procaterol,
comparando-as com o salbutamol. Teria também
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interesse objectivar parametros tardios no domicilio,
por exemplo recorrendo ao DEMI (Peak Flow Meter).

O procaterol poderd ser eficaz e sem efeitos
secundarios significativos, mesmo em criancas com
idades entre os 3 e 6 anos, como foi demonstrado por
Ferres e col.!!, apesar de neste grupo etdrio ndo ser
possivel a avaliacdo pela espirometria.

A dose de 30ug por nebulizacdo utilizada no nosso
estudo, mostrou-se eficaz e segura. Contudo ainexisténcia
de uma dosagem em fung¢do do peso da crianga constitui
ainda uma lacuna em terapéutica pediatrica.

Podemos concluir deste estudo que na posologia
utilizada, uma dose tnica de procaterol poderd ser uma
alternativa cémoda, eficaz e segura as 3 doses de
Salbutamol, habitualmente utilizadas, pelo menos em
crises leves e moderadas de asma na crianga, uma vez
que os dois medicamentos mostraram eficacia
semelhante.
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Exposicdo a Alergénios dos Acaros em
Doentes com Alergia Respiratoria aos
Acaros do P6 da Casa

JOSE LUI{S PLACIDO*, JP MOREIRA DA SILVA** MARIO MIRANDA*, CARLOS CUESTA*#,

PILAR VENTAS', MARIANELA VAZ#***

RESUMO

Neste trabalho quantificamos os niveis de Der p I,
Der f I, Der II e Lep d I (anticorpos monoclonais
especificos, Abell6 SA) nas amostras de pé das
habitacoes de doentes sensibilizados aos acaros do
poé da casa e estudimos a sua relacio com a
sensibilizacdo aos dcaros, avaliada por testes
cutaneos "prick'' (TCP) e IgE sérica especifica (sIgE).
Incluimos 15 doentes (20 =12 anos) exclusivamente
sensibilizados ao D. pteronyssinus (Dp) e/ou farinae,
comparativamente a um grupo controle constituido
por 14 doentes nio atépicos (27 + 15 anos), todos
portadores de asma e/ourinite. Todas as 29 amostras
continham niveis detectaveis de Der p I e Der II,
verificando-se uma correlacio estatisticamente
significativa entre os dois alergénios (r =0,82
p<0,001), enquanto Der fI e Lep d I eram indetectaveis
em 7 e 38% das amostras respectivamente. Os
doentes sensibilizados aos dcaros apresentavam
relativamente ao grupo controle uma exposicao
significativamente mais elevada ao Der p I (14,5 vs
8,0ug/g, p=0,03), Der II (7,1 vs 3,5ug/g, p=0,02) e
Lep d 1(0,14 vs 0,08ug/g, p=0,02). Niveis de Derp I
>2g/g (risco de sensibilizacdo) e >10lg/g (risco de
crises de asma) estavam presentes respectivamente
em 100 e 60% das habitacdes de doentes
sensibilizados aos acaros. Observamos uma
correlacdo estatisticamente significativa entre a
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exposiciao ao Derp I e asensibilizaciao ao Dp,avaliada
pela drea da papula obtida nos TCP (r=0,62 p=0,03)
e pelos niveis de sIgE (r =0,54 p=0,04). Os nossos
resultados vém reforcar a importincia das medidas
de evic¢iio aos dcaros na doenca alérgica respiratdria,
com o objectivo de prevenir a sensibilizacio entre os
individuos genéticamente predispostos e um melhor
controle da doenca nos que ja se encontram
sensibilizados.

PALAVRA-CHAVE: Acaros do p6 da casa,
niveis de alergénios, exposi¢io, sensibilizac¢io.

SUMMARY

We quantified Der p I, Der f I, Der II and Lep d 1
levels (specific monoclonal antibodies) in house dust
samples of asthmatic and/or rhinitic patients,
comparing 15 patients exclusively sensitized to D.
pteronyssinus (Dp) and/or farinae (mean age 20+12)
to 14 non-atopic patients (27115 years). We also
studied the relationship between exposure to these
allergens and sensitization to mites, defined by skin
"prick" tests (27 mm?) and RAST (=class 2). Derp I
and Der II were present in detectable levels in all the
29 dust samples and a significant correlation was
found between these two allergens (r =0.82 p<0.001).
Der f1and Lep d I were undetectable in 7 and 38% of
the samples and were always present in concentrations
under 21ig/g of dust. Patients sensitized to dust mites
were exposed to significantly higher levels of Der p I
(14.5 vs 8.0ug/g, p=0.04), Der II (7.1 vs 3.5Lig/g,
p=0.02) and Lep d I (0.14 vs 0.08Lig/g, p=0.02) than
patients from the control group. Der p I values
>101ig/g of dust (regarded as increased risk for acute
asthima) were present respectively in 60% and 29% of
the house dust samples from mite atopic and non-
-atopic patients. Levels of Der p I <2ig/g (under the
risk of sensitization) were detected in 36% of the
samples from non-atopic patients and in none of the
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sensitized patients. We also observed a significant
correlation between the magnitude of exposure to
Derp I withthe degree of sensitization to Dp, assessed
both by the wheal area at skin testing (r =0.62 p=0.03)
and by the level of serum specific IgE (r =0.54 p=0.04).
Our results reinforce the capital importance of mite
avoidance measures in the management of allergic
diseases, both to prevent sensitization among the
genetically susceptible persons and the clinical
exacerbations in mite allergic patients.

KEY-WORDS: House dust mites, mite allergen
levels, exposure, sensitization.

INTRODUCAO

Os 4caros do género Dermatophagoides sao desde
h4 muito reconhecidos como a principal fonte de
alergénios domésticos'?, representando em todo o
mundo, uma importante causa de sensibilizag¢do e de
doenca alérgica’.

A quantificagdo dos seus alergénios por
imunoensaios e anticorpos monoclonais, técnica
largamente utilizada dada a sua reproductibilidade,
elevada sensibilidade e especificidade*, veio abrir novas
perspectivas no estudo do ambiente doméstico e
modificou radicalmente o nosso conhecimento sobre o
papel dos alergénios na doenca alérgica respiratdria.
Estudos realizados em diversos paises, vieram definir
indices de exposicdo aos alergénios do Grupo I do
Dermatophagoides, relacionados quer com o risco de
sensibilizacdo em individuos genéticamente
predispostos (>2ug/g de p6), quer com o de crises de
asma (>10ug/g de pd) nos doentes ja sensibilizados™?.
A exposigdo alergénica crénica é também reconhecida
como uma importante causa de inflamacio e de
hiperreactividade bronquica, verificando-se que a
reducdo prolongada desta exposi¢do diminui os
sintomas de asma e a hiperreactividade brénquica
inespecifica®®.

