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ez em Junho 20 anos que Portugal aderiu @ Comunidade Europeia. A partir dessa data muito mudou nos hébitos

e na pratica de vida dos portugueses, sendo a abertura ao exterior uma necessidade e uma obrigacdo. Na

Medicina estas praticas também se foram instalando embora estranhamente se continue nalguns meios a pensar
que este pais periférico podera passar despercebido no contexto dos 25 paises que hoje a integram.

Ao longo dos Ultimos meses varios foram os factos que aconteceram a nivel internacional no que a
Imunoalergologia Nacional e a SPAIC dizem respeito. A comegar 0 reconhecimento por comissdes, primeiro do
Parlamento Europeu e depois da Comunidade Europeia da existéncia de especialidades de dimensdo europeia entre as
quais a Alergologia. Isto permitira no futuro uma maior deslocacdo de especialistas e jovens na procura de centros
europeus reconhecidos de formacéo e investigacdo, onde possam desenvolver as suas capacidades, ou ainda na procu-
ra de outros locais de trabalho, onde possam exercer a sua especialidade.

Paralelamente, esta abertura europeia, que se vai alargar a outras profiss@es, ird forcosamente obrigar a uma me-
Ihor avaliacdo da qualidade dos profissionais médicos e dos seus centros nacionais de formacédo e investigagao. Se, por
enquanto, esta atribuicdo é da exclusiva responsabilidade das autoridades nacionais, num futuro préximo é bem pos-
sivel que, fruto das press@es ja existentes e de experiéncias ja anteriormente efectuadas, as certificacbes e 0s exames
europeus, bem como a avaliacdo por peritos europeus dos centros de formacdo e investigagdo - nacionais, se venham a
concretizar oficialmente.

Serd entdo que Portugal terd de mostrar perante os outros paises de como funcionam realmente as suas instituicdes
ligadas a Medicina, bem como a qualidade dos servigos que prestam e a qualidade individual dos seus profissionais.

Em relacdo a Imunoalergologia ndo parece que haja receio nesta futura politica de "porta aberta", ndo s6 pela qua-
lidade individual dos nossos especialistas que, embora ndo possa ser (infelizmente) quantificada, por ndo haver uma
politica nacional de Educagdo Médica Continua, mas sobretudo pela excelente prestacdo que os mesmos tém quando
chamados a trabalhar a nivel internacional.

Nos Ultimos anos a SPAIC tem procurado consolidar a sua participagdo internacional, como se pode confirmar na
pagina internacional deste nUmero. Chamamos particularmente a atencdo para duas areas de relacionamento cientifi-
co internacional como sao o Brasil, com a aproximacéo cientifica cada vez mais sustentada com o seu prolongamento
latino-americano, e o sul da Europa. A criacdo para breve de uma associacdo cientifica envolvendo as Sociedades de
Alergologia Portuguesa, Espanhola, Italiana e Francesa sera seguramente uma forma de juntarmos a nossa experiéncia
cientifica com a clinica e ainda a qualidade da formacdo dos nossos especialistas, permitindo ao mesmo tempo uma
melhor e mais significativa divulgacdo do trabalho a nivel internacional.

Nesta perspectiva a RPIA trabalhard para que esta estratégia da maior importancia para a viabilidade da
Imunoalergologia Portuguesa se consolide, contribuindo assim na aposta feita hd 20 anos para que a nossa integracdo
europeia nesta area da Medicina também seja uma realidade consolidada.
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RESUMO

Os cereais constituem a base alimentar da maior parte dos habitantes a nivel mundial, fornecendo cerca de metade
das proteinas incluidas na dieta das diferentes populac@es; o trigo (Triticum aestivum), cereal pertencente a familia das
Poaceae, seguido do arroz e do milho, sdo os cereais mais consumidos. A prevaléncia das doencas alérgicas depende
em grande parte da exposicdo a determinado alergénio e, sendo o trigo um alimento de largo consumo, tal justifica o
seu aparecimento na lista dos alimentos mais frequentemente envolvidos em quadros de hipersensibilidade alimentar.
O contacto com farinha de trigo, quer por via inalatoria quer por via digestiva, tem a capacidade de desencadear sin-
tomas reprodutiveis que desaparecem quando se cumprem medidas estritas de eviccdo. As formas de apresentacdo
clinica s@o variadas e a rentabilidade dos exames auxiliares de diagnéstico depende da sua adequagdo aos alergénios
envolvidos na etiopatogenia destas entidades clinicas.

Palavras-chave: trigo, alergia, manifestacdes clinicas, diagndstico, gliadina
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ABSTRACT

Cereal grains constitute the staple food for most of the world's population, providing approximately half of the world's sup-
ply of human dietary proteins; wheat (Triticum aestivum), cereal belonging to Poaceae family, followed by rice and corn, are
the most consumed cereals. Allergy prevalence depends in a large scale to allergen exposure, wheat being among the foods
responsible for the majority of food allergies. Wheat flour contact, either by ingestion either by inhalation route, had the capa-
city of eliciting reproducible symptoms, that disappear when strict eviction measures are performed. There are several different
clinical manifestations of wheat hypersensitivity and the efficiency of diagnosis evaluation depends on the allergenic proteins

responsible for these clinical entities.

Key-words: wheat, allergy, clinical manifestations, diagnosis, gliadin

INTRODUCAO

hipersensibilidade alimentar é definida como

uma reaccdo adversa imunolQgica a ingestdo de

proteinas alimentares’. E um problema clinico
mais frequente na infancia do que nos adultos; 5 a 10%
das criangas apresentam alergia clinicamente significativa
a um ou mais alimentos, sendo a prevaléncia estimada
para os adultos em cerca de 2%. Parece verificar-se nas
Gltimas décadas um aumento gradual destas percenta-
gens, tal como tem ocorrido com a generalidade das
doencas alérgicas, sendo a prevencdo primaria a Unica
medida capaz de contrariar esta tendéncia’.

Nos primeiros anos de vida, cerca de 90% das
reaccOes alérgicas a alimentos estdo dependentes do
leite, do ovo, do peixe, dos frutos secos, dos cereais e
das leguminosas, variando a importancia clinica relativa
de cada um dos alimentos com a populacdo estudada,
diferenciando assim aqueles que devem ser considerados
os alergénios alimentares major*®. No adulto, os
alimentos mais frequentemente responsaveis por
reaccBes de alergia sdo 0s frutos secos, 0s mariscos e 0
peixe, 0s vegetais e os frutos frescos*.

Pelas suas caracteristicas proprias e pela frequéncia
com que é consumido, o trigo encontra-se no grupo de
alimentos que, em conjunto, sdo responsaveis pela
maioria de reacgdes alérgicas alimentares, especialmente
na crianga*®.

A generalidade dos individuos sensibiliza-se durante
0 primeiro ano de vida, evoluindo para a tolerancia
imunoldgica cerca de 1 a 3 anos mais tarde®.

Os cereais constituem a base alimentar da maior
parte dos habitantes a nivel mundial, fornecendo cerca
de metade das proteinas incluidas na dieta das diferentes
populagBes. O trigo, seguido do arroz e do milho, sdo 0s
cereais mais consumidos, em conjunto com a cevada, 0
centeio e a aveia. A farinha de trigo é utilizada em grande
quantidade na industria de panificacdo e pastelaria, na
producdo de massas alimenticias e como agente
espessante em diferentes confecgdes culinérias®.

O trigo (Triticum aestivum) — Quadro 1 — pertence a
subfamilia Festucoideae” e, a semelhanca de outros
cereais, é composto por proteinas de quatro tipos, con-
soante 0 seu comportamento perante distintos
solventes: albuminas (sollveis em &gua), globulinas
(soltveis em solugdes salinas), gliadinas (sollveis em
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dlcool) e gluteninas (sollveis em meio acido ou
alcalino)® Enquanto as albuminas e as globulinas séo
proteinas de estrutura com fungdes enziméticas, como a
alfa, a beta amilase e os seus inibidores, as gliadinas e as
gluteninas (em conjunto constituem o gliten ou
prolaminas) sdo as proteinas de armazenamento dos
grdos de trigo e conferem a farinha de trigo a
viscoelasticidade suficiente para que se transforme em
pdo®. Relativamente as gliadinas, é ainda possivel agrupa-
las em diferentes tipos consoante a sua mobilidade
electroforética (o, B, v € ®). As prolaminas do trigo
(extremamente ricas em prolina e glutamina) apresentam
grande homologia sequencial e de estrutura, quer entre
si, quer com as homonimas do centeio e da cevada”".

Tal como proposto pela Academia Europeia de
Alergologia e Imunologia Clinica na Ultima caracterizagao
das doencas alérgicas', a alergia ao trigo representara
uma reaccdo adversa imunoldgica durante ou apés a
exposicdo ao mesmo. As diferencgas entre a capacidade
alergizante de cada fracgdo proteica, as vias de
sensibilizacdo e a resposta especifica de cada 6rgédo, que
justificam a variedade de manifestacfes clinicas, ainda
ndo sdo bem conhecidas. Tem sido proposto contudo
que as albuminas e as globulinas sdo as proteinas mais
relevantes nas reac¢des de hipersensibilidade mediadas
por anticorpos especificos da classe IgE®. Assim exemp-
lificando, a sensibilizacdo a farinha de trigo por via
inalatoria é seguida de quadros de asma do padeiro,
enquanto a sensibilizacdo por via digestiva, por ingestéo,
estard na origem de quadros de alergia alimentar (IgE-
mediada ou ndo IgE-mediada), podendo ainda relacionar-se
com quadros de anafilaxia alimentar induzida pelo
exercicio®.

Neste trabalho revimos sumariamente as manifes-
tacBes clinicas de hipersensibilidade associadas a
exposi¢do ao trigo, relacionando-as com as diferentes
fraccBes proteicas alergénicas deste cereal, visando a
identificacdo e indicagdo dos testes de diagndstico com
maior sensibilidade e especificidade, isto &, eficiéncia.
Ndo é nosso proposito aprofundar aspectos clinicos,

Quadro 1. Relagdo taxondmica entre cereais e gramineas da
familia Poaceae (Adaptado da ref. 7)

Subfamilia (Tribo) Nome comum
Espécie
Festucoideae (Triticeae)
Triticum aestivum Trigo
Hordeum leporinum Cevada
Secale cereale Centeio
(Avenae)
Avena sativa Aveia
(Agrostideae)
Phleum pratense Erva timétea
(Festuceae)
Lolium perenne Lolio
Poa pratensis Espiguilhas
Dactylis glomerata Grama
Festuca pratensis Festuca
Eragrostoideae (Chlorodeae)
Cynodon dactylon Grama comum
Oryzoideae (Oryzeae)
Oryza sativa Arroz
Panicoideae (Tripsaceae)
Zea mays Milho

Saccharum officinarum  Cana-de-agUcar

sendo estes comuns a outros agentes etiopatogénicos.

Assim, abordam-se os quadros envolvendo meca-
nismos de hipersensibilidade imediata ou IgE-mediados
(urticéria, angioedema, asma, anafilaxia), os quadros com
componente de hipersensibilidade imediata e retardada
(sindrome de eczema / dermatite atopica) e a anafilaxia
induzida pelo exercicio e dependente da ingestdo de
alimentos (AIEDA), constituindo uma forma particular
de anafilaxia induzida pelo exercicio, na qual é essencial a
ingestdo de um determinado tipo de alimento para que
ocorram manifestac8es clinicas, sendo o trigo um dos
alimentos mais frequentemente envolvidos neste tipo de
reaccdes®.

Citam-se ainda os quadros com predominio de
reaccBes de hipersensibilidade retardada (doenca ce-
liaca), bem como alguns casos mais atipicos, classica-
mente ndo associados a fenémenos alérgicos, onde a
maior eficiéncia, nomeadamente em termos de sensi-
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bilidade, de alguns testes diagndsticos permitiu um
repensar recente sobre a sua etiologia.

APRESENTACOES CLINICAS E
CARACTERIZACAO ALERGENICA

As reaccOes de hipersensibilidade imediata subse-
quentes a ingestdo de trigo sdo caracteristicas dos
grupos etarios pediatricos. Tipicamente ocorrem durante
a primeira hora ap6s a ingestdo do mesmo e incluem
manifestacdes cutaneas e/ou gastrintestinais e/ou respi-
ratorias (asma, rinite), tendo como manifestacdo temida,
embora rara, a anafilaxia; em geral as queixas sdo transi-
torias, sendo excepcionais 0s casos que se estendem a
idade adulta.

Na nossa experiéncia clinica, em idade pediatrica, a
urticaria induzida pelo trigo ocorre com uma frequéncia
superior a da exacerbacdo de dermatite atdpica rela-
cionada com este alergénio, ocorrendo inclusive predo-
minio desta manifestagdo em criangas com SEDA™,

Ao contrario do que se verifica relativamente a
outras alergias alimentares frequentes, IgE mediadas,
como ao leite e ao ovo, onde a identificagdo de aler-
génios esta bem caracterizada®*®, permitindo a obtencdo
de extractos diagnésticos de grande sensibilidade, no
que ao trigo diz respeito a realidade ndo é semelhante,
existindo até recentemente escassa producdo cientifica®.

Como citado, as albuminas e as globulinas parecem
ser as protefinas mais envolvidas nos processos de hiper-
sensibilidade imediata ao trigo, tendo sido encontrados
doseamentos de IgE especifica (SIgE) para as referidas
proteinas no soro de criangas com alergia ao trigo e em
doentes com asma do padeiro, mas ndao em individuos
com doenca celiaca’.

Posteriormente®, foram identificados alergénios de
trigo com peso molecular de 15kd, a partir de amostras
de soro de doentes com reac¢des alérgicas bem docu-
mentadas ap0s a ingestdo deste cereal. Esta informacgéo
estd de acordo com dados obtidos em populagdes de

doentes com asma do padeiro, onde através de técnicas
de imunoblot se identificaram IgE especificas para aler-
génios de 15, 17 e 47kd, a maioria dos quais da familia
dos inibidores da alfa-amilase. Outro grupo®, identi-
ficou uma proteina de 16kd, uma unidade glicosilada do
inibidor da alfa-amilase, como importante alergénio na
etiopatogenia da asma do padeiro. Nesta sequéncia, o
inibidor da alfa-amilase foi reconhecido como alergénio
capaz de sensibilizar individuos tanto por via inalatoria
como digestiva®.

Embora a maioria das reac¢des IgE-mediadas tenha
por base proteinas sollveis em solugdes neutras, o
envolvimento de IgE especifica dirigida para fraccdes
insolveis parece nao ser desprezivel®. Assim, a gliadina,
classicamente associada a quadros de doenga celiaca,
neste caso com envolvimento de anticorpos de isotipos
IgA e IgG, foi também identificada como sendo a
principal responsavel no desencadear de quadros de
anafilaxia alimentar induzida pelo exercicio, ao implicar a
producdo de anticorpos IgE contra esta proteina®’.

Durante a Ultima reunido anual da EAACI, foram
apresentados 7 casos de criangas tailandesas com his-
toria de 2 a 10 reaccBes anafilacticas num ano apos
ingestdo de alimento contaminado com trigo; os testes
cutaneos (TC) efectuados com 6émega-5 gliadina e o
doseamento sérico de IgE especifica para a referida
proteina foram positivos em todas as criancas e nega-
tivos em todos os individuos do grupo-controlo®,

Varjonen e colaboradores® estudaram a importancia
da IgE especifica antigliadina em doentes com SEDA e
alergia ao trigo. Ndo s6 encontraram uma excelente
correlacdo entre as positividades das provas de provo-
cacdo TC e das sIgE para o gliten, como, através de
técnicas de imunoblot, identificaram, por um lado, bandas
de proteinas com pesos moleculares ja associados a esta
patologia e, por outro, bandas ndo previamente identi-
ficadas, correspondentes a pesos moleculares inferiores
a 14kd, em soro de doentes com provas de provocacdo
e TC positivos para a gliadina. Concluiram que TC para
gliadina e sIgE para gliten sdo testes de rastreio impor-
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tantes em caso de SEDA associada a hipersensibilidade
ao trigo.