Parece evidente que a prevaléncia das doencas
alérgicas e em particular da asma bronquica tem vindo
a aumentar de uma forma constante em diversos
paises®'2. Apesar das razdes nio se encontrarem ainda
totalmente esclarecidas'®!', alguns autores tém sugerido
que a exposi¢do cada vez mais intensa e prolongada a
alergénios domésticos poderia ser um dos principais
factores envolvidos'. Esta situagio resultaria sobretudo
das modificacdes introduzidas no ambiente doméstico
e do estilo de vida das populagdes, com a criagdo de um
microclima favordvel ao aumento da densidade
alergénical!®2,

Estes aspectos tém despertado o interesse de
numerosos investigadores no estudo da exposi¢do aos
alergénios dos dcaros em diferentes areas geograficas
e nos factores ambienciais que sdo determinantes para
o crescimento da sua populagio.
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Neste trabalho fomos determinar os niveis de
alergénios dos 4caros Dermatophagoides (Der p I,
Der f 1, Der Il) e Lepidoglyphus destructor (Lep d I)
presentes no pé das habita¢des de doentes sensibilizados
aos dcaros do p6 da casa e estudamos a sua relagdo com
o grau de sensibilizagdo aos dcaros, avaliada por testes
cuténeos "prick" e doseamento da IgE sérica especifica.

DOENTES E METODOS

a) Doentes

Neste estudo foram incluidos 15 doentes com asma
e/ou rinite peranuais (9 do sexo feminino e 6 do sexo
masculino, com idade média de 20 + 12 anos),
exclusivamente sensibilizados ao Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp) e/ou farinae (Df).

Como critério de sensibiliza¢do consideramos a
obten¢do de uma papula com drea > 7mm? nos testes
cutineos "prick"” e uma IgE sérica especifica para Dp
e/ouDf 20,70 HRU/ml (Hamlet, Alergia e Inmunologia
Abell6 SA), equivalente aum RAST de classe igual ou
superioraZ2. Nostestes cutdneos umabateria de alergénicos
comuns biologicamente estandardizada a qual
associamos um extracto de Lepidoglyphus destructor
(Ld), sendo os extractos de Dp, Df e Ld doseados a
100 BU/ml (Alergia e Inmunologia Abelld, SA).

Como grupo controle, incluimos 14 doentes nio
atopicos (10 do sexo feminino e 5 do sexo masculino,
com idade média de 27 £ 15 anos) também portadores
de asma e/ou rinite.

Todos 0s 29 doentes incluidos neste estudo habitam
na cidade do Porto ou na sua periferia. Esta cidade
caracteriza-se por um clima temperado e himido, com
uma temperatura anual média de 14°C, elevada
pluviosidade (1200 mm/ano) e uma humidade relativa
anual média de 79% (os dados sdo relativos a 1992, ano
em que decorreu este estudo e foram fornecidos pelo
Observatoério Meteriolégico da Serra do Pilar, Vila
Nova de Gaia).

b) Recolha das amostras de pé

A recolha do p6 das habitagdes foi efectuada pelos
préprios doentes durante o més de Abril de 1992, de
acordo com instrugdes verbais e escritas. Utilizaram os
seus aspiradores (cuja poténcia variava entre os 1000 e
1200 W segundo as informagdes técnicas fornecidas
nos aparelhos) providos de um novo saco de papel para
recolha do pé aspirado. As amostras foram recolhidas
do quarto do doente e sala de estar, aspirando durante
2min/m?o colchio, alcatifas, tapetes e sofas. Terminado
o processo de colheita, cada saco de papel contendo as
amostras de pé foi retirado do aspirador e guardado
dentro de umabolsa de plastico, hermeticamente fechada
¢ armazenada a temperatura de -20°C até ao seu
processamento.
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¢) Preparacio das amostras de pé e determinacao
dos niveis de alergénios

Foi efectuada a filtragem das amostras através de
uma malha com orificios de 300um para obtenc¢do de
poeira fina. Seguidamente procedeu-se a extrac¢do de
3 mg de poeira fina em 20 ml de uma solugdo tampao
salina (15%, p/v) com agitacdo magnética durante
90 mm a4°C. Apés centrifugacdo a 12 000 rpm durante
5 mn e filtragem por filtro de 0,45um (Milipore Flow
Rate, Flow Laboratories, Germany) seguiu-se a
realiza¢do do imunoensaio.

A determinacdo dos niveis de Der p I, Der f 1 e
Lep d I foi efectuada por ELISA em fase soélida,
utilizando anticorpos monoclonais especificos: Pt1513
para o Der p I, Fal511 para o Der f I e Le9E4 para o
Lep d I, segundo método descrito anteriormente?"?2. Os
niveis de Der Il foram quantificados por RIA, utilizando
o monoclonal CLB-DpX segundo o método descrito
por Heymann e colaboradores®. As curvas-padrdo
foram obtidas através da utilizacdo do respectivo
alergénio purificado mediante cromatografia e com
concentra¢do previamente determinada por RIA, sendo
os resultados expressos em Llg/g e com o limiar de
deteccdo a siturar-se nos 0,01 pug/g.

Osniveis de alergénios foram classificados de acordo
com um score proposto por Platts-Mills e colaboradores
para os alergénios do Grupo I do Dermatophagoides®

e que neste trabalho foi alargada aos restantes alergénios:
indetectavel (<0,05), baixo (0,05 - 0,20), moderado
(0,21 - 2,00), elevado (2,01 - 10) e muito elevado
(>10ug/g).

d) Analise estatistica

Os resultados sdo expressos em mediana, minimo e
méximo. Nacomparagdo dos niveis de alergénios entre
os dois grupos utilizamos o teste de Mann-Whitney e
no estudo da correlacdo entre varidveis o teste de
Spearman. Foi igualmente utilizado o teste de Qui-
-quadrado no estudo da diferen¢a de distribui¢do dos
niveis de exposi¢do alergénica relacionados com o
risco de sensibilizagdo e crises de asma. Foi considerado
com significado estatistico um p < 0,05.

RESULTADOS

Todas as 29 amostras continham niveis detectaveis
de Derple Derll, verificando-se niveis muito elevados
destes dois alergénios respectivamente em 45% e 28%
das habitagdes (Quadro I). Observamos uma correlacdo
estatisticamente significativa entre os niveis de Derp I e
Der Il (n=29; 1 =0,82 p<0,001) (Fig. 1). Pelo contrario
Der f1e Lep d I, eram indetectdveis respectivamente
em 7 e 38% das amostras e estavam sempre presentes
em concentracdes inferiores a 2ug/g de p6 (Quadro I).
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Fig. 1 - Niveis de Der p I e Der II (ig/g) no p6 das habitacdes de doentes sensibilizados aos dcaros e de
doentes néo atépicos (grupo controle). Todos os doentes sensibilizados aos dcaros do p6 da casa estavam expostos
a niveis de Der p I >2ug/g de pé (risco de sensibilizagdo), enquanto valores >10pg/g (risco de crises de asma)
estavam presentes em 60% das habitagdes. Verificamos uma correlagio estatisticamente significativa entre os

niveis de Der p I e Der II (r=0,82 p<0,001).
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Quadro I - Percentagem das 29 amostras com niveis indetectdveis (<0,05),
baixos (0,05 - 0,20), moderados (0,21 - 2,00), elevados (2,01) - 10,00) e
muito elevados (> 10pg/g de p6) dos alergénios Der p I, Der f I, Der Il e
Lep d I

As amostras de p6 provenientes das habitacdes de
doentes sensibilizados aos 4caros (n=15) apresentavam
em relacdo ao grupo controle (n=14), niveis
significativamente mais elevados de Der p I (14,5;
3,9 - 88,0 versus 8,0; 0,1 - 32,0ug/g: p=0,03), Der II
(7,8; 0,7 - 49,0 versus 3,0; 0,6 - 12,4ug/g: p=0,02 e
Lep d1(0,14;0,01 - 1,00 versus 0,08; 0,01 - 1,00ng/g:
p=0,02) (Fig. 2). Quanto ao Der f I, apesar de se
encontrar em concentra¢cdes mais elevadas nas
habitacdes do doentes sensibilizados, nfo existiam
diferencas estatisticamente significativas em relagio
aos nao atépicos 0,14; 0,05 - 0,4 versus 0,13; 0,01 - 0,9).

Todos os doentes sensibilizados aos 4caros estavam
expostos a niveis de Der p I >2ug/g (risco de
sensibilizagdo), enquanto niveis >10ug/g (risco de crises
de asma) estavam presentes em 60% das habitac¢des
(Fig. 1). No grupo controle niveis <2ug/ge >10ug/g de
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p6 foram encontrados respectivamente em 36% e 29%
das habitacdes (Fig 1). Assim, o nimero de doentes
que se encontravam expostos a niveis de Der p I >2|g/g
(x2=11 p<0,001 e < a 10ug/g (x2=5 p=0,03) era
significativamente diferente entre os doentes
sensibilizados e os ndo atépicos.

Os niveis de Der p I a que os doentes sensibilizados
aos dcaros se encontravam expostos no interior das
suas habitagGes, correlacionaram-se com o grau de
sensibilizac¢do ao D pteronyssinus, avaliado pela drea
da péapula (mm?) obtida nos testes cutineos (n=13;
r=0,62 p=0,03) (Fig. 3) e pelos niveis de IgE sérica
especifica (n=15; r =0,54 p=0,04) (Fig. 4).

DISCUSSAO

Estudos realizados em diversas regides do globo
apontam para que a principal fonte de sensibilizag¢do
ambiencial sejam os alergénios domésticos, estando
implicados neste processo os alergénios que se
encontram em maiores concentracdes dentro das
habitagdes!®. Nos ultimos anos além dos dcaros do
género Dermatophagoides, outros alergénios
igualmente presentes no pé da casa tém vindo a ser
objecto de estudo'®?-?’, Os 4dcaros de armazenamento
podem desempenhar um importante papel nesta
sensibiliza¢do doméstica?®?’, uma vez que mesmo em
areas urbanas e com clima temperado a exposi¢do aos

Der Il

Fig. 2 - Exposic¢éo aos alergénios Der p I e Der II em doentes sensibilizados aos dcaros e ndo atépicos (grupo
controle). Os doentes sensibilizados aos dcaros do p6é da casa apresentavam em relagdo aos doentes do grupo
controle, uma exposi¢do significativamente mais elevada aos alergénios Der p I (mediana 14,5; 3,9 - 88,0 versus
8,0; 0,1 - 32,0pg/g: p=0,03) e Der II (7,8; 0,7 - 49,0 versus 3,0; 0,6 - 12,4ug/g: p=0,02).
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Fig. 3 - Niveis de exposicdo ao Der pI e sensibiliza¢io cutdnea ao D. pteronyssinus. Observamos uma correlagdo
estatisticamente significativa (r,=0,62 p=0,03) entre a exposi¢do ao Der p I (ug/g) e a drea da papula (mm?) obtida
nos testes cutineos "prick" com um extracto de D. pteronyssinus (100 BU/ml; Alergia e Inmunologia Abell6 SA).
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Fig. 4 - Niveis de exposicao ao Der p I e IgE especifica sérica para o D. pteronyssinus. Verificamos uma
correlagdo estatisticamente significtiva (r=0,54 p=0,04) entre a exposi¢do ao Der p I (iug/g) e os niveis da IgE
especifica para o D. pteronyssinus (Hamlet, Alergia e Inmunologia Abellé SA).
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seus alergénios pode ser relevante®3°. Estes aspectos
levaram-nos a incluir neste estudo além dos alergénios
dos dcaros Dermatophagoides (Der p I, Der f I e
Der II), o alergénio major do Lepidoglyphus destructor
(Lep d I).

Neste trabalho utilizamos a quantificagdo dos
alergénios na poeira doméstica como reflexo dos niveis
habituais de exposi¢do a que os doentes se encontravam
sujeitos. Para os alergénios estudados, dado o seu
tamanho e o peso das suas particulas, as concentragdes
sdo muito baixas no ar e particularmente dependentes
dos movimentos de agitagdo dos locais onde se
depositam®, sendo aconselhada a sua quantificaciio na
poeira doméstica®. Cada doente procedeu a colheita
das amostras com o seu aspirador, método utilizado em
trabalhos similares'%30:323¢ havendo contudo o cuidado
de descrever a maneira como ela foi efectuada, a
presenca ou auséncia de filtros no aspirador, ndimero e
local onde foram colhidas as amostras®. No nosso
estudo a diferenca maxima de poténcia entre os diversos
aspiradores utilizados foi de 200W, sendo esta diferenca
pouco significativa e minimizada pelas unidades em
que os alergénios sdo representados: L por grama de p6
aspirado®!.

Neste trabalho Der p I e Der II foram os principais
alergénios presentes na poeira doméstica, apresentando
concentracdes detectdveis em todas as amostras,
independentemente de estas serem provenientes das
habitagdes de doentes sensibilizados ou nfio atépicos.
Apresentavam também niveis muito elevados em 45%
€ 28% das amostras, em oposicdo ao Der f I que foi
indetectdvel em 7% das 29 amostras e com concentra¢des
sempre inferiores a 2pug/g de p6 (Quadro I). Por outro
lado, verificimos que nenhum dos doentes apresentava
positividade isolada para o D. farinae nos testes cutaneos
"prick", enquanto 6/15 doentes estavam simultaneamente
sensibilizados ao D. pteronyssinus e farinae. Estes
dados traduzem possivelmente a menor importancia do
D. farinae em relagdo ao D. pteronyssinus no nosso
clima temperado e himido. Ja noutras zonas geogréficas
onde existem invernos prolongados, frios e secos (mais
de 3 meses com humidade relativa < 60%), esta relagdo
entre as duas espécies de dcaros poderd estar invertida,
jdque o D. pteronyssinus estd menos adaptado a manter
o balango hidrico e a sobreviver nestas condi¢des
adversas?.