Palosuo e colaboradores, tendo identificado a gama-
-gliadina®® e a 6mega-5 gliadina® como alergénios major
nos quadros de anafilaxia ao trigo induzida pelo exer-
cicio, e sendo escassa a informacdo no que diz respeito
aos alergénios responsaveis por reaccdes de hipersensi-
bilidade subsequentes a ingestdo de trigo, tentaram
identificar num grupo de criancas com alergia ao trigo na
infancia a presenca de anticorpos IgE para Omega-5
gliadina. Estudaram 40 criangas com quadros clinicos de
SEDA e/ou sintomas gastrintestinais e/ou respiratorios,
tendo encontrado uma especificidade e um valor predi-
tivo positivo de 100%, relativamente aos doseamentos
de IgE para Omega-5 gliadina, no que diz respeito a
reaccOes imediatas, sendo estas determinagdes negativas
quando ocorriam apenas reacgdes retardadas (correla-
cionado com o resultado das provas de provocacdo
controladas com placebo)®.

Recentemente, foi publicada a sequenciacdo molecular
de sete epitopos da dmega-5 gliadina, abrindo novas
perspectivas em termos de abordagem diagnOstica e
intervencdo terapéutica especifica nestas doencas®.

A asma do padeiro € uma reaccdo que ocorre em
resposta a inalagdo de farinhas, sob a forma de sintomas
de dificuldade respiratéria que traduzem hiperreacti-
vidade brénquica; habitualmente, a exposi¢do ocorre no
local de trabalho, constituindo uma doenca ocupacional;
estes doentes, em regra, ndo tém qualquer sintoma-
tologia desencadeada pela ingestdo de cereais, conhe-
cendo-se com relativa profundidade os alergénios envol-
vidos (Quadro 2).

A doenca celiaca constitui uma enteropatia ndo-IgE-
-mediada que se deve a uma reaccdo imunoldgica desen-
cadeada pela fraccdo gliadina presente no trigo e em
outros cereais. Caracteriza-se por induzir atrofia grave
das vilosidades intestinais, condicionando quadros
clinicos de malabsorcao intestinal e atraso de cresci-
mento nas criangas.

Simonato e colaboradores® estudaram 20 doentes

(10 atdpicos e 10 ndo atopicos) com sindrome do célon
irritdvel associado a ingestdo de trigo; os TC e o0s
doseamentos séricos de IgE especifica para o trigo foram
positivos em todos os individuos atOpicos e em apenas
um dos ndo atépicos; 10/11 soros dos doentes com sIgE
positiva e 2/9 soros respeitantes a doentes com sIgE
negativa apresentaram imunoblot com banda na zona dos
16kd; 19/20 soros reconheceram proteinas correspon-
dentes & fraccdo prolamina ou glaten (insoluvel em
solucBes neutras). Tal como vem sendo real¢ado ao longo
deste trabalho, estes autores concluem que o0s extractos
comerciais, e correspondente caracterizagdo proteica, no
que diz respeito ao trigo, deve ser aprofundada; neste
estudo concluiram também que, nesta sequéncia, a
prevaléncia de alergia alimentar associada & sindrome de
cdlon irritavel estara a ser subestimada.

S840 assim varias as doengas que se relacionam com a
exposicdo ao trigo, tendo ja sido possivel determinar
alguma relacdo entre o perfil de manifestacdes clinicas e
0s principais alergénios implicados em cada uma delas
(Quadro 2).

EXAMES AUXILIARES DE DIAGNOSTICO

Ap6s uma anamnese cuidada para se confirmar a
presenca de qualquer destes diagndsticos, € Util a

Quadro 2. Alergénios identificados nas reac¢des de hipersen-
sibilidade ao trigo®®02:

Entidade clinica Alergénios implicados

Alergia alimentar Inibidor da a-amilase, w-5 gliadina

AIEDA* y-gliadina, a-gliadina, -5 gliadina

Asma do padeiro Inibidor da a-amilase, peroxidase,
prolaminas insollveis, -5 gliadina,

y-gliadina

Doenga celiaca Gliadina

*AIEDA = Anafilaxia Induzida pelo Exercicio e Dependente da Ingestdo de
Alimentos
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realizagdo criteriosa de exames auxiliares de diagnéstico
(Quadro 3).

Os testes cutdneos por picada (prick) podem ser
realizados com extractos comerciais ou com a farinha
em natureza; sdo considerados positivos quando o
diametro médio da papula € igual ou superior a 3 mm ou
7 mm?, o valor preditivo positivo € maximo no primeiro
ano de vida, altura em que a possibilidade de ter havido
desenvolvimento de tolerancia é ainda reduzida, dimi-
nuindo o valor preditivo deste teste com a idade.
Actualmente, no estudo da patologia por sensibilizacdo
ao trigo, devem ser também usados extractos de gliadina
e, se possivel, dGmega-5 gliadina.

A realizacdo de testes em patch com farinha de trigo
parece aumentar a probabilidade de detec¢do precoce
de alergia ao trigo em criangas com dermatite atdpica, tal
como verificado em algumas séries*?’.

Para os quatro primeiros diagnosticos (Quadro 3), o
estudo laboratorial permite identificar IgE especificas con-
tra fraccBes da farinha de trigo, sendo que nos casos de
doenca celiaca sdo anticorpos da classe IgA e lgG anti-glia-
dina os que tém maior sensibilidade para o diagnostico.

Para documentar o diagnéstico de asma do padeiro,
doenca ocupacional, é de grande valor a monitorizacao

do débito expiratério maximo instantaneo e a realizacdo
de espirometrias no local de trabalho e sua comparacéo
com outras realizadas em condi¢Bes basais, nomeada-
mente em periodos de ndo exposi¢do; as provas de
provocacdo brénquica podem estar igualmente indicadas.
No que respeita a AIEDA, esta podera ser confirmada
apos reproducdo das condigdes necessarias ao apare-
cimento de sintomas, o que poderd passar pela
realizacdo de uma prova de esfor¢o, embora esta possa
envolver alguns riscos. Para se estabelecer o diagnostico
definitivo de doencga celiaca € indispensavel, até ao
momento, a obtencdo de uma bidpsia jejunal e o seu
estudo histoldgico.

Por fim, é importante realcar que, de todas as provas,
a de provocacdo alimentar, aberta ou em ocultacdo, é a
que tem maior rentabilidade no diagnéstico de alergia
alimentar #.

MEDIDAS DE EVICCAO
Uma vez confirmada a presenca de hipersensibilidade

ao trigo, recomenda-se que o individuo cumpra rigorosas
medidas de eviccdo deste cereal e também de todos os

Quadro 3. Exames auxiliares de diagnéstico indicados no estudo das reacg6es de hipersen-

sibilidade ao trigo

Entidade clinica

Métodos auxiliares de diagnostico

Prick Patch PPA PFR Prova Histologia Laboratorio
esforco  (bidpsia) imunologia
Alergia alimentar Igg X X X
mediada
SEDA X X X X
AIEDA X X X X
Asma do padeiro X X X
Doenca celiaca X X

SEDA-Sindrome de Eczema / Dermatite Atopica; AIEDA- Anafilaxia Induzida pelo Exercicio e Dependente da
ingestéo de Alimentos; prick - teste cutdneo por picada; patch - teste cutaneo em oclusdo; PPA- Prova de Provocacdo
Alimentar; PFR- Provas Funcionais Respiratorias.
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que com ele tém reactividade cruzada (exs.. centeio,
cevada); no entanto, embora os doentes com alergia
alimentar ao trigo tenham reactividade cruzada in vitro
com outros cereais numa percentagem relativamente
elevada, pode ndo ser concordante com os resultados
das provas de provocacdo alimentar; assim, considera-se
que a eviccdo de cereais taxonomicamente relacionados
devera ser orientada ap0s a realizacdo de provas de
provocacdo especificas’.

Em termos praticos, quando se pretende fazer uma
dieta de eviccao total ao trigo recomenda-se 0 consumo
de alimentos que contenham no rétulo da embalagem o
simbolo de auséncia de glaten. Ainda assim, os doentes
deverdo ser instruidos quanto a leitura atenta e siste-
matica dos rétulos para que se possam evitar ingestdes
acidentais, que poderdo ser graves. No entanto, a
contaminagdo de alguns alimentos com proteinas de
trigo pode ser suficiente para o desencadear de sintomas
graves, ndo sendo neste caso preveniveis®,

Dos doentes com alergia alimentar ao trigo s6 uma
pequena percentagem apresenta sensibilizacdo e manifes-
tacdes clinicas respiratdrias quando exposto a pdlens de
gramineas, tal como os doentes com polinose s6 excep-
cionalmente ndo toleram a ingestéo de cereais’.

PREVENCAO

Como regra geral, a identificacdo de grupos de risco
é essencial para que se possam implementar medidas de
prevencdo primaria. No entanto, e até ao momento, ndo
foi ainda possivel definir quais as criangas em risco de
desenvolver alergia ao trigo, pelo que estas medidas ndo
podem ser aplicadas. O mesmo ndo se passa na
prevencdo desta sensibilizacdo no contexto de patologia
ocupacional.

COMENTARIOS FINAIS

A expressao clinica da alergia ao trigo tem vindo a
aumentar nos Ultimos anos na nossa préatica clinica,
sendo previsivel que se mantenha esta tendéncia.

As formas de manifestacdo clinica sdo variadas,
diferindo consoante a populacdo estudada, incluindo o
grupo etario, pelo que é muito importante conhecer o
perfil de apresentagdo alérgica em cada pais ou regido.

Entre os exames complementares, 0s testes cutaneos
e/ou as determinagdes de IgE especifica com utilizacdo
de extractos mais sensiveis e com maior especificidade
(ex.omega-5 gliadina) devem ser incluidos na investigacéo
etiopatogénica dos quadros de hipersensibilidade ao
trigo, em que a mediacdo por IgE especifica seja provavel.
S80 necessarios mais trabalhos para consolidar este
conhecimento.

Contacto:

Cristina Santa Marta

Servigo de Imunoalergologia
Hospital de Dona Esteféania

Rua Jacinta Marto

1169-045 Lisboa

Telefone: +351919601015

Fax: +351213126654

E-mail: csantamarta@netcabo.pt
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Citocinas T1 e T2 na doenca atopica:
avaliacao do contributo relativo de
diferentes subpopulacOes celulares T
periféricas

Type 1 and type 2 cytokines in atopic disease: assessment of
different peripheral T cells relative contribution

Rev Port Imunoalergologia 2005; 13 (2): 141-152
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RESUMO

O equilibrio entre a producéo de citocinas do perfil T1 e T2 pelos linfécitos T tem sido considerado um dos fac-
tores que influencia a patogénese da doenga alérgica, genericamente favorecida por um "ambiente" T2. Objectivo:
Caracterizar o perfil de citocinas T1 e T2 em linfécitos periféricos de um grupo de doentes atdpicos, comparativa-
mente a um grupo-controlo, e avaliar o contributo das subpopula¢ces CD4 e CD8 para essa producdo. Populacédo
e métodos: Estudaram-se 14 individuos atépicos, com sensibilizacdo a alergénios ambienciais comuns e 7 individuos
sem historia de doenga alérgica. A marcagdo dos linfécitos T de sangue periférico foi feita com anticorpos monoclo-
nais CD3 e CD8. Fez-se a activacdo in vitro com PMA, ionomicina e brefeldina durante 4 horas, 37°C, 5%CO-. A ava-
liagdo das citocinas intracitoplasmaticas IFN-y, IL-4 e IL-5 foi feita por citometria de fluxo. Na andlise estatistica
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usaram-se testes ndo paramétricos Mann-Whitney U Test e Wilcoxon-Signed Ranks Test. Para o estudo das correlacBes
usou-se o teste de Spearman. Considerou-se significativo o valor de p<0,05. Resultados: O grupo atopico expressou
nos linfocitos CD3 periféricos um significativo aumento de citocinas de perfil T2 relativamente ao grupo nao atépico
sendo respectivamente para a IL-4 [13,8% (3,1 - 31,8) versus 5,1% (4,1 - 6,9), p = 0,002] e IL-5 [6,7% (1,0 - 20,4) ver-
sus 1,0% (0,4 - 2,1), p = 0,004]. S6 nos linfécitos T CD8 do grupo atdpico se constatou também o aumento significa-
tivo destas citocinas em relagdo ao grupo ndo atépico. Observou-se apenas nos doentes atépicos uma correlagao sig-
nificativa entre a percentagem de linfocitos T CD8 IL-5+ e o numero de eosindfilos circulantes (rg=0,629; p=0,028) e
os niveis séricos de ECP (rg=0,570; p=0,03). Néo se encontraram diferencas significativas na expresséo de IFN-y nas
populacBes de linfocitos periféricos, nos dois grupos em estudo (atdpicos e controlos). No grupo-controlo a producéo
de IFN-y e IL-4 foi significativamente diferente entre linfocitos T CD4 e CD8, sendo maioritariamente expresso pelos
CD4. Concluséo: Destaca-se no grupo atopico um aumento de citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5) produzidas pre-
dominantemente em linfécitos T CD8 periféricos (Tc2). No grupo-controlo (ndo atdpico) as citocinas de perfil T2 sdo
essencialmente produzidas pelos linfécitos T CD4.

Palavras-chave: citocinas, atopia, linfocitos Thl, Th2, Tcl, Tc2.

ABSTRACT

Background: The unbalanced of type 1 (T1) and type 2 (T2) pattern of cytokines produced by T lymphocytes has been
considered the primary abnormality of atopy which is characterized by a biased T cell T2 activation. Objective: To characte-
rize the T1 and T2 pattern of cytokines production by CD4+ and CD8+ T cells in whole blood in atopic and nonatopic (con-
trol) subjects. Population and methods: Fourteen atopic subjects, sensitised to common environmental allergens, and 7
nonatopic subjects were included in this study. In each blood sample T lymphocytes were marked with monoclonal antibodies:
CD3 and CD8. Cell culture was performed at 37°C in an atmosphere containing 5% CO2, in the presence of phorbol 12-myris-
tate acetate (PMA), ionomycin and brefeldina, during 4h. Cells were then fixed and permeabilized and detection of intracyto-
plasmic cytokines IFN-y, IL-4 and IL-5 was achieved. Flow cytomatric analysis was performed. Statistical analysis was undertak-
en by using the Mann-Whitney Test, the Wilcoxon-Signed Ranks test and the Spearmam test. Values of p<0.05 were accepted
as statistically significant. Results: The atopic group expressed a significant increase in T2 pattern of cytokines produced by
peripheral CD3 lymphocytes compared with nonatopic group: IL-4 [13,8% (3,1 - 31,8) versus 5,1% ( 4,1 - 6,9), p = 0,002]
and IL-5 [6,7 (1,0 - 20,4) versus 1,0% (0,4 - 2,1), p = 0,004] respectively. Just in CD8 T cells of the atopic group were also
detected a significant correlation between the percentage of IL-5 producing CD8 T cells and the number of circulating eosinophils
(rg = 0,629; p = 0,028) and the level of ECP (rg = 0,570; p = 0,03). No significant difference was seen in IFN-y expression in
T lymphocytes of both groups. However, IFN-y and IL-4 expression by CD4 and CD8 T cells differ significantly in the nonatopic
group (control), being expressed mainly by CD4 T cells. Conclusion: These data support a T2 cytokine (IL-4 and IL-5) pre-
dominance, in the peripheral blood of atopic subjects, produced mainly by CD8 T lymphocytes (Tc2). In the control group the
T2 pattern of cytokines was mainly produced in CD4 T cells.

Key-words: Cytokines, atopic, lymphocytes, Thl, Th2, Tcl, Tc2.
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INTRODUCAO

s linfécitos T podem ser caracterizados pela
sua expressdo fenotipica em células CD4+
("Helper"-Th) e CD8+ (citotoxicas-Tc) ou
pelo perfil de citocinas que predominantemente sinteti-
zam. As citocinas IFN-y, TNF e IL-2 caracterizam o per-
fil T1 (quer Thl quer Tcl), enquanto a produgdo de IL-4,
IL-5 e IL-13 estdo ligadas ao perfil T2 (Th2 ou Tc2)*2. As
manifestagdes clinicas da atopia estdo, pelo menos par-
cialmente, associadas a producdo de IgE e ao recruta-
mento e activacdo de células como sejam os mastécitos,
basdfilos, eosindfilos e linfocitos*®. Por outro lado, estu-
dos em doentes asmaticos tém evidenciado o papel dos
linfécitos T CD4+ como orquestradores da resposta
inflamatdria através da producdo de citocinas que carac-
terizam as suas diferentes funcdes efectoras®. Por exem-
plo, estd descrito que uma baixa producdo de IFN-y
pelos linfocitos T em doentes asmaticos alérgicos se cor-
relaciona positivamente com a gravidade da doenga’, e
que, experimentalmente, a terapéutica com IFN-y inibe a
eosinofilia alérgica e a hiperreactividade brénquica®.
Magnan descreve na atopia um enfraquecimento da
expressdo de IFN-y e uma elevada producédo de IL-4 cor-
relacionada com os niveis de IgE®. A IL-4 parece ser cru-
cial no desenvolvimento do perfil Th2. Demonstrou-se ja
que a inalacdo de IL-4 por doentes asmaticos pode levar a
uma hipersecrecdo de muco e aumento de eosinéfilos na
expectoracdo’. Num modelo animal, o blogueio do recep-
tor da IL-4 associou-se a uma diminui¢do da hiperreactivi-
dade brdnquica especifica, assim como a eosinofilia pul-
monar, induzidas por alergénios®. Por outro lado, a IL-4
aumenta a expressao vascular de moléculas de adesdo e
selectinas, responsaveis pelo recrutamento selectivo de
eosinofilos®. A IL-5 influencia também a producdo, matu-
racdo, activacdo e sobrevida dos eosinofilos, assim como
a hiperreactividade brénquica, tendo uma actividade
essencialmente eosinopoiética®.
Estudos mais recentes tém evidenciado o papel das
células T CD8 na doenca alérgica e das suas diferentes

populacBes, Tcl e Tc2, definidas através do perfil de
citocinas. Foi demonstrado que um nimero elevado de
células T CD8+ participa na inflamagdo alérgica, com
aumento da sua activacéo e diferenciacdo em células pro-
dutoras de IL-5"*?, Magnan descreve elevados niveis de
IFN-y associados aos linfocitos T CD8 na asma®. Em
doentes com dermatite atOpica foi demonstrado aumen-
to de frequéncias de linfécitos T CD4 e T CD8 produ-
tores de citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5) em sangue
periférico®. Por outro lado, Akdis et al** evidenciaram
que linfécitos T CD4 e T CD8 de sangue periférico de
doentes com dermatite atopica eram equipotentes na
inducdo da producdo de IgE pelos linfocitos B, bem como
no aumento da sobrevida do eosindfilo.

Num estudo retrospectivo* e utilizando técnicas
imuno-histoquimicas, foi possivel caracterizar, em teci-
dos peribrénquicos de doentes falecidos por asma
aguda, uma populacdo de linfocitos T CD8 activados
(CD25+) com fendtipo citotoxico (exprimindo perfori-
na) e com elevados niveis de IL-4, comparativamente
com um grupo-controlo de doentes falecidos com outra
patologia.

Em estudo anterior evidenciamos, em linfécitos T
periféricos de doentes atOpicos (com asma e rinite) e
clinicamente estaveis, a expressdo intracelular de citoci-
nas T1 e T2, sendo este dltimo perfil particularmente
evidente na subpopulacdo T CD8+*,

Neste estudo pretendemos avaliar se a expressdo de
citocinas T1 e T2 nas subpopulacbes CD4 e CD8 é
semelhante nos individuos atdpicos e ndo atdpicos (con-
trolos normais) e se algum destes perfis se correlaciona
particularmente com os marcadores da atopia (IgE,
eosindfilos circulantes e proteina catiénica do eosinéfilo
- ECP). Assim, fomos avaliar, por citometria de fluxo, a
expressdo de citocinas nos linfocitos de sangue periféri-
co (estimulados policlonalmente) num grupo de doentes
atOpicos, comparativamente com individuos saudaveis
ndo atopicos.
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MATERIAL E METODOS

Populacéo

Estudamos 14 individuos atOpicos, sensiveis a acaros
do p6 da casa (Dermatophagoides pteronyssinus), sendo 4
também sensiveis (em menor grau) a pélens de grami-
neas. Apresentavam uma media de idades de 22,3%%
anos, sendo 9 do sexo masculino e 5 do sexo feminino.
Onze tinham asma brdnquica e trés rinite alérgica. Cinco
destes doentes estavam a fazer corticosteroides de inala-
cdo oral, oito corticosteréides de inalacdo nasal, dois
broncodilatadores e trés anti-histaminicos. Todos estes
doentes eram seguidos na consulta de Alergologia de um
hospital.

O grupo nao atdpico era constituido por sete indivi-
duos, com uma média de idades 25,6 (20-38) anos, sendo
cinco do sexo masculino e dois do sexo feminino. Foram
recrutados no Hospital Militar de Belém com aceitagdo
voluntaria de participacdo no estudo e tendo como
critérios de exclusdo qualquer doenca concomitante,
local ou sistémica, que afecte o sistema imunitario (neo-
plasia, doenca auto-imune ou inflamatoria cronica, insufi-
ciéncia renal croénica, diabetes mellitus, atopia, imuno-
deficiéncia). A todos foram feitas provas de sensibilidade
cutanea, doseamentos de IgE total e especificas, avaliacdo
da funcédo renal, hepatica e raios X de térax.

Quadro 1. Caracteristicas das duas populagdes estudadas:
Populagdo controlo ndo atopica e populagdo com doenca
atopica.

Controlos Atopia
n=7 n=14
Idade 25,6 (20-38) 22,3 (13-58)
Sexo M/F 5:2 9:5
IgE total KU/L 46 (7-104) 787 (100-4265)

Eosindfilos/ mm? 266,0 (105-432) 272,3 (100-931)

ECP ng/L 11,1 (1,9-18) 14,3 (8,9-53)

Colheita de sangue

Foram colhidos 20 mL de sangue total por puncéo
venosa, que foram distribuidos em fraccBes de 5 mL para
tubos com dois tipos diferentes de anticoagulante: EDTA e
heparina, para tubo SST® Vacutainer® e para tubo seco.

Determinacdes séricas

IgE total — Determinou-se no soro por uma técnica
imunoenziméatica com leitura final de fluorescéncia
(Enzyme Linked Fluorescent Assay - ELFA), no equipamen-
to VIDAS-bioMerieux. O limite de deteccdo deste méto-
do é de 0,50 kU/L e 95% da populacdo nao atdpica adul-
ta tem valores inferiores a 120 kU/L.

IgE especifica — Determinaram-se no soro por uma
técnica imunoenzimatica com leitura final de fluorescén-
cia (Fluoro-enzyme-immunoassay - FEIA) no equipamento
Cap-System da Pharmacia Diagnostics.

Proteina cationica eosinofilica (ECP) — Executou-se
a colheita em tubos SST® Vacutainer® (Becton Di-
ckinson) de acordo com normas estabelecidas: puncéo
venosa até enchimento do tubo, coagulagdo do sangue de
60-120 minutos a temperatura ambiente e centrifugacéo
1000-1300 g durante 10 minutos. A determinacdo foi
feita em soro por uma técnica imunoenzimatica com
leitura final de fluorescéncia (FEIA) no equipamento Cap-
System. O valor a partir do qual se considera o resulta-
do positivo é de 15 pg/L.

Eosindfilos — Contagem no contador hematoldgico
Coulter-Gens, a partir de sangue total colhido em EDTA.
E considerado valor de referéncia para adultos normais
o compreendido entre 0-400/mm?,

Estudo da expressédo de citocinas nos linfoécitos T

Activacéo

Ao sangue total colhido em heparina juntou-se, em
partes iguais, RPMI 1640 (GibcoBRL) enriquecido com L-
glutamina 200mM (GibcoBRL). A activacdo fez-se em
presenca de brefeldina A (Sigma) na concentracdo de
10pg/mL com Phorbol 12-Myristate 13-Acetate-PMA
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(Sigma) na concentracdo final de 25 ng/mL e ionomicina
(Sigma) na concentragdo de 1ug/mL. Utilizou-se como
controlo negativo da activacdo uma amostra de sangue
incubada com tudo o descrito anteriormente, excepto
PMA e ionomicina. A activacdo fez-se durante 4 horas a
37°C em atmosfera himida e com 5% CO:..

Marcacéao de superficie

Os linfdcitos foram estudados usando como mar-
cadores de superficie o anticorpo monoclonal CD3 mar-
cado com o fluorocromo PC5 - ficoeritrina-cianina 5.1
(excitacdo a 486-580 nm e emissdo a 660-680 nm) e o
anticorpo monoclonal CD8 marcado com FITC-isotio-
cianato de fluoresceina (excitagdo a 486-580 nm e emis-
sd0 a 504-541 nm), ambos da Immunotech (Izasa). As
células foram incubadas durante 15 minutos a tempe-
ratura ambiente com 10uL de anticorpo monoclonal
CD3 e 20puL de CD8.

Fixacdo e permeabilizacéo

Efectuou-se a fixacdo e permeabilizacdo dos linfocitos
T de acordo com as instrucdes do produtor (Fix e Perm,
Caltag Laboratories). Apés a marcacdo de superficie,
lavaram-se as células com um tampéo fosfato salino (PBS)
durante 5 minutos a 2000 rpm. Apos fixagdo durante 15
minutos a temperatura ambiente, fez-se a permeabiliza-
cdo e a marcagdo das citocinas intracelulares.

Marcacéo de citocinas intracelulares

Utilizaram-se anticorpos monoclonais anti-citocinas
humanas IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 (PharMingen) todas
conjugadas com o fluorocromo PE - ficoeritrina (exci-
tacdo a 486-575 nm e emissdo a 568-590 nm). Para ava-
liagdo da activacdo in vitro estudou-se também a
expressdo intracitoplasmatica de CD69 PE (Becton
Dickinson). A quantidade de anticorpos usados foi de
3uL para as citocinas e 20uL para CD69. O tempo de
incubacdo foi de 15 minutos a temperatura ambiente,
seguindo-se lavagens para posterior analise.

Anédlise por citometria de fluxo

Para a analise por citometria de fluxo utilizou-se um
citémetro de fluxo Epics®Elite equipado com um laser de
15 mW e com filtros apropriados para leitura de FITC
(525 nm), PE (575 nm) e PC-5 (675 nm). O nlimero de
células adquirido foi de 20 000 e a informagdo computo-
rizada foi guardada em listmode para mais tarde ser avalia-
da de acordo com o software de andlise do préprio equipa-
mento. Os resultados foram expressos em % de células
(linfécitos T totais ou CD4 ou CD8) que coraram de
forma positiva para uma dada citocina. O gate de linfocitos
foi feito a partir do CD3 PC-5. Os linfocitos T CD4+
foram identificados como CD3+CD8- devido & dimi-
nuicdo da expressdo do CD4 nos linfécitos T na presenca
de estéres do Phorbol*". Foram utilizados como contro-
los negativos os linfécitos ndo estimulados.

Estudo estatistico

Apbs andlise estatistica descritiva e verificagdo da dis-
tribuicdo ndo normal dos dados, foram utilizados testes
ndo paramétricos para avaliagdo dos resultados: Mann-
Whitney U test (comparagdo de uma variavel entre 2 gru-
pos) e Wilcoxon-Signed Ranks Test (comparagdo de uma
variavel no mesmo grupo). Para o estudo das corre-
lacBes usou-se o teste de correlacdo de Spearman. O
valor de p foi considerado significativo quando inferior a
0,05. Os resultados foram expressos em medianas, valor
maximo e minimo.

RESULTADOS

Expressdo de interferdo gama (IFN-y)

A avaliagcdo da expressdo do IFN-y nos dois grupos
em estudo (atdpicos e controlos) permitiu constatar que
ndo existiam diferencas significativas entre estes grupos,
quer para os linfécitos T CD3 quer para as subpopu-
lacbes T CD4 e T CD8. Apesar disso, observou-se sem-
pre uma menor percentagem de linfocitos T que expres-
savam IFN-y no grupo atépico em relagdo ao grupo-con-
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Fig. 1. A expressdo de IFN-y nos linfocitos T e subpopulacdes
de sangue periférico foi maior no grupo-controlo relativamente
ao grupo atépico, mas sem diferenga significativa.

trolo. Na populagdo atdpica, o IFN-y foi expresso em
31,5 % (12,7-43,9) dos linfécitos T CD3 enquanto o
valor na populacdo-controlo foi de 34,0% (20,0-43,0). Os
linfécitos T CD4 expressaram 16,6% (1,7-22,0) no grupo
atopico e 18,6 (10,1-23,1) no grupo controlo, sendo
respectivamente para os linfécitos T CD8 o valor de
12,5 (2,6-21,9) e 14,6 (5,7-18,4) (Fig.1).

Quer em doentes atépicos quer em controlos
saudaveis, a expressao de IFN-y ocorreu maioritaria-
mente em linfécitos T CD4 (Fig. 2), quando se comparou
a expressdo nas subpopulac@es linfocitarias. No grupo
controlo, observou-se uma percentagem significativamente
maior de células T CD4 IFN-y+ do que células T CD8
IFN-y+ [18,6% (10,1 - 23,1) versus 14,6% (5,7 - 18,4);
p = 0,018]. No entanto, no grupo atopico nao se obser-
varam diferencas significativas entre as percentagens de
células T CD4 e T CD8 que expressavam IFN-y [16,6%
(1,7 - 22,0) versus 12,5 (2,6 - 21,9)].

Expressao de IL-4

A percentagem de linfocitos T CD3 que expressaram
IL-4 foi significativamente superior no grupo de doentes
atopicos em relacéo ao grupo de controlos ndo atopicos

" FH-7
m
& & T
;i = SOMTROLO
] L] i = Ml
u » 2 "
~+ .
-
L] — i
L
] - -
10 . L u ]
- -
L] -
L
L
0
Cod coa o0 COE

Fig. 2. Os linfécitos T CD4 do grupo-controlo ndo atépico
expressaram de forma significativa maior quantidade de IFN-y
relativamente aos linfécitos T CD8 (p=0,018). No grupo atopi-
co ndo existe diferenca significativa na expressao desta citocina
entre linfocitos T CD4 e T CD8.

[13,8% (3,1-31,8) versus 5,1% (4,1-6,9), p = 0,002]. Nao
se observaram diferengas significativas na percentagem
de células T CD4 que expressavam IL-4 entre o grupo
com doenga atdpica e o grupo-controlo [6,0% (2,9 - 9,1)
versus 4,2% (3,1 - 5,6)]. No entanto, a percentagem de
células T CD8 IL-4+ foi significativamente superior no
grupo atépico, em relacdo ao grupo-controlo [8,4% (0,5-
- 22,7) versus 1,3% (0,9 - 1,8), p=0,009] (Fig. 3).