O alergénio major do Lepidoglyphus destructor
(Lep d I) foi indetectavel em 38% das 29 amostras
(Quadro I) e tal como Der f I manteve-se sempre em
niveis inferiores a 2jug/g de p6, apontando para que esta
espécie seja pouco frequente no nosso meio urbano.
No nosso estudo, a sensibilizacdo a este 4caro foi
encontrada em apenas 2 doentes que estavam igualmente
sensibilizados ao D. pteronyssinus e farinae. Contudo,
€ possivel que em ambiente rural a sensibilizagdo e
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exposi¢cdo aos alergénios dos dcaros de armazenamento
possa ser mais importante.

A excelente correlacdo verificada entre os niveis de
Der p I e Der I, sugere tal como proposto por alguns
autores®, que na avalia¢do da exposi¢do aos 4caros do
pd dacasa, adeterminagio simultinea dos niveis destes
dois alergénios poderd ser dispensdvel com uma
diminui¢do importante dos custos deste tipo de estudos.

Os doentes sensibilizados aos dcaros apresentavam
uma exposicdo significativamente mais elevada aos
alergénios Derp I, Der Il e Lep d I que o grupo controle
(Fig. 2). Por outro lado, todos os 15 doentes estavam
sujeitos a uma exposi¢do ao Der p I >2ug/g de pé,
confirmando que este possa ser de facto o limiar de
exposi¢do comrisco de sensibilizagdo®, enquanto 60%
tinham niveis de Der p I >10ug/g de pé (risco de
ataques de asma) no interior das suas habitagdes (Fig. 1).
No grupo controle niveis < 2 e >10ug/g de p6 foram
encontrados respectivamente em 36% e 29% das
habita¢des. Estes resultados estdo em acordo com
outros estudos®**¥, confirmando que os doentes
sensibilizados aos dcaros estdo sujeitos auma exposi¢do
mais intensa que os ndo sensibilizados.

Neste trabalho demonstramos que a intensidade da
exposicdo ao alergénio Der p I, se correlacionava com
o grau de sensibiliza¢do ao D. pteronyssinus, recorrendo
quer a métodos "in vivo" (drea da pdpula nos testes
cutdneos "prick") (Fig. 3), quer a métodos "in vitro"
(niveis da IgE sérica especifica) (Fig. 4), comprovando
a relacdo existente entre a exposicdo alergénica e
sensibilizacdo®,

Em conclusdo, encontrdmos elevados niveis de
exposicdo aos alergénios major Der p I e Der I,
embora esta exposi¢do seja significativamente mais
elevada nos doentes que estdo sensibilizados aos 4caros
Dermatophagoides, comparativamente aos doentes do
grupo controle. Pelo contrdrio os alergénios Der f1 e
Lep d I parecem ndo ter entre nds a relevancia dos
outros dois alergénios estudados. Verificamos também
que a intensidade da exposicdo ao Der p I estd
relacionada com o grau de sensibilizagio ao D.
pteronyssinus. Estes dados vém reforgar a importancia -
das medidas de evic¢@o aos dcaros na abordagem das
doengas alérgicas respiratdrias, com o objectivo de
prevenir a sensibiliza¢do entre os individuos
geneticamente predispostos e um melhor controlo da
doenganos que ja estdo sensibilizados. Estudos futuros
direccionados para um melhor conhecimento do
ambiente doméstico em que vivem os nossos doentes,
permitindo que medidas de correc¢do ambiencial
possam ser adaptadas a caracteristicas particulares do
nosso meio, poderd ser um factor decisivo na prevencio
e controlo da doenga alérgica respiratéria, contribuindo
para a diminuigdo da sua prevaléncia, morbilidade e
mortalidade.
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Efeito da Imunoterapia Pré e
Co-Estacional para Polens de Gramineas
no Recrutamento Nasal de Eosinofilos e
Niveis Séricos de IgG e IgE Especificas

JOSEFINA RODRIGUES****, LUIS DELGADO***, ] P MOREIRA DA SILVA*#*#% LEONOR CUNHA*,
ISABEL PORTELA**, JOAO CARDOSO**, MARIANELA VAZ####*

RESUMO

Avaliamos em 32 doentes (17M e 15F; idade
média de 31 anos) com histéria clinica de rinite
sasonal, o efeito da imunoterapia no recrutamento
de eosindfilos das secrecdes nasais e nos niveis de
IgE e IgG sérica especifica para Phleum Pratensis.
Todos tinham testes cutaneos "'prick'' positivos para
Phleum Pratensis (F) e Dactylis Glomerata (D). Dez
doentes (grupo C) foram exclusivamente tratados
com Loratadina 10 mg em SOS, e 22 foram também
submetidos a Imunoterapia pré e co-estacional
(GrupoIT) com um extracto aquoso estandardizado
de F e D (Conjuvac-Bayer/DHS). Os doentes foram
avaliados antes, durante e 6 meses apés a estacio
polinica. Efectuou-se contagem de eosinéfilos nas
secrecoes nasais em esfregacos de citocentrifuga,
corados pelo Wright/Giemsa, doseamento de IgE
especifica pelo método Cap (Kabi, Pharmacia) e
testes cutaneos a F e D. Dezoito doentes continuaram
o estudo com o mesmo protocolo de avaliacdo no ano
seguinte (9 IT e 9 C) tendo sido efectuado neste
grupo doseamento de IgG especifica para F pelo
mesmo método em 2 anos consecutivos. Ambos os
grupos (IT e C) evidenciaram um aumento dos
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eosinéfilos nas secrecdes nasais, particularmente
evidente no grupo IT (antes da estacio -AE-
- C=0,1310,1; IT=0,2710,1: p=ns; durante a estacio-
-DE- C=6,62; 1T=16,110,7: p< 0,04). Os doentes
que continuaram o estudo no ano seguinte,
mantiveram a subida dos eosinéfilos nas secre¢des
nasais durante a estacio polinica, embora o aumento
observado no 1.° ano quando se comparou o grupo
IT com o C (p=0,04), se tivesse esbatido no 2.° ano
de observacao (p=ns). (1.° ano AE - C= 0,1410,13;
DE C= 6,9£7,3: p= 0,02, AE - 1T=0,33+0,31;
DE - IT =19,3%18,5: p= 0,007) (2.° ano AE -
-C=0,31+0,63; DE C= 7,5%15,7: p=0,05, AE -
-1T=0,240,3; DE - IT=11,6116: p=0,03). Nos 22 doentes
(12IT e 10 C) em que doseamos a IgE especifica para
F, observamos um aumento nao significativo da IgE
em todos os doentes, que se acentua 6 meses apés a
Primavera sendo este aumento estatisticamente
significativo no grupo C (p<0,01). Os niveis de IgG
especifica para F nio variaram no grupo C em todo
o estudo. Nos doentes submetidos a IT os niveis de
IgG subiram significativamente durante a estacio
polinica nos 2 anos de tratamento (p=0,01).
Encontramos correla¢des estatisticamente
significativas entre a IgG especifica e os eosinéfilos
das secrecdes nasais (R=0,41); p<0,05) e a IgG/IgE
especifica (R=0,44; p<0,01). Em conclusio
verificamos que a IT a pélens de gramineas aumenta
o recrutamento de eosinéfilos nas secrec¢des nasais
durante a exposicdo natural ao alergénio,
particularmente no primeiro ano de tratamento e
bloqueia a subida de IgE durante a estacdo polinica
aumentando os niveis de IgG especifica apenas no
periodo de imunizacdo activa.
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SUMMARY