No grupo de doentes com doenca atopica, ndo foram
observadas diferencas significativas entre a percentagem
de linfécitos T CD4 e T CD8 que expressavam |L-4,
[6,0% (2,0 - 9,1) versus 8,4% (0,5 - 22,7)]. E de destacar,
no entanto, que foram os linfécitos T CD8 que expres-
saram maior quantidade de IL-4. No grupo-controlo, a
percentagem de linfécitos T CD4 que expressavam IL-4
foi significativamente superior a dos linfocitos T CD8
positivos para a mesma citocina [4,2% (3,1 - 5,6) versus
1,3% (0,9-1,8), p= 0,018] (Figs. 4 e 5).

Ao agruparem-se 0s dados dos doentes atdpicos e
dos controlos ndo atdpicos, observou-se uma correlacdo
significativa entre a percentagem de linfocitos T CD3 que
expressavam IL-4 e o0s niveis de IgE sérica total
(rg=0,448 e p=0,04) (Fig. 6).
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Fig. 3. A expresséao de IL-4 nos linfocitos T foi manifestamente
superior no grupo atépico relativamente ao grupo-controlo
(p=0,002), contribuindo particularmente para essa diferenca os
linfécitos T CD8 (p=0,009).

- IL-4
m
& & TIAA
TR O
* i} el
ol
&
L
#
19 i 1
+ 3 —d=
a ! 1
[+ L] ohE [=EE coa

Fig. 4. No grupo-controlo, a IL-4 foi predominantemente
expressa nos linfacitos T CD4 relativamente aos linfocitos T
CD8 (p=0,018). No grupo atopico ndo se encontraram dife-
rencas significativas na expressdo desta citocina nas subpopu-
lagbes de linfocitos T periféricas.

Expressdo de IL-5

A avaliacdo da expressdo da IL-5 pelos linfocitos T
CD3 revelou uma diferenca significativa entre os dois
grupos estudados. No grupo atopico, a percentagem de
linfocitos T que expressavam IL-5 foi de 6,7% (1,0-20,4)
enquanto que no grupo controlo foi de 1,0% (0,4-2,1),
p=0,004. Quando se avaliou o contributo das subpopu-
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Fig. 5. Histogramas dot-plot obtidos por citometria de fluxo
(EPICS-Elite), exemplificando a expressao de IL-4 de um indi-
viduo saudavel (Fig. 5a) e de um doente atopico (Fig. 5b). No
quadrante superior esquerdo (1) temos a percentagem de célu-
las CD3+CD8- (referidas como CD4+) que expressam IL-4 e
no quadrante superior direito (2) as células CD3+CD8+ que
expressam IL-4. Nos quadrantes inferiores esquerdo e direito
temos respectivamente as células CD3+CD8- e CD3+ CD8+
que ndo expressam IL-4. No controlo sdo os linfécitos T CD4
que produzem maior quantidade de IL-4, em contraste com o
atopico, em que sdo os linfocitos T CD8.
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Fig. 6. Correlagdo da percentagem de linfocitos T CD3 que
expressavam IL-4 e os niveis de IgE sérica total na populacdo
total (atdpicos e ndo atdpicos).
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Fig. 7. A IL-5 expressou-se maioritariamente nos linfocitos T
de sangue periférico no grupo de doentes atopicos relativa-
mente ao grupo-controlo, ndo atépico (p=0,004), tendo sido a
subpopulacdo de linfocitos T CD8 que mais contribuiu para
essa expressao.

lacGes linfocitarias, verificou-se que a percentagem de
linfécitos T CD4 IL-5+ ndo diferia significativamente
entre o0 grupo atépico e o grupo-controlo: 0,9% (0,3 -
- 1,9) versus 0,5% (0,3-1,3). No entanto, a percentagem
de linfocitos T CD8 que expressavam IL-5 foi significati-
vamente superior no grupo de doentes atopicos em
relagdo aos controlos ndo atopicos [5,9% (0,1-18,9) ver-
sus 0,3% (0,1-1,3), p=0,008] (Fig. 7).

No grupo de doentes atOpicos, a percentagem de
linfécitos T CD8 IL-5+ foi significativamente superior a
percentagem de linfécitos T CD4 IL-5+ [5,9% (0,1-18,9)
versus 0,9% (0,3-1,9), p=0,026]. No grupo-controlo, a
percentagem de linfécitos que expressavam IL-5 foi
muito baixa, quer nos CD4 quer nos CDS8, e sem dife-
rencas significativas entre estas duas subpopulagdes lin-
focitarias (Fig. 8).

Observou-se apenas nos doentes atopicos uma cor-
relacdo significativa entre a percentagem de linfocitos T
CD8 IL-5+, os niveis séricos de ECP (rg=0,570; p=0,03)
e 0 nimero de eosinofilos circulantes (rg=0,629;
p=0,028) (Fig. 9).

No grupo de doentes atbpicos, encontrou-se uma
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Fig. 8. No grupo atdpico foram os linfécitos T CD8 que mais
contribuiram para a expressdo de IL-5 relativamente aos linfé-
citos T CD4 (p=0,026). No grupo ndo atopico ndo se encon-
traram diferencas significativas na expressdo de IL-5 entre as
subpopulac@es linfocitarias de sangue periférico.

correlacao significativa entre a percentagem de células
IL-4+ e a de células IL-5+, quer a nivel de linfécitos T
CD4 (rg=0,739; p=0,001) quer a nivel de linfocitos T
CD8 (rg=0,837; p=0,001).

DISCUSSAO

Neste estudo, em que avalidmos por citometria de
fluxo a expressao de citocinas T1 e T2 em linfocitos cir-
culantes de doentes atOpicos e controlos saudaveis apos
estimulacdo policlonal, verificAmos que a producgdo de
IFN-y pelos linfocitos T CD3 nédo diferiu entre os dois
grupos, sendo expresso tanto pelos linfocitos T CD4
como T CD8. A expressdo de IFN-y no grupo atopico
ndo mostrou diferencas significativas entre subpopu-
lagdes linfocitarias T CD4 e T CD8, o que contrastou
com o grupo-controlo, onde a expressao de IFN-y foi
significativamente mais elevada nos linfécitos T CD4.

Ja a expressdo de IL-4 e IL-5 nos linfocitos T CD3
diferiu significativamente nos doentes atépicos e contro-
los, estando associada esta diferenca aos linfocitos T
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Fig. 9. Correlagdo entre a percentagem de linfocitos T CD8 IL-5+ e 0s niveis séricos de ECP e
0 nimero de eosindfilos circulantes apenas observada nos doentes atopicos.

CD8. No grupo atépico, a avaliacdo da producédo de IL-4
entre as subpopulages linfocitarias T CD4 e CD8 ndo
foi significativamente diferente ( apesar de ser maior nos
linfécitos T CDB8), enquanto a producdo de IL-5 foi signi-
ficativamente diferente, com maior expressao nos linfé-
citos T CD8. Em contraste, nos controlos ndo atopicos,
a avaliacdo da producdo de IL-4 entre as subpopulacdes
linfocitarias T CD4 e T CD8 foi significativamente dife-
rente, com maior expressio nos CD4, enquanto a
expressdo de IL-5 foi muito baixa, ndo revelando dife-
rencas significativas.

Além disso, apenas nos doentes atdpicos se verificou
uma correlacdo significativa dos linfécitos T produtores
de IL-4 com a IgE sérica total e dos linfécitos T CD8+
produtores de IL-5 com os eosindfilos circulantes e com
0s niveis séricos de ECP.

Varios métodos tém sido desenvolvidos para a deter-
minacdo da expressdo de citocinas (ELISPOT, hibridagdo
in situ, ensaios de diluicdo limite)*. A grande limitacdo de
todos estes métodos € a incapacidade de avaliar simul-
taneamente a expressdo de diferentes citocinas e as célu-
las que as expressam. A citometria de fluxo tem a van-
tagem de avaliar a frequéncia de células produtoras de
citocinas, permitindo demonstrar a co-expressdo de

diferentes citocinas em células de fendtipo conhecido
apos um curto tempo de activagdo. Por outro lado, a
possibilidade de usar sangue total tem a vantagem de nédo
haver prévia manipulacdo e a activacéo celular ser feita
no proprio meio onde as células se encontram¥. Usou-se
uma activacdo inespecifica com mitogénios em vez da
activacdo especifica com alergénios, que seria mais fiel a
realidade bioldgica; no entanto, alguns estudos demons-
tram que a produgdo de citocinas € muito semelhante
quando se usa PMA e ionomicina ou o alergénio”.
Contudo, estes métodos ndo estdo ainda estandardiza-
dos e a discrepancia de resultados intracelulares pode
ser devida a diferentes protocolos de estimulacéo, fixa-
¢do e permeabilizacdo®.

A percentagem de linfacitos T CD3 que expressavam
IFN-y néo foi significativamente diferente entre doentes
atopicos e controlos nao atépicos. No entanto, nos con-
trolos ndo atopicos, a percentagem de linfécitos que
expressavam IFN-y era significativamente superior na
subpopulacdo T CD4, em relacdo a CD8. Esse perfil de
predominio Thl (e ndo Tcl) dos controlos nao foi
encontrado no grupo atépico, no qual ndo se observou
diferenca significativa, em termos de percentagem de
expressdo de IFN-y, entre as subpopulacdes CD4 e CD8
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(Fig. 2). Entre o grupo de doentes atopicos e 0 grupo-
-controlo ndo houve diferencas significativas quanto a
percentagem de linfécitos T CD8 que expressavam IFN-y.
Sdo varios os artigos que referem uma expressdo de
IFN-y invaridvel ou diminuta em relagcdo aos controlos
numa populacdo atdpica, tanto em sangue periférico
como em lavados broncoalveolares***## No entanto, a
avaliagdo das células T que contribuem para este facto é
muito controversa, e em nenhum deles se destacou o
papel preferencial do perfil Thl dos controlos em
relagdo a expressdo Thl e Tcl na doenca atdpica. Shirai
e colaboradores fizeram a caracterizagdo da frequéncia
de linfécitos T CD4 que expressavam IFN-y em sangue
periférico e ndo encontraram diferencas significativas
entre a populacdo atdpica e ndo atdpica, constatando
também uma menor expressdo de IFN-y nos linfécitos T
CD4 dos doentes®. Magnan descreveu em doentes
atopicos que a diminuicdo do IFN-y pelos linfocitos T
CD4 estava directamente relacionada com a atopia e o
aumento associado aos linfécitos T CD8 a asma®. No
mesmo modelo e num outro estudo foi demonstrado
existir uma diminuicéo significativa da expressao de IFN-y
em relacdo ao grupo-controlo nos linfécitos T CD4 e,
nas fases mais tardias e graves da doenca, a expressédo do
IFN-y era maior nos linfécitos T CD8®, Isto sugere que
no decurso desta patologia varios estadios poderao ser
encontrados e que s6 um estudo longitudinal permitiria
avaliar. Num estudo recente avaliou-se a expressédo de
IFN-y de linfcitos de sangue periférico, LBA e bidpsias
bronquicas, verificando-se sé existir um aumento nos lin-
focitos T CD8 do sangue periférico, sendo este atribui-
do a um processo inflamatorio sistémico inerente a
patologia em causa e ndo a uma caracteristica sistémica®.

No presente estudo, a IL-4 e IL-5 expressaram-se sig-
nificativamente em maior quantidade nos linfécitos T
CD3 na populagdo atépica, estando associadas aos lin-
focitos T CD8, o que define claramente o perfil prefe-
rencial Tc2 nesta patologia. No grupo nao atépico, a pro-
ducédo de IL-4 estava associada aos linfocitos T CD4, ou
seja, a um perfil Th2. A frequéncia de células T CD3 pro-

dutoras de IL-4 correlacionou-se de forma significativa
com os niveis de IgE, bem como a frequéncia de células
T CD8 produtoras de IL-5 com 0s niveis de ECP e
eosindfilos. Estes dados evidenciam a relagdo entre mar-
cadores clinicos da asma ou da atopia com a frequéncia
de células T produtoras de citocinas de perfil T2 e com
funcBes bioldgicas relevantes nesta patologia. Foi tam-
bém encontrada uma correlagdo significativa entre IL-4 e
IL-5 nos linfécitos T CD4 e T CD8 no grupo atoépico,
sugerindo que a expressao destas citocinas é feita na
mesma direccdo, o que faz pensar na potenciacdo de uma
em relagdo a outra, como ja tem sido referido noutros
estudos*. Um ndmero elevado de células T CD8 que
expressam IL-5 tem sido observado em infiltrados infla-
matorios de asma alérgica® e em dermatites atopicas® A
importancia das células T CD8 na patogénese e exacer-
bacdo da doenca alérgica tem sido também recente-
mente ilustrada pela identificacdo de células T CD8
especificas de alergénio em varios estudos®¥. Num
outro estudo, postula-se que a grande vantagem das
células Tc2 ¢ a capacidade de exercerem a sua actividade
citolitica em ambiente T2, ou seja, em locais onde a pro-
liferagdo das células Tcl esta comprometida ou mesmo
ausente. Em modelos de infecgdo virica também se ve-
rificou a presenca de células Tc2, correlacionando-se
curiosamente com parametros que habitualmente estdo
associados a atopia: aumento de IgE e eosindfilos. Assim,
foi demonstrado que individuos infectados com o virus
da imunodeficiéncia humana tinham niveis elevados de
IgE, sendo atribuida a sua sintese a capacidade de os
linfocitos T CD8 produzirem IL-4 e IL-5 e expressarem
CD40L**%*, Qutros estudos tém referido a existéncia de
infecgdes virais (Virus Sincicial Respiratorio - RSV) con-
comitantes com exacerbacOes agudas de asma®. Nestes
modelos de infeccdo, as células T CD8 sdo estimuladas a
produzir IL-5 resultando uma acumulacéo de eosinofilos
no tracto respiratorio, bem como uma hiperreactividade
das vias respiratorias. A populagdo por nos estudada ndo
apresentava qualquer sinal clinico sugestivo de infeccdo
viral no momento do estudo. Para uma resposta imune
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normal, o balango Th1/Tcl e Th2/Tc2 parece fulcral, mas
até ao momento esta por esclarecer todo 0 mecanismo
que leva a alteracdo deste equilibrio.

Assim, e apesar das limitagdes da metodologia que
ndo nos permite avaliar a quantidade de citocina com
efeitos bioldgicos, constatdmos que, ap0Os activacdo, 0s
linfécitos T circulantes de doentes atépicos expressam
predominantemente citocinas de perfil T2 (IL-4 e IL-5).
Esse perfil, em contraste com o dos controlos ndo atopi-
cos, caracteriza particularmente os linfécitos T CD8
(fendtipo Tc2). Estes também se correlacionam com 0s
marcadores clinicos da atopia (IgE, ECP e eosindfilos).

Em conclusdo, o nosso estudo permitiu verificar um
aumento do perfil T2 (sobretudo Tc2) nos linfocitos cir-
culantes de doentes atdpicos. A monitorizacdo destes
parametros em diferentes fases da doenga e/ou do seu
tratamento (ex. imunoterapia), podera vir a contribuir
para um melhor esclarecimento do significado bioldgico
destes achados laboratoriais.
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RESUMO

O aumento da frequéncia das reac¢des de hipersensibilidade a alimentos e farmacos constitui um desafio perma-
nente ao desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico. Os autores efectuam uma meta-analise da aplicagido do
teste de activagdo dos basoéfilos (TAB) no diagnéstico de reacgdes de hipersensibilidade a alimentos e farmacos. Os
diversos estudos publicados sustentam uma elevada sensibilidade e especificidade do método desde que se observem,
na sua execugio, determinados requisitos técnicos. Estao descritas correlagdes positivas e com significado estatistico
entre os resultados do TAB e os de outros métodos de diagnéstico de uso corrente, tais como testes cutineos, dosea-

mentos de IgE especifica e prova de provocagdo oral controlada. A utilizagio combinada do TAB com outros méto-
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dos parece favorecer a eficacia diagnéstica. Actualmente, o conhecimento da aplicabilidade do TAB, assim como das
suas vantagens e limitagdes, é fundamental. Numa abordagem que se pretende economicamente viavel, a eficiéncia no
diagnostico definitivo das reacgdes de hipersensibilidade sera condicionada, seguramente, pela utilizagdo correcta dos

diversos métodos disponiveis.