In 32 patients with grass pollen allergy (17M, 15F,
31 years old) all with seasonal rhinitis, we studied the
effect of immunotherapy on nasal eosinophils
recruitment during pollen season and changes in
specific IgE and IgG levels. All had positive skin
prick tests to Phleum Pratensis (Php) and Dactylis
Glomerata (Dg). Ten patients (control group - C)
were exclusively treated with Loratadine 10 mg prn
and 22 also received pre and co-seasonal
immunotherapy (immunotherapy group - IT) with a
standardized aqueous extract of both allergens
(Conjuvac® - Bayer/DHS). Patients were evaluated
before (bs) during (ds) and 6 months after season
(as): eosinophils counts (EC) in nasal secretions
(cytospins, Wright-Giemsa stain), specific IgE and
IgG levels to Php (Cap System® - Kabi Pharmacia)
and skin reactivity to Php and Dg. Both groups
showed a significant rise in EC ds, specially evident
in IT (bs - C= 0,1340,1; IT=0,2740,1: p=ns,
ds - C= 6,612; IT= 16,110,7: p<0,04). Patients that
continued the study in the following year, maintained
the increase in the EC ds, although this was not so
evident on the 2nd year of treatment (IT vs C; p=ns)
(Ist year bs - C=0,1410,13; ds C=6,917,3: p=0,02,
bs - IT=0,3310,31; ds - IT=19,3118,5: p=0,007) (2nd
year bs - C=0,31140,63; ds - C=7,5115,7: p=0,05, bs -
I1T=0,210,3;ds - IT=11,6116:p=0,03). A significant
increasein specific IgE levels, was only seen 6 months
after spring, in C group (p<0.01) when the 22 patients
were studied. Specific IgG levels to Php showed no
significant differences in C. In IT, specific IgG levels
showed a significant rise during pollen season in the
two years of treatment (p=0,01). We also found
significant correlations between specific IgG levels
and EC in nasal secretions (R=0,41); p<0,05) and
between specific IgG/IgE (R=0,44; p<0,01). In
conclusion: grass pollen immunotherapy increases
eosinophil recruitment in nasal secretions during
natural pollen exposure, specially in the first year of
treatment, blunts the rise in specific IgE levels during
pollen season and increases specific IgG levels in the
IT period.

INTRODUCAO

A rinite alérgica sazonal é uma patologia muito
comum na populacdo geral e uma causa importante de
morbilidade. Nos dltimos trinta anos tem havido um
aumento crescente desta doenga em quase todos os
paises industrializados do mundo'. A sua causa mais
comum € a alergia a p6lens de gramineas mediada por
uma reaccao de hipersensibilidade tipo I.

A resposta nasal, traduzida clinicamente por
espirros, prurido, obstrucdo nasal e rinorreia, associa-se
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por vezes a conjuntivite com ou sem prurido ocular, e
caracteriza-se, histopatologicamente, por inflamagdo
da mucosa nasal. O mastdcito, com IgE localizada a
superficie da célula, tem o papel inicial no desencadear
do processo inflamatério®>. O envolvimento destas
células tem sido comprovado em estudos de bidpsias
nasais efectuadas apds provocacio experimental e apds
exposi¢do natural ao antigénio®**. A sua activacdo
inicia uma cascata de reac¢des, com aumento local de
mediadores quimicos de hipersensibilidade, como a
histamina, TAME esterase, prostaglandina D2%7 e
chamada de células inflamatdérias, nas quais
predominam os eosin6filos?.

O granulécito eosinédfilo € uma célula derivada da
medula 6ssea e o seu envolvimento na inflamagédo
alérgica é conhecida hd pelo menos um século
(citin 38). O verdadeiro papel desta célula nainflamagao
alérgica é ainda hoje algo enigmdtico, havendo no
entanto alguns estudos que claramente estabelecem
uma relac@o entre a sua actividade e a gravidade da
doenca alérgica®*!°.

Na rinite alérgica, por exemplo, estas células
aumentam durante exposi¢do natural ou apds a
provocagdo nasal com o antigénio''. A infiltracdo,
activacdo e desgranulagdo dos eosindfilos tem uma
func¢do primordial na sintomatologia alérgica do nariz,
particularmente nas reacc¢des de fase tardia associadas
ao edema e hiperreactividade da mucosa nasal®3. As
primeiras descri¢des da associacdo entre o influxo
nasal de eosinéfilos e arinite alérgica sasonal datam de
1927 por Eyermann'? e posteriormente por Lindsay e
cols® que referiram a auséncia de eosinéfilos nas
secrecdes nasais em periodos assintomdticos e a
inexisténcia de relagdo entre os eosindfilos nasais e os
periféricos.

A imunoterapia (IT) tem sido utilizada para o
tratamento de doentes com polinose hd mais de
7 décadas, desde que foi pela primeira vez descrita nos
Estados Unidos por Freeman e Noon'*'5. Nos tltimos
40 anos vdrios trabalhos tém tentado demonstrar a sua
eficdcia e apoiam a sua utilizagéo na clinica'® estando
os efeitos terapéuticos dependentes das doses e
esquemas de aplicacdo'"®1. A eficdcia da IT nas
polinoses tem sido claramente demonstrada em ensaios
duplamente cegos com placebo'® sendo esta uma das
indicagdes claras para este tipo de tratamento?.

Embora nio se conhecam os mecanismos exactos
de actuagdo da IT, ela tem seguramente efeitos de
imunomodulacdo na resposta IgE e/ou na ampliacio
inflamatdria desta resposta. Alguns desses efeitos tém
sido demonstrados pela formacdo de anticorpos IgG
ap6s IT, pela reducéo dos niveis de IgE especifica?!,
aumento dos niveis de IgA e IgG nas secrecdes nasais
destes doentes?? e, mais recentemente, na modificacio
da resposta de linfécitos T (estimulag@o de linfécitos
de tipo TH1)%.
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O objectivo do presente estudo foi o de avaliar, em
doentes com rinite alérgica a pélens de gramineas, os
efeitos daimunoterapia pré e coestacional nainflamacio
alérgicalocal. Assim, analisamos o recrutamento local
de eosinofilos e acompanhamos as oscilagdes nos niveis
de IgE e IgG especifica na circulagdo com a exposicio
natural ao antigénio.

DOENTES, MATERIAL E METODOS

Foram selecionados trinta e dois doentes, (17 do
sexo masculino e 15 do feminino com idade média de
31 anos, compreendidas entre 0s 16 € os 61 anos), com
base numa histéria clinica de rinite sasonal. Todos
tinham testes cutdneos "prick" positivos para as
gramineas Pheum Pratensis e Dactylis Glomerata
(Bayer/DHS, numa concentra¢do de 1/20 PV) e IgE
especifica positiva para aqueles alergénios
(RAST 2 classe 2). Foram excluidos os doentes que
apresentassem histéria de rinite peranual e/ou tivessem
sido submetidos a qualquer tipo de imunoterapia prévia,
os fumadores e os que tivessem feiro corticosteroides
tépicos ou sistémicos no més que antecedeu o inicio do
estudo.

Todos os doentes foram observados em trés ocasides
diferentes: imediatamente antes da estagdo polinica,
no pico da estagdo e cerca de seis meses apGs aquela
data, alturas em que foi aplicado o mesmo protocolo de
avaliagdo: contagem de eosindfilos nas secrecdes
nasais, doseamento de IgE especifica, testes cutineos
prick, avaliagdo do registo de sintomas e medicagio
nos 15 dias que antecederam cada visita.

Em 22 doentes foi aplicada imunoterapia pré e co-
-estacional (grupo de imunoterapia - IT) com um
extracto estandardizado, aquoso, de Phleum Pratensis
e Dactylis Glomerata, quimicamente conjugado com o
alginato de sodio (Conjuvac® - Bayer/DHS),
constituindo os restantes dez doentes o grupo controlo - C).
Atodos, foi permitido apenas a utiliza¢do de terapéutica
sintomadtica - Loratadina 10 mg, sempre que necessério
e com registo das doses utilizadas.

A IT consistiu na administragio de injec¢des
semanais do alergénio iniciando-se com doses de
10 PNU que se duplicaram semanalmente durante um
periodo de cerca de trés meses, até ser atingida a dose
de manutencio de 800 PNU ou a mdxima dose tolerada
pelo doente. Ap6és atingida a dose de manutencio, as
injecgdes foram aplicadas com intervalo de 2 semanas
durante a estacdo polinica, até fim de Maio. Em,
18 doentes foi possivel aplicar 0 mesmo protocolo de
estudo, no ano seguinte, apds novo periodo de
imunoterapia, em 9 deles.

Fornecemos a todos os doentes um cartdo para
registo didrio de sintomas e da dose de antihistaminicos
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utilizados. Aos sintomas de rinorreia, espirros,
obstrucdo nasal e prurido ocular e nasal foi atribuido
uma pontuagdo de 0 (sem sintomas) a 3 (sintomatologia
marcada)*, tendo sido calculado tanto a pontuacio
média para cada sintoma assim como as doses de
antihistaminicos, em cada periodo de registo.

A colheita de secre¢Ges nasais foi realizada
utilizando zaragatoas de transporte, colocadas entre o
septo nasal e o corneto inferior, em ambas as narinas,
tendo a contagem diferencial de células (eosinéfilos,
neutréfilos e células epiteliais) sido feita por
microscopia dptica, em esfregacos de citocentrifuga
(Haeraus) corados por Wright-Giemsa, e sempre
efectuada pelo mesmo observador.

O doseamento da IgE e IgG especifica foi feita por
fluoro-enzimo-imunoensaio (CAP® RAST FEIA, Kabi
Pharmacia), seguindo as instrugdes do fabricante. Para
a IgE especifica os resultados sdo dados em kU/L por
referéncia a uma curva padrio de IgE total (0,35-100
KU/L diluindo-se as amostras superiores a 100 kU/L.
Para a IgG especifica os resultados sdo expressos como
percentagem de uma referéncia (%T) - uma mistura de
soros contendo IgG especifica para o vidoeiro (Bétula
verrucosa), obtidos de individuos submetidos a
imunoterapia com extractos desse pélen.

ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi utilizada a prova de
Wilcoxon para amostras emparelhadas, a prova de Man
Witney para amostras ndo emparelhadas € a prova de
Spearman para correlacdes lineares. S#o apresentadas
as médias dos valores por comodidade na exposic@o.

RESULTADOS

Contagem de eosinéfilos nas secre¢des nasais - o
nimero relativo de eosindfilos nas secre¢des nasais
aumentou durante a esta¢do polinica em 30 dos
32 doentes estudados (p<0,0001, prova ndo paramétrica
de Wilcoxon). Essa elevagdo foi particularmente
evidente nos 22 doentes submetidos a imunoterapia
(Fig. 1) que apresentaram, apenas neste perido, niveis
médios de eosinéfilos superiores aos controles (16,144, 1
vs 6,612,0; p<0,04). Em ambos os grupos se verificou
uma reducdo significativa dos eosinéfilos nas secrecdes
nasais apds a estacdo polinica (Fig.1-A e B).

Nos doentes que pudemos seguir no segundo ano de
imunoterapia verificamos que, embora se mantivesse o
aumento significativo do niimero de eosinéfilos nasais
durante a estagdo polinica em cada grupo (Quadro I)
nesse perfodo estes ndo diferem significativamente
quando o grupo IT é comparado com o grupo C (p=0,3),
em contraste com o observado no primeiro ano.
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Fig. 1 - Evolu¢do do nimero relativo de eosinéfilos nas secregdes nasais em doentes a fazer imunoterapia (IT, esq) e controlos (C, dir). Verifica-se uma subida
significativa do nimero de eosinéfilos durante a estagio polinica particularmente marcada nos doentes do grupo IT.

Quadro I - Niimero relativo de eosinéfilos nas secrecdes nasais durante a estagdo polinica. Os doentes submetidos a imunoterapia apresentavam niveis médios
significativamente mais elevados que os controlos apenas no 1.° ano de Imunoterapia (1992) *p=0,04; 1993 **p = 0,3,

Niveis de IgE especifica - Em 22 doentes (12 IT e
10C), determinamos a IgE especifica para dois
alergénios (Dactylis Glomerata e Phleum Pratensis).
Nas colheitas de sangue efectuadas antes da estacdo
polinica, as concentra¢des de IgE para Phleum Pratensis
ndo diferiram significativamente nos dois grupos
(IT e C), com valores de 34,4 kU/l e 36kU/L
respectivamente (p<0,4). Durante a estacio polinica
houve um aumento néo significativo dos niveis de IgE
para aquele alergénio em todos os doentes, que se
acentua 6 meses apés a Primavera, sendo este aumento
estatisticamente significativo apenas no grupo controle
(p<0,01). Os valores de IgE foram comparados
utilizando a prova de Wilcoxon para amostras
emparelhados (Fig. 2).

Nestes doentes, as concentragdes de IgE especifica
para Dactylis Glomerata variaram duma forma quase
paralela a IgE para o Phleum Pratensis (Fig. 2).