Palavras chave: Teste de activacio dos basofilos, hipersensibilidade, alimentos, farmacos, testes cutineos, IgE especi-

fica, prova de provocacio oral.

ABSTRACT

The increase in the prevalence of adverse reactions to foods and drugs represents a constant challenge to the development
of new methods of diagnosis. A meta-analysis on published studies concerning the clinical usefulness of the Basophil activation
test (BAT) in these reactions was performed. High sensibilities and specificities can be achieved if certain technical requirements
are observed. BAT results have a positive and high significant correlations with other routine diagnostic methods such as skin
tests, serum specific IgE and oral controlled challenge. Efficacy of diagnosis can be improved with the combined use of BAT and
other techniques. In order to achieve a well-conducted evaluation on the diagnosis of hypersensitivity reactions to foods and
drugs the best options should be chosen. Concerning BAT, the present knowledge of its usefulness, advantages and limitations

is therefore relevant.

Key-words: Basophil activation test, hypersensitivity, foods, drugs, skin tests, serum specific IgE, oral challenge test.

INTRODUGAO Alergologia e Imunologia Clinica, as reac¢des devem

denominar-se alérgicas, sempre que se demonstre um

s reac¢bes de hipersensibilidade a alimentos e mecanismo imunolégico subjacente, mediado por
farmacos sdo cada vez mais frequentes, anticorpos ou por células'.

constituindo um problema de saide publica Os mecanismos de estimulagio celular iniciam-se,

relevante. habitualmente, pela activagio de receptores de mem-

Considerando a actual classificagio proposta pelo brana, desencadeando cascatas de eventos intracelulares

Comité de nomenclatura da Academia Europeia de conducentes a desgranulagio, libertagio de mediadores
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inflamatérios pré-formados, assim como sintese de novo
de metabolitos de membrana e citocinas, responsaveis
pelas manifestagdes clinicas de alergiaz. Nas reacgdes
mediadas pela IgE, a activagido do basdfilo e do mastdcito
resulta da ligacdo do alergénio a duas moléculas de IgE
especifica adjacentesz.

O CDé63 é uma glicoproteina de 53 kDa presente nos
granulos citoplasmaticos de diversas células inactivas, em
particular dos baséfilos . A sua expressdo na membrana
de basdfilos humanos, apds activagdo in vitro por alergé-
nios ou anticorpos IgE via receptor de alta afinidade
(FceRI), foi demonstrada por diversos investigadores”.
A desgranulagio dos basofilos correlaciona-se forte-
mente com esta expressdo, o que permite considerar o
CDé63 um marcador ideal para o estudo de activa¢io dos
bassfilos .

No estudo das reacgdes alérgicas, a recolha de uma
anamnese detalhada é fundamental para o diagndstico
correcto, orientando o pedido de exames complemen-
tares. Por este motivo, a realizagio de testes objectivos in
vivo e/ou in vitro é essencial para confirmar a suspeita clinica.

Os métodos disponiveis para o diagndstico de
reac¢cdes mediadas pela IgE incluem a realizagdo de
testes cutdneos, determinagido de IgE especifica, testes
funcionais in vitro e prova de provocagio oral con-
trolada”.

Os testes cutineos por picada podem ndo ser
exequiveis, particularmente se existem lesdes cutaneas
generalizadas, sendo mesmo contra-indicados em
situagdes que envolvam o risco de choque anafilactico.
Também poderdo, por vezes, conduzir a resultados
falsamente negativos ou positivosml.

O doseamento de IgE especifica, apesar de apre-
sentar, de um modo geral, uma especificidade relativa-
mente elevada no diagndstico das reacgdes mediadas
pela IgE, tem frequentemente uma sensibilidade inferior
a dos testes cutineos por picadalz. No entanto, existem
situagdes em que, lamentavelmente, os alergénios
necessarios a determinagio da IgE especifica ndo se

. ’ . 13
encontram dlsponlvels .

As restricdes apontadas anteriormente impdem que,
em certos casos, s um teste de provocagido permita a
demonstragdo clinica da reactividade. A prova de
provocacgio oral estandardizada e controlada por place-
bo, apesar de constituir o método mais fidedigno no
diagndstico definitivo das reacgdes de hipersensibilidade,
ndo é isenta de riscos, sendo a anafilaxia uma contra-indi-
cacio absoluta a sua execucio. Tratando-se de um
método moroso e dispendioso, a sua utilizagio como
método de rotina torna-se, na pratica, incomportavel.

Os testes para diagnostico de alergia, baseados na
activagdo in vitro dos basofilos sanguineos em presenca
do alergénio suspeito, foram descritos na literatura ha ja
muitos anos . Alguns baseiam-se na libertagio de
mediadores, como a histamina e os sulfidoleucotrienos
(CAST — Cellular Allergen Stimulation Test), e outros na
observacdo microscépica directa da desgranulagio dos
baséfilos .

A identificagdo do aumento da expressio de
marcadores de superficie dos basofilos por citometria de
fluxo, apos estimulagdo com alergénios ou farmacos, é
um método recente na investigagio da aIergiaM. A
descoberta do marcador de activagio dos basdfilos,
CDé63, foi responsavel pelo desenvolvimento do FAST
(Flow Cytometric Cellular Allergen Stimulation Test). Esta
técnica, também denominada teste de activacio dos
basoéfilos (TAB), baseia-se na detecgdo, por citometria de
fluxo, de CD63 em basdfilos estimulados, como indi-
cador da activa¢do induzida em presenca de alergénios
ou farmacos . Em casos particulares, a combinagio deste
teste com outros, nomeadamente com a libertacio de
sulfidoleucotrienos pelos basofilos estimulados por
alergénios (CAST), demonstrou maior sensibilidade e
especificidade relativamente a outros testes in Vvitro,
incluindo a determinagio de IgE especificaz.

Sanz et al validaram o TAB como método de diag-
néstico nas reacgdes mediadas pela IgE a alergénios
inalantes, comparativamente a outros métodos conven-
cionais utilizados por rotina, tais como testes cutaneos,

determinagdo de IgE especifica e testes de libertagdo de
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histamina e leucotrienos’. Num estudo efectuado em
atopicos sensibilizados a Dermatophagoides pteronyssinus
e Lolium perenne estabeleceram-se, como resultado
positivo do TAB para os alergénios inalantes, o ponto de
cut-off de 15% de basofilos activados, mediante a anilise
de curvas ROC (receiver operating characteristic). A andlise
destas curvas permite determinar os valores de cut-off
que conduzem a obten¢io de percentagens mais elevadas
de sensibilidade e especificidade.

Virios estudos publicados demonstraram a utilidade
do TAB na deteccdo de reacgdes alérgicas mediadas pela
IgE a alergénios inalantes comuns”™*”, alergénios alimen-
tares , litex e veneno de himenépterosu. Esta técnica
¢ também importante no diagndstico de reacgdes alér-
gicas a firmacos, como relaxantes musculares , beta-lac-
tamicos” e metamizol . Num estudo realizado recente-
mente por Sanz et al, o TAB revelou-se como um método
com elevada sensibilidade e especificidade no diagnéstico
de reacgbes de hipersensibilidade aos anti-inflamatérios

ndo esteroides (AINEs)zs'zg.

DESCRICAO SUMARIA DA TECNICA

O TAB constitui actualmente uma técnica de facil
execucio. Contudo, De Weck et al sublinharam a ne-
cessidade de observacdo de determinados pormenores
para obtencio de sensibilidades e especificidades
6ptimasz. Assim, a utilizacdo de leucédcitos isolados em
vez de sangue total, a optimizagdo do processamento das
amostras de sangue, o uso de controlos positivos e
negativos adequados e a escolha das concentragdes de
alergénios e firmacos mais convenientes sdo premissas

essenciais a eficiéncia da técnica.

I. Processamento da amostra

O sangue é recolhido em tubos de 7 ml com anti-coa-
gulante ACD (adenina-citrato-dextrose), podendo ser
conservado a 4° C, durante 24 horas. Deve solicitar-se um

tubo por cada trés alergénios.

2. Separacao de células

A amostra é submetida a centrifugagio a 4° C durante
10 minutos a 1600 rpm. Apds retirar o sobrenadante,
recolhe-se o halo de células com agulha e seringa, colo-
cando-o num tubo de plastico.

O halo de células é centrifugado a 4° C durante 10
minutos a 1600 rpm. Retira-se de novo o sobrenadante,
com agulha e seringa, mantendo aproximadamente um
volume de 500ul. A cada tubo adicionam-se 500ul de
Stimulation Buffer (SB) e 10 pl de heparina, agitando

suavemente. O SB contém heparina e interleucina 3.

3. Preparacdo das diluicoes de alergénios

3.1 Alimentos e inalantes

As diluicbes preparam-se a partir de uma concen-
tragdo dos alergénios de |Oug/ml.

1/8 = [0yl (alergénio) + 70ul (SB) = 80ul

1/32 = 20yl (diluigdo1/8) + 60ul (SB) = 80l

3.2 Farmacos

As diluigdes dos farmacos preparam-se a partir das
formulagdes utilizadas na clinica, excepto para os anti-
bioticos B-lactamicos, em que se utilizam as concentra-

¢Oes a seguir indicadas:

Farmaco Conc. Inicial Conc. Final
Bencilpenicilina 4 mg/ml 2 mg/ml
| mg/ml 0.5mg/ml
Ampicilina 2.4 mg/ml [.2 mg/ml
0.6 mg/ml 0.3 mg/ml
Amoxicilina 2.4 mg/ml [.2 mg/ml
0.6 mg/ml 0.3mg/ml
MDM | mg/ml 0.5 mg/ml
0.5 mg/ml 0.25 mg/ml
PPL 50 microg/ml 25 microg/ml
25 microg/ml 12.5 microg/ml
Cefuroxima 2.4 mg/ml [.2 mg/ml
0.6 mg/ml 0.3 mg/ml
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Quando se pretendem investigar novos firmacos, é
imprescindivel testa-los em pelo menos duas concentra-
¢oes diferentes, preferencialmente em cinco. Deve ainda
proceder-se a execugio de estudos de viabilidade celular,
para excluir concentragdes potencialmente citotdxicas.
Nos estudos de viabilidade celular indirectos ou
funcionais determina-se a percentagem de activagio de
basofilos em individuos atépicos, em presenga do
alergénio inalante a que se encontram sensibilizados.
Posteriormente, procede-se a comparagio dos resulta-
dos com os que se obtém utilizando diferentes concen-
tracdes do firmaco a testar. A diminuicio do nimero
total de células ou de basdfilos activados sugere citoto-
xicidade, permitindo a selecgdo das concentragdes ideais
a utilizar no TAB para o farmaco em questio. Os estudos
de viabilidade celular directos sdo aqueles em que se
procede a contagem de células vivas, apos estimulagao
com diferentes concentragdes do farmaco. Se a percen-
tagem de células vivas for superior a 70%, a concen-

tracdo testada nio é considerada citotdxica.

4. Fase de incubac¢do com o alergénio

Preparam-se os tubos de citometria com 50 pl das
diferentes diluigdes de alergénio. A técnica utiliza sempre
dois controlos negativos (SB) e um positivo (SC- Stimu-
lation control), que contém anti-IgE para receptores de
alta afinidade.

A cada tubo adicionam-se 50 pl de suspensio de
células, agitando suavemente. Os tubos sdo incubados a
37° C durante 40 minutos. Posteriormente adicionam-se
100 pl de solugdo tampio (HEPES, NaCl, KCI, EDTA, pH
7,3) e centrifugam-se os tubos a 4° C, durante 5 minutos
a 2250 rpm.

5. Determinacao de células marcadas

Retiram-se 120 pl de sobrenadante e adicionam-se
20 pul de solugio monoclonal. Esta solugio contém anti-
-IgE marcada com *FITC e anti-CDé63 marcado com *PE.
Os tubos sdo incubados na obscuridade a 4° C, durante

30 minutos. Adicionam-se posteriormente 4 ml de solu-

¢do de lise, que deverd actuar durante 5 minutos. Blo-
queia-se a reacgao com | ml de solugido tampao HEPES.
Apos centrifugagido, durante 5 minutos, a 2250 rpm,
decantam-se os tubos e adicionam-se 500 pl de solugio
tampao HEPES.

Finalmente, apods agitagdo suave de cada tubo,
procede-se a leitura dos resultados num citémetro de
fluxo (Becton Dickinson™), utilizando o software
CellQuest.

Em suma, trata-se de uma técnica de diagnostico in
vitro, ndo invasiva, segura, Util, reprodutivel e rapida, que
pode ser realizada 24 a 48 horas apos a colheita san-
guinea, permitindo testar qualquer alergénio ou farma-
o Sempre que possivel, a técnica devera ser efectuada
nas primeiras 24 horas. De Weck et al demonstraram que
a percentagem de activagio dos basoéfilos decresce a partir
das 24 horas, podendo conduzir a resultados falsamente
negativos as 48 horas, particularmente quando s3o tes-

2
tados famacos .

AVALIAGCAO DOS RESULTADOS

O nUmero absoluto de baséfilos e a percentagem de
basofilos activados sio os parametros a considerar na
avaliagdo dos resultados do TAB. Idealmente, o nimero
absoluto de baséfilos contabilizados no citometro devera
aproximar-se de 500, ndo devendo nunca ser inferior a
150"

No Quadro | indicam-se os critérios de positividade
e valores de cut-off estabelecidos por Sanz et al, com base
nos trabalhos dos diversos grupos com reconhecida
experiéncia na aplicagdo desta técnica’. Os cut-off sdo
estabelecidos para valores de sensibilidade e especifi-
cidade optimos, mediante a analise de curvas ROC. A
necessidade de definigdo de cut-off resulta de uma grande
variabilidade nas percentagens de activagio, consoante o
tipo de alergénio utilizado. Assim, para os alimentos,

podem encontrar-se percentagens de activagio relativa-
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Quadro . Interpretagio dos resultados do teste de activagio dos basdfilos (TAB)

CRITERIOS DE POSITIVIDADE NA INTERPRETACAO DO TAB

Inalantes, alimentos e Anisakis:
%BA >15%

Critério A
(percentagem de basdfilos
activados - %BA)

Latex:
%BA > 10%

Farmacos:
%BA > 5%

(indice de estimulagio - SI)

SI>2

(SI' = %BA apos estimulagdo
alergénica/ %BA no con-
trolo negativo)

Critério B

O TAB é considerado positivo sempre que os critérios A e B se verificam simultaneamente

mente elevadas, para as quais contribuem, muitas vezes,
processos de estimulagio inespecifica in vitro. Por outro
lado, no estudo dos firmacos encontram-se, com
frequéncia, percentagens de activagdo relativamente mais
baixas, o que conduz, necessariamente, a utilizagdo de
cut-off inferiores.

Os individuos atopicos, com elevados niveis de IgE,
apresentam frequentemente percentagens de activagao
no controlo positivo superiores as encontradas em

Ie . ~ 7 . 2
controlos saudaveis ndo atopicos .