Nio se encontrou qualquer correlagio significativa,
quer no grupo IT quer no C, entre os niveis de IgE e a
contagem nasal de eosinéfilos em qualquer dos periodos
de observagdo.
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Nos doentes que pudemos seguir durante dois anos,
verificamos que, embora sem significado estatistico,
os niveis de IgE foram mais elevados antes da estagio
polinica, no segundo ano de observagio e que esta
elevagdo se mantinha durante a estagiio polinica. Nio
se observaram quaisquer variagdes nos valores da IgE
para o grupo controle (Fig. 3).

NIVEIS DE IgG ESPECIFICA

Em catorze doentes (8 IT e 6C) em que foi possivel
dosearalgG especifica para o Phleum Pratensis durante
dois peridos consecutivos de IT, verificamos que durante
todo o estudo ndo houve varia¢des nos niveis de IgG no
grupo controle. Em contraste, nos doentes submetidos
aIT, os niveis de IgG aumentaram significativamente
durante a estacdo polinica nos dois anos de tratamento,
quando estes valores sdo comparados com os niveis
basais (p=0,01). (Fig. 3)

Quando se analisaram as oscila¢des na contagem de
eosinéfilos, IgG especifica e IgE especifica, nos quatro
periodos (antes e durante a estagdo polinica de 1992 ¢
nos mesmos periodos de 1993), nos doentes submetidos
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Fig. 2 - Evolugdo dos niveis de IgE especifica para Phleum Pratensis (esq.) e Dactylis Glomerata (dir.) nos
doentes submetidos a Imunoterapia (IT em cima) e Controlos (C em baixo). Apenas nos doentes do grupo C se
observa um aumento significativo da IgE especifica apés a estagdo polinica.
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Fig. 3 - Evolugdo dos niveis de IgE especifica (esq.) e IgGespecifica (dir.) no grupo submetido a IT e C. Apenas
no grupo C se observa um aumento significativo da IgE na esta¢do polinica (*p=0,01). O aumento da IgG verifica.-
se apenas no grupo IT durante a estagdo polfnica nos 2 anos de tratamento (*p=0,01).

a imunoterapia durante dois anos consecutivos,
encontramos uma correlagdo estatisticamente
significativa entre os valores de IgG e IgE (r=0,44)
p<0,01) (correlagao linear de Spearman), que se manteve
quando os dois anos foram analisados separadamente.
Observamos também uma correlagio estatisticamente
significativa entre os niveis de IgG sérica e os eosinéfilos
das secrecoes nasais (r=0,41 p<0,05) (Fig. 4). Esta
correlacdo, encontrada no conjunto de quatro
observagdes, parece dever-se principalmente as
elevagdes encontradas no primeiro ano de IT para os
eosinéfilos e IgG (r=0,58 p<0,001), uma vez que deixa
de ser aparente no 2.° ano de tratamento IT.
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Néo se encontrou qualquer relacio entre os niveis
basais de IgE (antes da estacdo polinica) e o
recrutamento de eosinéfilos nas secre¢des nasais
observado durante a estagio polinica, tanto no grupo IT
como no C.

DISCUSSAO

A Imunoterapia com pdélens de gramineas foi
introduzida em 1991 por Freeman'* e Noon's que
julgavam ser aquela patologia provocada por uma
reaccdo idiosincrdsica a umatoxina soldvel com origem
nos pélens, e, partiram do principio que a simples
inoculagdo de extractos de pélens pudesse originar
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Fig. 4 - Correlagdes positivas entre os niveis de IgE e IgG especifica e os niveis de IgE e os eosindfilos das

secregdes nasais.

uma resposta antitoxina. Quando a natureza
imunolégica da rinite alérgica foi reconhecida, este
tipo de terapéutica inicialmente designada por
dessensibilizagdo ou hiposensibilizagdo passou a ser
conhecida como Imunoterapia. Embora amplamente
usadadesde 1920, somente por voltade 1955 comegaram
a surgir os primeiros estudos controlados que avaliam
a eficdcia desta forma de terapéutica. Alguns destes
estudos mostraram ser a Imunoterapia uma forma de
tratamento eficaz emreac¢Oes anafildticas secundarias
apicadas de himndpteros® e na asma e rinoconjuntivite
por pélens®*?7282%  Esta doenca, ¢ alids uma das
indica¢des mais precisas para a instituicdo desta forma
de terapéutica®. O alivio sintomdtico que se obtém
nesta situagdo € altamente especifico para o alergénio
em causa e nao altera os sintomas para antigénios nao
relacionados imunoldégicamente®®3!. Outros autores
tém sugerido que os efeitos podem estar dependentes
das doses de alergénio utilizadas, sendo as doses mais
elevadas as mais eficazes®**. Estamelhoria sintomética
foi encontrada muito precocemente apds atingida a
dose de manutengdo por Urbanek e cols e Bousquet na
rinite polinica®*®.

Imunoldgicamente, a IT provoca uma série de
modificacdes no sangue periférico e na mucosa nasal,
que se pensa serem em parte responsaveis pelo alivio
dos sintomas. No soro, hd um aumento gradual e
progressivo dos niveis de [gG*'**%, um aumento inicial
dos niveis de IgE, e bloqueio da elevacdo da IgE
observada durante a esta¢do polinica®, com redugio
posterior, gradual e progressiva, ao longo de vérios
anos, podendo no entanto nunca atingir anormalidade®.
A amplitude destas variagdes parece ter uma fraca
associa¢do com o alivio sintomadtico®®.

Virios estudos, utilizando liquido de lavagem nasal,
e material de biopsias da mucosa nasal colhidos durante
a exposicdo natural ou provocagdo experimental com o
alergénio, tém tentado esclarecer os mecanismos
fisiopatolégicos subjacentes a rinite alérgica.
Caracteristicamente, a reac¢do alérgica nasal, envolve
a libertacdo de mediadores de hipersensibilidade e um
infiltrado de células inflamatérias no qual predominam
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os eosinéfilos>¥. Esta célula, considerada como o
principal marcador da inflamagdo alérgica® tem sido
correlacionada com a gravidade clinica da doenga
alérgica®®'®uma vez que paraela tem sido classicamente
reclamado um papel prejudicial ao organismo. No
entanto, dados de investigacdo mais recentes indicam
que o eosindfilo pode ter outras fungdes: interferir na
proliferac@o do linfécito T, na produgdo de anticorpos
pela célula B tendo sido mesmo actualmente sugerido
que possa interferir na actividade dos fibroblastos e na
sintese e catabolismo de proteoglicanos®+404!,