Particularidades

Nos critérios de positividade, é importante considerar,
para além da percentagem de activagdo, o nimero abso-
luto de células. Nos casos em que se obtém um nimero
absoluto de células baixo, a utilizacgido de 2 controlos
negativos permite seleccionar o que apresenta, contudo,
um maior numero de células. Nestes casos, dever-se-a
valorizar, simultaneamente, a percentagem de activagio e
o nimero absoluto de células. O controlo negativo que
apresenta uma menor percentagem de activagdo podera
ser o seleccionado, se apresentar um nimero absoluto de

células consideravelmente superior.

Controlo negativo positivo
Se o controlo negativo for positivo podemos

considerar que esta situagdo indicia uma anormal estimu-

lagdo basal (ex: inflamagdo, infecgdo, contacto recente
com o alergénio) e devemos aconselhar a repeti¢io da

. . 2
anallse, posteriormente .

Controlo positivo negativo

Em algumas situagdes o controlo positivo (anti-IgE) é
negativo, o que poderd, eventualmente, resultar da au-
séncia de receptores para IgE, sendo este fendmeno mais
frequente em doentes ndo atopicos. Valores de activagao
dos baséfilos pelo controlo positivo entre 12% e 30% sao
considerados baixos, sendo considerados negativos
quando inferiores a 12%. Na casuistica de De Weck e
Sanz a percentagem de doentes em que a anti-IgE para
receptores de alta afinidade niao provoca activagio de
basofilos ndo parece exceder os 4%? embora alguns
autores apontem para valores de 5-25% . Nestes casos,
como o resultado do TAB nio é valorizivel, resultando

inconclusivo, ndo se recomenda a sua repeticio.

APLICACAO DO TAB NO ESTUDO
DE REACGCOES DE HIPERSENSIBILIDADE
A ALIMENTOS

O aumento da frequéncia das reacgdes a alimentos
constitui um desafio permanente ao desenvolvimento de

novos métodos de diagnostico, ja que, actualmente, a
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evicgido do alimento causal continua a ser a medida mais
eficaz no controlo desta alergia. Os testes cutdneos,
apesar de representarem um exame com elevada
reprodutibilidade, tém um valor preditivo positivo
inferior a 50%. Os testes cutaneos negativos a alimentos
conduzem a uma maior informacio na exclusio de
alergia alimentar mediada pela IgE, apresentando um
valor preditivo negativo superior a 95%"'. O dosea-
mento de IgE especifica a alimentos, apesar de apre-
sentar uma especificidade e valor preditivo negativo
habitualmente elevados, tem frequentemente uma
sensibilidade inferior a dos testes cutineos por picadam.

No estudo da alergia alimentar mediada pela IgE, o
exame laboratorial de rotina continua a ser a deter-
minac¢do de IgE especifica ao(s) alergénio(s) suspeito(s).
Os testes de activacido celular nio sio habitualmente
efectuados como exames de rotina, continuando a ser
encarados, pela grande maioria dos clinicos, como
exames de segunda linha®’. Contudo, poderio apresentar
algumas vantagens, pelo menos no plano tedrico, quando
comparados com a simples detecc¢do de anticorpos espe-
cificos circulantes. Hipoteticamente, ao permitirem o
estudo in vitro da reactividade celular do doente ao
alergénio especifico, avaliam ndo apenas a existéncia de
sensibilidade, mas possibilitam também uma aproxima-
¢d3o mais real ao mecanismo fisiopatolégico subjacente®.
Sob um ponto de vista conceptual, poder-se-do, assim,
encarar como estudos dinamicos in vitro.

Na alergia alimentar, a evolugdo para a tolerdncia
coexiste frequentemente com a manutengio de
sensibilizacdo. Os testes cutineos e a determinagio de
IgE especifica permanecem positivos, na auséncia de
reactividade clinica. Nestes casos, a realizacio do TAB
podera fornecer informagdo adicional sobre uma
provavel tolerancia.

Nos individuos com alergia alimentar, observa-se
frequentemente uma elevada libertagio espontinea de
histamina®*. Este facto podera reduzir a utilidade do teste
de libertagdo de histamina no diagndstico desta alergia.

Moneret-Vautrin et al aplicaram o CAST e o TAB no

diagnostico de alergia alimentar®. Concluiram que a
libertagao de LTC4 induzida pelo alergénio e o estudo de
activacdo de basofilos por determinagdo da expressdo do
CDé63, através de citometria de fluxo, sdo testes com
boa sensibilidade e especificidade. Neste estudo, de-
monstraram que, em doentes com alergia alimentar, a
libertacdo espontdnea de histamina ocorria na auséncia
de expressio de CD63 e de libertagio de LTCA4. Este
achado apoia o conceito de que esta libertagio nido
depende da desgranulagdo dos basoéfilos nem reflecte um
processo de activa¢do celular. O TAB e o CAST apre-
sentam assim maior utilidade relativamente ao teste de
libertagao de histamina, no diagnéstico de alergia ali-
mentar, em doentes com elevada libertagio espontinea
de histamina.

Garcia-Avilés et al determinaram por citometria de
fluxo a percentagem de basofilos activados expressando
o CDé63 apds estimulagdo in vitro por alergénios
alimentares'®. Os 74 doentes estudados apresentavam
clinica de urticaria, asma e/ou rinite alérgica apds inges-
tdo alimentar, encontrando-se sensibilizados aos alergé-
nios alimentares suspeitos (teste cutineos por picada e
doseamento de IgE especifica positivos). Nestes doentes
efectuaram, ainda, o teste de libertacdo de histamina e o
CAST para os alergénios estudados. Encontraram uma
correlagdo positiva com significado estatistico entre os
resultados do TAB e os dos testes cutaneos, do teste de
libertagio de histamina, da determinagio da IgE espe-
cifica e do CAST. Neste estudo, o TAB demonstrou uma
sensibilidade de 82,3% e uma especificidade de 62,5%,
para um cut-off de | 1%.

De Weck et al sublinharam que a utilizagdo de
alergénios alimentares estandardizados devera merecer
particular atengdo na obtencio de especificidades
adequadas®. Quando se utilizam alergénios alimentares
no TAB é frequente a obtengdo de percentagens de
activagdo muito elevadas para os controlos negativos,
comparativamente aos valores obtidos para alergénios
inalantes e farmacos. Provavelmente esta observacgio

resultard do facto de os extractos alimentares se encon-
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trarem frequentemente contaminados por compostos,
tais como lectinas, com capacidade de activar os basdfilos.

Nio existem, ainda, estudos publicados que com-
parem as sensibilidades, especificidades e valores
preditivos positivo e negativo do TAB com os da prova
de provocagio oral, no diagnostico de alergia alimentar.

Diversos estudos sugerem que concentragdes
elevadas de IgE especifica a alimentos sdo preditivas de
reactividade clinica a esses alimentos. Niveis elevados de
IgE especifica para determinados alimentos, como o ovo
(>6KU/1), o amendoim (>15KU/I), o peixe (>20KU/I) e o
leite (>32KU/I), permitiram calculos de valores predi-
tivos positivos superiores ou iguais a 95%, tornando
desnecessario, nestes casos, a realizagio da prova de
provocagio oral””.

Vila L et al demonstraram uma elevada sensibilidade
do CAST comparativamente aos testes cutidneos por
picada, determinacio de IgE especifica e prova de
provocagio oral, num grupo de 40 doentes com histéria
de reacgdo adversa apds ingestio alimentar . Estes
doentes apresentaram uma libertagdo de sulfidoleu-
cotrienos apods estimulagdo por alergénio significativa-
mente superior a dos dois grupos-controlo, constituidos
por 20 individuos saudaveis e |5 atépicos sensibilizados
a aeroalergénios. Relataram, ainda, que os doentes com
historia de anafilaxia apresentaram uma libertagdo de
sulfidoleucotrienos superior a dos doentes com manifes-
tagdes clinicas menos graves.

A realizagdo de estudos multicéntricos e em larga
escala, comparando as sensibilidades e especificidades do
TAB com a de outros exames utilizados como rotina no
diagndstico de alergia alimentar, é, neste momento,
fundamental. A determinagio dos valores preditivos
positivos para os diferentes alergénios podera, nalguns
casos, tornar desnecessdria a realizagdo da prova de
provocacio oral. Ao testar a reactividade celular do
basdfilo em presenca do alergénio especifico, poderemos
admitir a realizagdo de uma prova de provocacio in vitro.
Sera por isso importante correlacionar os resultados do

TAB com os da prova de provocagio oral e com as

determinagdes de IgE especifica, para a validagao do seu
uso corrente como método de diagnéstico in vitro.

O sucessivo aperfeicoamento das técnicas laborato-
riais aplicadas aos estudos funcionais conduzira certa-
mente a melhoria da eficicia diagndstica. No caso
particular da alergia alimentar, a melhoria da qualidade
dos extractos disponiveis para diagndstico podera incluir

a utilizagdo de alergénios recombinantes no TAB®**.

APLICACAO DO TAB NO ESTUDO

DE REACCOES DE HIPERSENSIBILIDADE
A FARMACOS/ANTI-INFLAMATORIOS
NAO ESTEROIDES

A hipersensibilidade a farmacos permanece uma das
areas mais complexas na pratica clinica da imunoaler-
gologia. A heterogeneidade do quadro clinico, da limitagdo
do conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos subja-
centes e dos factores predisponentes, escassez e a falta de
estandardizagdo dos métodos de diagndstico disponiveis
dificultam o seu diagndstico e, certamente, contribuem
para a subvaloriza¢do das reacgdes®.

Presentemente, o diagndstico das reacgdes de hiper-
sensibilidade a firmacos baseia-se numa histéria clinica
detalhada, testes cutaneos, disponiveis para apenas
alguns farmacos, e provas de provocagio, indubitavel-
mente as que apresentam maior sensibilidade, embora
acarretem riscos consideraveis .

A utilizacdo do teste de activacio dos baséfilos como
método de diagnostico no ambito da alergia a farmacos
¢ muito recente. No que respeita aos farmacos que
podem induzir reacgdes alérgicas mediadas pela IgE, de
que sdo exemplo os beta-lactimicos*** e o metamizol
varios ensaios clinicos controlados comprovam a utili-
dade do TAB no esclarecimento do diagndstico.

As reac¢bes de hipersensibilidade aos anti-inflama-
torios nao esterodides (AINEs), e em particular ao acido
acetilsalicilico (AAS), manifestam-se por sintomas respi-

ratorios (rinossinusite crénica, polipose nasal e asma)
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elou cutineos (urticdria e angioedema), que podem ser
graves e inclusivamente fatais representando cerca de
20 a 25% de todas as reacgbes de hipersensibilidade a
farmacos®.

Com a provavel excepgio dos raros casos de choque
anafilactico®, é globalmente aceite que as reacgbes de
hipersensibilidade ao AAS e AINEs nio dependem da
produgdo de IgE especifica, mas assentam em outros
mecanismos, em particular na inibigdo da cicloxigenase
(COX). A inibicado da COX-1 resulta na diminuigio da
producio de prostaglandina E: (PGE:), que regula a
produgdo de sulfidoleucotrienos e a libertagido de outros
mediadores pelos mastécitos. Os sulfidoleucotrienos,
produzidos em maior quantidade pelos doentes com
hipersensibilidade ao AAS/AINEs sdo considerados os
principais mediadores neste tipo de reacgdes**.

Apesar da incontestavel produgido de sulfidoleuco-
trienos por doentes com hipersensibilidade ao
AAS/AINEs quando submetidos a provocagdo com o
farmaco suspeito, estudos publicados utilizando a técnica
de CAST neste diagnéstico revelam resultados algo
contraditérios, alguns apontando para uma baixa
sensibilidade, apesar de uma elevada especificidade**.

Recentemente, o desenvolvimento do TAB e a sua
combinagdo com o CAST reacenderam a polémica
envolvendo a aplicagdo dos testes in vitro no diagndstico
de reaccdes de hipersensibilidade ao AAS/AINEs, com a
apresentagdo de resultados mais animadores®**,

Sainte-Laudy e Vallon investigaram 9 doentes com
suspeita de anafilaxia induzida por aspirina e mediada
pela IgE, com base na histéria clinica, testes cutidneos por
picada e intradérmicos, determinagio de IgE especifica e
TAB. Verificaram positividade do TAB nos 7 doentes em
que foi aplicado e uma forte associagdo entre este
método e uma histdria clinica sugestiva, testes cutaneos
positivos, em particular intradérmicos, e presenga de IgE
especifica. Os diferentes métodos aplicados em contro-
los saudaveis foram consistentemente negativos®.

Gamboa et al utilizaram também esta técnica no

estudo de 60 doentes com hipersensibilidade ao

AAS/AINEs (38 com sintomas cutaneos, 20 com sinto-
mas respiratérios e 2 com ambos), documentada pela
histéria clinica ou por prova de provocagiao oral, e 30
controlos (15 asmaticos) com tolerdncia demonstrada a
estes farmacos. Verificaram uma sensibilidade do teste
de 43,3%, uma especificidade de 100%, um valor predi-
tivo positivo de 100% e um valor preditivo negativo de
99,4%, apos estimulagido isolada com duas diferentes
concentragdes de AAS (1,25 mg/ml; 0,3 mg/ml). Quando
utilizados quatro farmacos (AAS, paracetamol, meta-
mizol e diclofenac), a sensibilidade global aumentou para
63,3% e a especificidade decresceu, mantendo-se, no
entanto, superior a 90%, pelo que concluiram tratar-se
de uma alternativa valida as provas de provocagdo oral.
O naproxeno foi considerado um caso especial porque,
quando testado na concentragdao mais elevada (5 mg/ml),
induz a activagdo de basdfilos, nio s6 em doentes com
hipersensibilidade a AINEs, também em quase todos os
controlos®. Esta situagdo parece relacionar-se com uma
potente inibicdo in vitro da PGE:; nio se tratando,
portanto, de uma expressio de citotoxicidade”.

Sanz et al avaliaram posteriormente, no mesmo
grupo de doentes e controlos, a importancia de uma
utilizagio conjunta do TAB e do CAST no diagnéstico in
vitro de reac¢des de hipersensibilidade ao AAS/AINEs.
Ao contririo do que sucede nas reacgdes alérgicas
mediadas pela IgE, em que a correlagio entre os dois
testes é elevada, a associacio do CAST aumentou a
sensibilidade em 5-10%, a custa de uma marcada reducgio
da especificidade para valores de cerca de 70%%.

De acordo com estes autores, a elevada sensibilidade
do TAB faz com que um resultado positivo seja
considerado significativo, praticamente confirmando o
diagndstico quando a historia clinica é compativel. Para
uma maior eficicia, o teste deve ser realizado nos
primeiros 6-12 meses apds exposi¢io ao farmaco e
consequente reacgdo clinica. Quando, por questdes
econdmicas ou outras, nio for possivel testar os quatro
AINEs (AAS, paracetamol, metamizol e diclofenac), os

autores sugerem a escolha do AAS e diclofenac nas 2
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concentragdes inferiores (1,25 mg/ml e 0,3 mg/ml para o
AAS; 0,3 mg/ml e 0,06 mg/ml para o diclofenac).

Embora o mecanismo celular subjacente a activagio
dos baséfilos pelos AINEs permanega desconhecido, estes
autores reiteram que n3o se trata de uma reac¢io
mediada pela IgE. Baseiam esta afirmagdo em trés pressu-
postos: alguns doentes que praticamente ndo exprimem
receptor de alta afinidade para a IgE continuam a ser
estimulados por AINEs; ndo existe qualquer correlagio
entre a activagdo desencadeada pela anti-IgE e a reacgdo
in vitro aos AINEs; em contraste com o que sucede nas
reac¢des mediadas pela IgE, ndo existe uma boa corre-
lacdo entre a expressio de CDé63 e a libertagio de
sulfidoleucotrienos.