Os resultados do nosso estudo evidenciam
claramente, um recrutamento de eosindfilos nas
secrecdes nasais durante a estag@o polinica em todos os
doentes (p<0,0001), sendo no entanto os niveis de
eosindfilos significativamente mais elevados no grupo
submetido a IT do que nos controles (p<0,04). No
decurso do 2.° ano de IT, embora se mantivesse o
aumento significativo de eosindfilos durante a estagdo
polinica em ambos os grupos, estes deixam de diferir
estatisticamente entre si (Quadro I). Os nossos
resultados, por um lado, estdo de acordo com o referido
por outros autores, uma vez que tem sido demonstrado
um aumento no nimero total de eosindfilos e do seu
estado de activacdo na submucosa e epitélio nasal
durante a estacdo polinica®**?. Esta elevacdo, que
ocorre durante a exposi¢ao natural, é semelhante a que
surge poucos minutos apds a provocagdo local com o
antigénio*?. Durham e cols, ** encontraram eosinofilias
tecidulares em ambas as circunstancias que resultariam
do facto da exposi¢do natural ao alergénio originar um
recrutamento local de eosindfilos e a sua activacio,
com consequente libertagdo de mediadores de
inflamag¢do. Por outro lado, Naclério e cols®
evidenciaram o papel que a IT pode ter na redugdo do
recrutamento eosinofilico no nariz, durante a estacdo
polinicae, aimportancia que as doses e os esquemas de
administragcdo da IT podem ter sobre este
recrutamento®**,

Os nossos resultados, ao contrario do encontrado
por Naclério e cols®, sdo consistentes com a hipdtese
de que, para este esquema de IT (pré-e co-estacional) a
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dose de manutencao atingida (800 PNU), orecrutamento
eosinéfilico observado possa estar dependente ndo sé
da exposicdo natural ao alergénio®3?#? mas também
associado a estimulagio antigénica sustentada e mantida
pela prépria IT. A favor desta hipdtese, € o facto, de
que aos doentes foi apenas permitida a toma de
medicagdo de recurso, que embora influencie, segundo
alguns autores a migrag@o eosinofilica*® ndo podia ser
responsdvel por aquela discrepincia uma vez ndo
existirem diferengas significativas no consumo médio
de medicacio entre os dois grupos (IT e C). O facto de
Naclério e cols terem encontrado redugdes significativas
na percentagem de eosindfilos, logo apds o pico da
estacdo polinica, (p<0,04), apenas no grupo submetido
as maiores doses de manuteng¢do de IT (24 mcg), sugere
que este efeito pode ter sido influenciado pelas doses
de manutencdo utilizadas, além de que, este efeito foi
apenas estudado, neste grupo, ao fim de trés anos de IT.
Nao foi registado o que se passou no inicio do
tratamento, podendo nessa altura, este autor, ter
encontrado outros niveis no recrutamento de eosinéfilos
no nariz, a semelhanca do que parece acontecer no
nosso estudo quando os doentes sdo avaliadosno 1.°¢
2.° ano de imunoterapia, uma vez que a elevagdo dos
eosinoéfilos encontrada no 1.° ano de IT se esbate ja no
2.° ano.

N3ao encontramos nenhuma relagdo entre os niveis
de IgE e o nimero de eosinéfilos, em qualquer dos
periodos, e particularmente entre a IgE basal e os
eosin6filos durante a estacdo polinica, sugerindo que o
recrutamento destas células no nariz ndo rem relagdo
directa com a intensidade de sensibilizacdo, quando
esta é avaliada pelos niveis séricos de IgE especifica.

Assim, o recrutamento dos eosinéfilos na mucosa
nasal poderia estar aumentado, nesta forma de
tratamento (pré e co-estacional), a semelhanca do que
se passa para as variacdes dos niveis de IgE durante os
primeiros anos de IT*3, e em relacéo ao efeito desta,
sobre a hiperreactividade bronquica inespecifica, que
ndo sendo modificada, segundo alguns autores**#346,
pode até ser agravada nas fases iniciais do tratamento®’,
e a reduzida melhoria clinica, observada por outros*.

As oscilacdes encontradas nos niveis de IgE nos
dois anos de tratamento (Fig. 2 e 3) estdo de acordo com
o observado por outros autores na mesma situagao*.
Assim, apesar de Sherman e cols* terem demonstrado
em 1940 que alguns doentes com alergia a p6lens de
gramineas tinham redugdes acentuadas nos niveis de
IgE, tem sido classicamente descrita a subida de IgE
especifica nos primeiros meses apds inicio do
tratamento, antes da reducdo daqueles valores ser
observado, algumas vezes, apenas alguns anos depois.

No nosso grupo de doentes, as elevacdes mais
marcadas dos niveis de IgE foram observadas no grupo
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controle, ap6s a estagdo polinica (p<0,001), tendo-se
registado uma atenuagdo deste aumento no grupo
submetido a IT, com subida posterior, antes do inicio
de IT na estagdo seguinte (Fig. 3).

Nos doentes em que foi possivel dosear a IgG
especifica em dois anos de IT, observamos o seu
aumento significativo durante a estagdo polinica, isto
¢, no periodo final de imunizacdo, e de exposicdo
natural ao alergénio, tanto no 1.° como no 2.° ano de
tratamento. Em contraste, no grupo controle ndo houve
qualquer variacdo significativa daqueles niveis
(Fig. 3). De facto, uma das alteragdes imunoldgicas
mais consistentes que ocorre durante a imunoterapia é
o aumento dos niveis de IgG especifica™, pardmetro
que segundo Rocklin®' melhor se correlaciona com a
sua eficdcia clinica. Estes resultados sugerem que os
efeitos de imunomodulag@o da IT que aplicamos aos
nossos doentes se manifestam particularmente no perido
de imunizacdo activa (i.e pré e co-estacional), uma vez
que os niveis de IgG especifica voltam a baixar para
valores idénticos aos do inicio do tratamento, apds a
sua suspensdo.

As correlacdes positivas encontradas, nos dois anos
de estudo, entre os niveis de IgG e de IgE especifica,
(Fig. 4) estdo de acordo com o descrito na literatura
quanto aos aumentos iniciais observados paraaIgE e a
elevacdo esperada dos niveis de IgG.

A relagdo estatisticamente significativa encontrada
entre os valores séricos de IgG e os eosindfilos nasais
(p<0,05) nos dois anos de IT, particularmente evidente
no 1.°ano de tratamento (p<0,001), tem provavelmente
a ver com o facto daquelas células terem tido um
aumento mais acentuado durante a estac@o polinica, no
1.° ano de tratamento, paralelamente com a elevacdo
dos niveis séricos de IgG especifica.

Em conclusdo: este estudo evidencia que esta
forma de IT, (pré e co-estacional), tem efeitos
moduladores sobre o sistema imunoldgico,
comprovados pelas alteracdes que provoca nas
imunoglobulinas, em particular nos niveis de IgG
especifica, aumentando duma forma estatisticamente
significativa os seus valores durante os periodos de
imunizagdo activa, e potenciando o recrutamento de
eosindfilos nas secregdes nasais, que ocorre durante a
exposi¢do natural ao antigénio. Embora fosse evidente
oefeitodalT sobre os niveis de IgE, quando comparados
com os controles, este, ndo serd um bom pardmetro para
avaliar os efeitos da IT. Assim, apesar de ndo serem
ainda aparentes os mecanismos envolvidos na possivel
relacdo entre a subida de IgG observadae o recrutamento
inicial de eosindfilos, estes, parecem ser pardmetros
validos para, em estudos longitudinais, se estudar e
compreender os mecanismos envolvidos nesta forma
de tratamento.
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