Em suma, Sanz et al consideram o TAB um método
de diagndstico in vitro reprodutivel, com elevada
especificidade (>90%) e sensibilidade (60-70%) e que
apresenta uma boa correlagdo com as provas de provo-
cagdo positivas. Embora resultados negativos no TAB
nio permitam excluir o diagndstico, nio dispensando a
realizacdo de prova de provocagdo para esclarecimento
da situagdo clinica, resultados positivos associados a uma
histéria compativel praticamente confirmam o diagnés-
tico. Deste modo, concluem que a utilizagio do TAB no
diagndstico de reacgdes de hipersensibilidade a AINEs
pode tratar-se de uma alternativa vdlida as provas de
provocagdo, muitas vezes incomodas e perigosas,
embora seja mandatéria a realizacdo de estudos

multicéntricos, que ja se encontram em curso.

COMENTARIOS

O aumento da frequéncia das reacg¢des de hiper-
sensibilidade a alimentos e firmacos constitui um desafio
permanente ao desenvolvimento de novos métodos de
diagnostico. Os diversos métodos actualmente disponi-
veis obrigam a um conhecimento profundo das suas
aplicagdes, vantagens e limitagdes. O rigor da meto-

dologia utilizada pelo imunoalergologista na planificagao

dos diversos exames a solicitar ao laboratério condi-
ciona a eficiéncia, sendo essencial ao estabelecimento do
diagndstico definitivo nas reacgdes de hipersensibilidade.

Ensaios clinicos controlados demonstraram que o
TAB permite a obten¢do de sensibilidades e especifi-
cidades elevadas no diagndstico de reacgdes alérgicas a
alimentos e farmacos, representando uma técnica repro-
dutivel e de facil execucio. O TAB revela-se ainda uma
alternativa no diagndstico de reacgdes de hipersensi-
bilidade, particularmente a firmacos, em que nio é
possivel a determinagio de IgE especifica.

Estdo descritas correlagdes positivas e com signifi-
cado estatistico entre os resultados do TAB e os de
outros métodos de diagndstico de uso corrente, como
testes cutaneos, doseamentos de IgE especifica e prova
de provocagio oral controlada.

Actualmente, encontram-se em curso ensaios mul-
ticéntricos e em larga escala que pretendem, sobretudo,
a sua comparagdo com a prova de provocagio oral. A
possibilidade de recorrer a um método in vitro, sem os
riscos inerentes a uma exposi¢io in vivo ao alergénio,

parece-nos aliciante.
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RESUMO

Os autores apresentam seis casos clinicos de doentes com urticaria crénica idiopatica (UCI) que ndo respondiam
a terapéutica anti-histaminica convencional, necessitando de corticoterapia sistémica frequente para controlar as
queixas. Apos varias tentativas com outras terapéuticas, foram medicados com sulfassalazina. Efectuou-se uma analise
deste grupo de doentes, procurando estabelecer uma avaliagdo do risco-beneficio para a utilizagdo da sulfassalazina na
UCI, concluindo-se favoravelmente da sua utilizagido. Apresenta-se uma breve revisio dos mecanismos de acgio,

efeitos adversos e cuidados na utilizacio da sulfassalazina.

Palavras-chave: urticaria cronica, sulfassalazina, tratamento.
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ABSTRACT

The authors studied six patients with chronic idiopathic urticaria (CIU) that didn't respond to convencional therapy. All had
systemic corticosteroid therapy to control symptoms, having being decided to initiate sulfassalazine. The patients were charac-
terized and was concluded that in this group of patients, sulfassalazine seems to be an efficient and safe alternative therapeu-
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tic without serious adverse effects. The authors also present a short revision about sulphasalazine utilization.

Key-words: chronic urticaria, sulfassalazine, treatment.

INTRODUCAO

odos os médicos que lidam com doentes que

sofrem de urticdria crénica (UC) sabem que o

tratamento desta patologia é por vezes dificil, e até
mesmo frustrante, nio sé para o doente como também
para o proéprio profissional de satde'.

Apesar de a urticaria ser uma patologia conhecida
desde a Antiguidade e de existirem descri¢des do tempo
da China antiga, somente no século passado se
comecgaram a descrever diferentes subtipos (de acordo
com o agente etiologico) e a classificar as urticarias em
agudas e crénicas, entendendo-se estas Ultimas como as
que persistem mais de 6 semanas’.

Na abordagem dos doentes com urticaria cronica,
doenga com uma prevaléncia desconhecida, deparamo-nos
com dois grandes problemas:

O primeiro, o de tentar identificar uma causa que,
como ¢é sabido, apenas se consegue encontrar numa mino-
ria dos casos, mesmo apds investigagdo exaustiva®’. Por
este motivo, grande parte das urticarias crénicas sio rotu-
ladas de idiopdticas. Este termo "idiopético", pouco satis-
faz o doente que procura uma justificagio para o seu
problema cutineo, pelo que nio raras vezes consulta
varios médicos na ansia de encontrar uma explicacdo. Os
exames a solicitar na abordagem do doente com urticaria

cronica sio, alids, um tema que ndo é ainda consensual’.

O segundo grande problema prende-se com o trata-
mento. Se felizmente em muitos casos se consegue con-
trolar a sintomatologia com a utilizagdo de anti-histami-
nicos-H|I, noutros as lesdes persistem, o que motiva fre-
quentemente a utilizagdo de ciclos de corticoterapia
sistémica prolongados com os efeitos adversos dai
decorrentes e sobejamente conhecidos. E exactamente
por isto que, ao longo dos anos, tém surgido diversas
propostas de firmacos considerados como "alterna-
tivos", com uma eficicia discutivel em grande parte dos
casos.

Entre os farmacos "alternativos", assim designados
por constituirem uma terapéutica alternativa a corti-
coterapia, temos varios medicamentos habitualmente
utilizados no tratamento de outras patologias: anti-his-
taminicos-H2, antidepressivos, antagonistas dos leu-
cotrienos, colchicina, dapsona, imunossupressores, var-
farina, nifedipina....’.

Um dos farmacos que surge dentro deste grupo é a
sulfassalazina, medicamento utilizado durante anos no
tratamento das doencas intestinais inflamatdrias cronicas
e da artrite reumatdide. Apesar de ndo existirem muitos
relatos da utilizagio de sulfassalazina no tratamento da
UC, encontram-se descritos casos de sucesso na UCI,
bem como na urticéria retardada de pressdo®”®.

Neste artigo, os autores apresentam a experiéncia da

utilizacdo de sulfassalazina no tratamento de doentes
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com UCI, no servigo de Imunoalergologia do Hospital de

Dona Estefania.

MATERIAL E METODOS

Através da anélise dos dados que constavam nos pro-
cessos clinicos, estudaram-se retrospectivamente seis
doentes com UCI medicados com sulfassalazina. Todos
necessitavam de corticoterapia frequente para controlar
as lesdes mucocutaneas, dado nio responderem ao trata-
mento com anti-histaminicos-H |/outras terapéuticas.
Caracterizou-se este grupo de doentes analisando-se
diversos pardmetros, nomeadamente: sexo, idade,
duracdo de sintomas, tempo de seguimento na consulta,
resultado de exames analiticos, resultado de bidpsia
cutanea, terapéutica prévia, eficicia da terapéutica,
numero / tipo de reacgdes adversas e duragdo do trata-

mento.

RESULTADOS

Todos os doentes estudados eram do sexo feminino,
com idades compreendidas entre os 40 e os 66 anos
(média etaria de 53 anos). O tempo médio de duragio
de sintomas foi de 3,5 anos (minimo e maximo de | e 8
anos, respectivamente), apesar de o tempo médio de
seguimento na consulta ser de 1,5 anos.

Todos os doentes tinham por altura da primeira con-
sulta recorrido a médicos de outras especialidades e
efectuado diversas andlises sanguineas, nomeadamente:
hemograma, bioquimica sanguinea, velocidade de sedi-
mentagdo, pesquisa de anticorpos antinucleares (ANAs)
e de anticorpos anti-tiroideus, estudo da fungdo tiroideia
e do complemento, ndo tendo sido encontrada qualquer
alteragdo analitica.

Realizou-se bidpsia cutinea em trés doentes, que foi
compativel com urticaria. Numa das bidpsias observou-se

um infiltrado inflamatério misto, rico em polimorfonu-

cleares e eosindfilos perivascular e intersticial. Noutra
bidpsia visualizou-se um infiltrado com predominio de
polimorfonucleares, e na terceira uma infiltragao infla-
matoria perivascular difusa, na derme e paniculo, consti-
tuido por mononucleados e eosindfilos.

Da revisio da terapéutica efectuada, constatou-se
que os seis doentes tinham sido medicados com doses
elevadas de anti-histaminicos-H| (cetirizina, fexofenadi-
na), sem sucesso. Quatro, foram medicados com anti-hista-
minicos-H2 (ranitidina) sem qualquer melhoria. Relati-
vamente a utilizagdo de antagonistas dos receptores dos
leucotrienos, foram prescritos a quatro doentes, e a
colchicina prescrita a dois, também sem qualquer resul-
tado.

A dapsona, antimaldrico com conhecidas pro-
priedades imunomoduladoras utilizado no tratamento de
doencgas auto-imunes, foi prescrita em quatro doentes,
registando-se uma melhoria franca em todos eles. No
entanto, teve que ser interrompida em todos, devido ao
aparecimento de anemia sintomdtica (valores de 9-10 g/dl
de hemoglobina).

Quanto 3 utilizacio de sulfassalazina, a dose inicial foi
de 500mg/dia, com aumentos semanais de 500mg/dia até
se alcangcar 2000 mg/dia divididos em duas tomas. Esta
terapéutica foi suplementada com acido félico | mg/dia,
de modo a compensar os efeitos da malabsor¢io moti-
vados pela sulfassalazina, que inibe a folato conjugase ao
nivel da mucosa intestinal. Foi efectuado doseamento da
glicose-6-fosfato desidrogenase antes do inicio do trata-
mento.

Durante o tratamento, os doentes foram avaliados
em consultas regulares para investigagio dos potenciais
efeitos adversos. Foram realizadas analises sanguineas
mensais, nomeadamente hemograma, estudo da fungio
hepdtica e renal.

Num dos doentes a sulfassalazina foi interrompida
ap6s um més de tratamento devido ao aparecimento de
cefaleias. Nos restantes foi continuada, verificando-se
uma melhoria progressiva em todos, deixando de ser

necessaria corticoterapia sistémica. O tempo médio até
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AH1 AH2

MONTELUCAST COLCHICINA DAPSONA SULFASSALAZINA

@ N DOENTES MEDICADOS B N° DOENTES MELHORADOS

O N° DOENTES COM REACGOES ADVERSAS

Fig. 1. Abordagem farmacoldgica nos 6 doentes estudados.
Encontram-se assinalados para cada substincia o nimero de
doentes medicado, o numero de doentes melhorado e o
numero de doentes com reacgdes adversas (AHI: anti-his-
taminicos-H |; AH2: anti-histaminicos-H2).

ocorrer melhoria foi de um més e dez dias (minimo de 2
semanas e maximo de 3 meses). O tempo de tratamen-
to nos doentes em que se registou melhoria variou entre
2 e 12 meses. O nimero de doentes medicados com os
varios firmacos, o nimero de doentes com melhoria
clinica e o respectivo numero de reac¢des adversas
encontram-se discriminados na Fig. |. O tempo de trata-
mento até se alcancar melhoria clinica, para cada doente,

consta na Fig. 2.

DISCUSSAO

A sulfassalazina é um firmaco que resulta da associa-
¢do do dcido 5-aminosalicilico (5-ASA) e da sulfapiridina,
antibiético da familia das sulfamidas. A sua utiliza¢do, ao
longo de mais de 50 anos, tem sido essencialmente dirigi-
da ao tratamento da doenca croénica intestinal infla-
matéria e de diversas doengas reumatologicas, nomeada-
mente artrite reumatoide e esclerodermia®’.

Foram propostos varios mecanismos de ac¢io para

DOENTE 1

DOENTE 2 DOENTE 3 DOENTE 4 DOENTE S DOBNTE &

[m TEMPO ATE MELHORIA CLinicA |

Fig. 2. Tempo de tratamento com sulfassalazina decorrido até
melhoria clinica (em meses).

este farmaco, ndo estando no entanto ainda convenien-
temente esclarecidos. O 5-ASA é considerado o compo-
nente activo na doenca intestinal inflamatéria, ao invés da
sulfapiridina, que parece assumir grande importéncia na
artrite reumatoide”’.

Tem sido descrito como um medicamento com
efeitos antibacterianos, anti-inflamatérios e imunomodu-
ladores. Quanto ao efeito antibacteriano decorrente da
sulfapiridina, antibiotico de baixo espectro, é especulati-
vo que o mecanismo de ac¢do da sulfassalazina possa
resultar da erradicagio de um eventual agente infeccioso
sensivel as sulfamidas. O seu poder anti-inflamatério
advém do acido 5-aminosalicilico, que contribui para a
clearance de radicais livres, para além de inibir a lipo e
cicloxigenase. A semelhanca de outros antifolatos, o seu
poder imunomodelador podera resultar duma diminui-
¢do da sintese de purinas, reduzindo a producgio de me-
diadores inflamatérios, que necessitam destas moléculas
para serem sintetizados”®* '°. Foi também demonstrado
que a sulfassalazina inibe a libertagio da histamina ao
nivel dos mastécitos. Ao nivel do linfécito B, ha uma
redugio da produgio de imunoglobulinas' e, no que
concerne ao linfocito T, parece ocorrer uma diminui¢ao
da sintese de citocinas® '°. Mais recentemente foi de-
monstrado que a sulfassalazina inibe a activacdo dos

macréfagos e suprime a expressio do complexo major
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de histocompatibilidade de classe Il, induzida pelo INF-y".

A confirmar-se a sua actuacio na urticaria croénica,
resultara provavelmente da conjugacio de todos estes
mecanismos. Os primeiros relatos da utilizagio de sulfas-
salazina no tratamento da UCI datam de 1991¢. Desde
entio foram publicados outros artigos sobre a pre-
scricao de sulfassalazina neste tipo de doentes, e também
em doentes com urticaria retardada de pressio, sob a
forma de casos clinicos. Celso Pereira et al, num estudo
efectuado em doentes com vasculite urticariana normo-
complementémica, demonstraram a tolerabilidade e
eficacia da sulfassalazina, que persistiu apds a suspensio
terapéutica’.

O perfil de efeitos adversos da sulfasalazina é bem
conhecido, parecendo ser dose-dependente e surgindo
na sua maioria nos primeiros 3 meses de tratamento. A
sulfapiridina sera provavelmente a responsavel pela maio-
ria das reacgOes adversas, e os individuos acetiladores
lentos poderdo necessitar de doses menores. Dentro
dos efeitos mais frequentes encontram-se os gastrin-
testinais, as cefaleias e a deficiéncia de acido folico.

Estes efeitos, apesar de nao serem graves, podem
constituir causa de baixa adesdo a terapéutica, utilizagao
incorrecta e abandono da medicagido por parte do
doente. Por se tratar de um antifolato, existe risco de
desenvolvimento de alteragdes hematoldgicas. Relativa-
mente a sua eventual nefrotoxicidade, a incidéncia de
insuficiéncia renal nos doentes tratados ndo parece
exceder a da populagdo geral. Sdo aconselhadas pre-
caugdes nos doentes com histéria de doenga hepatica ou
renal e nos que apresentam deficiéncia de glicose-6-fos-
fato-desidrogenase. Por estes motivos, aconselha-se a
realizacdo de hemograma e estudo da fungdo hepidtica
mensais nos primeiros 3 meses de tratamento. Um dos
efeitos que devera ser tido em atencio, perante um indi-
viduo do sexo masculino, é o facto de poder provocar
oligospermia reversivel. Podem surgir reac¢des cutineas,
mas, excepto se graves, ndo sio uma indicagdo absoluta
para interrupgio do tratamento’” . Encontram-se descritos

casos de inducio de tolerdncia' .

Nos seis doentes apresentados, medicados com sul-
fassalazina, apenas um apresentou efeitos secundarios
(cefaleias). Tratou-se de um efeito descrito, sem gravi-
dade e que respondeu de imediato a interrupgio do
medicamento, ao contrdrio dos efeitos verificados com a
dapsona que, apesar de igualmente eficaz, provocou em
todos os doentes anemia clinicamente significativa que
persistiu varios dias apos a sua suspensio.

E sabido que a urticaria crénica idiopatica é uma
doenga imprevisivel em termos de evolugio, ficando por
responder se no futuro algum destes doentes voltard a
ter lesGes cutaneas. No entanto, em quatro dos doentes
melhorados passaram-se ji& mais de oito meses desde a
interrupgdo da sulfassalazina e, até ao momento, ainda
nao se registou reaparecimento da urticaria em qualquer
deles. Somente um doente se encontra sob medicacio
anti-histaminica-H| (hidroxizina 25mg, duas vezes ao
dia).

Poderemos interrogar-nos, também, sobre se a me-
Ihoria tera resultado nio do efeito do medicamento mas
da historia natural da doenca. Para responder convenien-
temente a esta questdo seria necessario efectuar um
estudo contra placebo, em dupla ocultagido, onde fosse

utilizado um grupo-controlo.

CONCLUSAO

A nossa experiéncia com estes seis doentes sugere-
-nos que a sulfassalazina deve constar na lista dos
medicamentos utilizados no tratamento da urticaria
croénica, nomeadamente naqueles que ndo respondam ao
tratamento convencional com anti-histaminicos e que
necessitem de corticoterapia sistémica frequente para
controlar as queixas. Para além de eficaz, a sulfassalazina
constituiu um tratamento seguro comparativamente a
dapsona. Os efeitos secundarios observados nio foram
graves e regrediram apds a suspensdo da terapéutica.
Nao obstante, devera manter-se um seguimento clinico

e laboratorial regular destes doentes para detectar pre-
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cocemente quaisquer eventos adversos e para avaliar a
resposta terapéutica.

Pensamos que a avaliagdo risco-beneficio do medica-
mento é extremamente favoravel, dado criar a possibili-
dade de os doentes ficarem assintomaticos, nio necessi-

tando posteriormente de qualquer medicagio.
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RESUMO

A caracterizacdo dos doentes com reaccOes adversas a anti-inflamatorios ndo-esterdides (AINEs) e a identificacdo
de eventuais factores de risco sdo importantes, uma vez que estas reac¢des sdo relativamente frequentes na pratica
clinica, sdo imprevisiveis e, por vezes, potencialmente fatais. Foi nosso objectivo caracterizar a populacdo de doentes
observados na nossa consulta com reac¢do adversa aos AINEs, nos dltimos 2 anos, e avaliar a relacdo entre asma e
hipersensibilidade aos AINEs. Incluiram-se 48 doentes com intolerancia aos AINEs confirmada através da histéria clini-
ca e/ou prova de provocagao, seguidos na nossa consulta nos Ultimos 2 anos (grupo A). Esta populacéo de doentes foi
comparada com 61 doentes referenciados a nossa consulta por suspeita de hipersensibilidade a farmacos, a qual ndo
se confirmou (grupo B). Os doentes foram caracterizados quanto a: idade, sexo, manifestagdes clinicas das reac¢des
adversas, antecedentes pessoais e familiares de atopia e quanto a presenca de sensibilizacédo alergénica. Efectuaram-se
testes cutdneos em picada com os aeroalergénios mais comuns. Realizaram-se provas de provocacdo com o farmaco
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suspeito para confirmagdo do diagndstico e/ou com outro AINE para encontrar uma alternativa terapéutica. Nas si-
tuagbes em que havia reexposicdo ao medicamento e a sintomatologia era reprodutivel, as provas de provocacdo
foram dispensadas. Utilizdamos o teste C2 para comparagdo dos resultados obtidos nos dois grupos de doentes.

Encontrou-se uma elevada prevaléncia de asma e sensibilizacdo a aeroalergénios nos doentes com hipersensibili-
dade aos AINES, o que sugere a existéncia de uma associacdo entre estas entidades clinicas.

ABSTRACT

The characterisation of patients with adverse reactions to non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and the identifi-
cation of possible risk factors are important since these reactions are relatively frequent, unpredictable and potentially fatal. The
aim of our study was to characterise a population of patients with a history of adverse reactions to NSAIDs followed-up at our
outpatient clinic during the last two years, and to evaluate the relationship between asthma and NSAID hypersensitivity. We
included 48 patients with NSAID intolerance, confirmed by the clinical history and/or oral challenge (Group A). This group was
compared with 61 patients referred to our outpatient clinic due to a suspicion of NSAID hypersensitivity that wasn't confirmed
(Group B). The patients were characterised regarding age, gender, clinical manifestations of the adverse reactions, personal and
family history of atopy and allergen sensitisation (for which we performed skin prick tests with a battery of common inhalant
allergens). We performed oral challenges with the culprit drugs to confirm the diagnosis and/or with another NSAID in order to
find a therapeutic alternative. In those patients who reported a history of re-exposure to the culprit drug and the clinical ma-
nifestations were reproducible, the challenges were not performed. We used C2 test to compare the results obtained in the two
groups of patients. We found a high prevalence of asthma and of sensitisation to inhalant allergens in the group of patients with
NSAID hypersensitivity, which suggests an association between these two disorders.

Key-words: non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), NSAID hypersensitivity, atopy, asthm.

INTRODUCAO

Os anti-inflamatdrios nao esteréides (AINEs) sdo medi-
camentos muito utilizados na pratica clinica, em virtude das
suas potencialidades farmacoldgicas (efeito anti-infla-
matdrio, analgésico e anti-agregante plaquetario), sendo
apontados como uma das principais causas de reaccfes
adversas a farmacos**. Geralmente, estas reacgdes sdo
imprevisiveis e podem, inclusive, ser potencialmente fatais.

Na populacdo geral, a prevaléncia de hipersensibili-
dade aos AINEs é de 0,3 a 0,5%"2*°. Em doentes asmati-
cos adultos, esta prevaléncia € de 10%, atingindo 30 a
40% dos doentes com asma e polipose nasal (triade do
acido acetilsalicilico ou sindrome de Fernand-Widal)*?*
67891 Em doentes com urticaria cronica, a prevaléncia
varia entre 21 e 30%">*®%7. Os sintomas respiratorios
predominam nos adultos, a partir da terceira década de
vida e em doentes do sexo feminino* =478 Nas crian-
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cas, 0s sintomas respiratorios sdo raros, sendo as mani-
festacOes clinicas essencialmente cutaneas.

A asma tem sido associada a hipersensibilidade aos
AINEs, especialmente em adultos com manifestagdes
respiratOrias. Por outro lado, alguns autores tém encon-
trado uma elevada prevaléncia de sensibilizagdo a aero-
alergénios em doentes com hipersensibilidade aos
AINEs®. No entanto, a sensibilizacdo a aeroalergénios
ndo é considerada factor de risco para esta entidade
clinica. No que respeita as criangas, 0s dados epidemio-
|6gicos referentes a este grupo etario sdo escassos.

A abordagem diagnéstica destes doentes continua a
basear-se em provas de provocacgao, com todos 0s riscos
que lhes sdo inerentes. Neste contexto, é importante a
caracterizacdo dos doentes com reaccOes adversas a
AINEs, bem como a identificagdo de eventuais factores
de risco e o desenvolvimento de meios de diagnéstico
mais sensiveis e seguros.

OBJECTIVO

Foi nosso objectivo caracterizar a populacdo de
doentes observados na nossa consulta com reaccdo
adversa aos AINEs, nos Ultimos 2 anos, e avaliar a
relacdo entre asma e hipersensibilidade aos AINEs.

METODOLOGIA

Incluiram-se 48 doentes com intoleréncia aos AINEs
confirmada através da histéria clinica e/ou prova de
provocacgdo, seguidos na nossa consulta nos Gltimos 2
anos (grupo A). Esta populacdo de doentes foi compara-
da com 61 doentes referenciados & nossa consulta por
suspeita de hipersensibilidade a fa&rmacos que ndo se
confirmou (grupo B).

Os doentes foram caracterizados quanto a: idade,
sexo, manifestacdes clinicas das reaccdes adversas,
antecedentes pessoais e familiares de atopia e quanto a

presenca de sensibilizagdo alergénica. Efectuaram-se
testes cutaneos em picada utilizando uma bateria com os
aeroalergénios mais comuns. Realizaram-se provas de
provocacdo com o farmaco suspeito para confirmacéo
do diagnéstico e/ou outro fa&rmaco para encontrar uma
alternativa terapéutica, apos consentimento informado.
Nas situacBes em que havia reexposicdo ao medicamen-
to e a sintomatologia era reprodutivel, as provas de
provocacdo foram dispensadas. Utilizdamos o teste C2
para comparar os resultados obtidos nos dois grupos de
doentes.

RESULTADOS

Os doentes do grupo A tinham média de idades de
24,8 anos (desvio-padrdo + 19), sendo a relacdo sexo
masculino/ sexo feminino de 1:1,5. No grupo B, a média
de idades foi de 23,3 anos (+ 18) e a relacdo sexo mas-
culino/ sexo feminino de 1:1,3.

Existiam antecedentes familiares de doenca alérgica
em 58,3% e 68% dos doentes, respectivamente, no grupo
A e no grupo B (Fig. 1). No grupo A, a prevaléncia de
antecedentes pessoais de doenga alérgica foi de 77%,
enquanto no grupo B foi de 49%, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (Fig. 2). No caso particular
da asma, esta ocorreu em 56,3% dos doentes do grupo
A e em 25% dos doentes do grupo B, tratando-se tam-
bém de resultados com significado estatistico (Fig. 3).

Encontrou-se sensibilizagdo para aeroalergénios em
60% dos doentes no grupo A e em 26% no grupo B,
sendo a diferenca estatisticamente significativa (Fig. 4).
No grupo A ndo houve diferenca significativa na percen-
tagem de doentes sensibilizados a aeroalergénios, com e
sem choque anafilactico (Fig. 5).

No grupo A, 60,4% dos doentes apresentavam mani-
festagdes cuténeas, 22,9% anafilaxia, 10,4% choque
anafilactico e 6,3% manifestacdes respiratorias (Fig 6).

Os AINEs implicados nas reaccBes adversas foram:
acido acetilsalicilico (AAS) (45,7%), ibuprofeno (30,4%),
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Fig. 7. AINEs implicados.

nimesulide (15,2%), paracetamol (13%), diclofenac
(10,9%), metamizol (4,3%), naproxeno (2,2%) e clonixina
(2,2%) (Fig. 7).

DISCUSSAO

Varios estudos existentes na literatura apontam para
uma associacdo entre a asma a a hipersensibilidade aos
AINEs"2%457 Por outro lado, alguns autores tém encon-
trado uma elevada prevaléncia de sensibilizacdo a aero-
alergénios em doentes com hipersensibilidade aos AINES®.

Na nossa amostra de doentes com hipersensibilidade
aos AINEs (grupo A), apesar de a maioria dos doentes
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terem antecedentes pessoais de asma (56%), as manifes-
tacdes clinicas predominantes foram cutaneas (urticaria
e angioedema). Os doentes com manifestaces exclusi-
vamente respiratorias — dificuldade respiratOria baixa —
(n=3) eram todos asmaticos. Os AINEs mais frequente-
mente implicados foram o é&cido acetilsalicilico e o
ibuprofeno, reflectindo a sua ampla utilizagéo.

Tendo em conta os resultados obtidos na nossa po-
pulagdo, as prevaléncias de sensibilizacéo a aeroalergénios
e asma parecem estar aumentadas nos doentes com
hipersensibilidade aos AINEs, independentemente do
tipo de manifestac6es clinicas, quando comparado com
um grupo-controlo (grupo B). Estes dados estdo de
acordo com os resultados obtidos por varios autores.
Assim, a asma parece ser um factor de risco para a
hipersensibilidade a AINEs. Por outro lado, no nosso
estudo, a sensibilizacdo a aeroalergénios néo foi factor de
risco para a ocorréncia do choque anafilactico.

De referir ainda que em varios doentes se verificou
uma subvalorizagdo da intolerancia aos AINEs (14,9%
dos doentes do grupo A foram referenciados por "aler-
gia a penicilina").

Existe uma necessidade de desenvolver métodos de
diagnostico que facilitem o estudo destes doentes,
nomeadamente testes de provocacao in vitro, tais como
0 Cellular Antigen Stimulation Test (CAST) e o Flow
Cytometric Cellular Allergen Stimulation Test (FAST).

Saliente-se que na idade pediatrica as alternativas te-
rapéuticas disponiveis também sdo limitadas.

Contacto:

Carlos Neto Braga

Servigo de Imunoalergologia

Hospital de Dona Estefania

Rua Jacinta Marto

1169-045 Lishoa

E-mail: hde.imunoalergo@mail.telepac.pt
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RESUMO

Introducao: Na pratica clinica, a vitamina B12 é frequentemente prescrita mas nem sempre necessaria. Quando
absolutamente indispensavel, significa que, na maioria dos doentes, tem de ser administrada durante toda a vida.
Embora raras, podem ocorrer reac¢des de hipersensibilidade a vitamina B12, mesmo ap6s varias administracées. Em
situacdo de hipersensibilidade a todas as alternativas comerciais eficazes, deve-se ponderar a possibilidade de dessen-
sibilizacdo em doentes que necessitem desta terapéutica. Os autores descrevem a marcha diagnéstica e o protocolo
de dessensibilizacdo intramuscular a vitamina B12 realizados em dois doentes. Material e métodos: Foram incluidos
em protocolo de dessensibilizagdo intramuscular dois doentes com deficiéncia de vitamina B12 e historia de reaccGes
de hipersensibilidade durante tratamento com as preparagdes comerciais de vitamina B12. O primeiro doente desen-
cadeou reaccao anafilactica apés administracdo intramuscular de hidroxicobalamina e o segundo desenvolveu manifes-
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tacOes de urticaria generalizada e angioedema da face apds administracdo de cianocobalamina intramuscular e coba-
mamida oral. Realizaram-se testes cutaneos em picada e intradérmicos com as varias preparacdes comerciais de vita-
mina B12 disponiveis em Portugal, que foram positivos. Em ambos os doentes, iniciou-se dessensibilizagdo com
cianocobalamina em regime de Hospital de Dia. Resultados: A dessensibilizagdo decorreu sem intercorréncias nos
dois doentes. Actualmente, estdo medicados com cianocobalamina intramuscular: o primeiro na dose de 500ug
quinzenalmente e o segundo 1mg mensalmente, com boa tolerancia, atingindo-se niveis séricos de vitamina B12 e
pardmetros hematoldgicos normais. Conclus@o: Nos doentes alérgicos as preparacdes comerciais de vitamina B12,
deve-se escolher a forma (hidroxicobalamina ou cianocobalamina) com menor reactividade observada nos testes cuta-
neos, para efectuar a dessensibilizacdo, possibilitando a manutencdo de forma eficaz e com boa tolerancia de um trata-
mento indispensavel a vida.

Palavras-chave: alergia a vitamina B12, dessensibilizacdo a vitamina B12

ABSTRACT

Background: In clinical practice, vitamin B12 is often prescribed but not always needed. If there is real need, it is frequen-
tly for lifelong therapy. Although rare, allergic reactions associated to vitamin B12 could happen, even after several administra-
tions. When patients are sensitized to all vitamin B12 commercial formulations, the possibility of desensitization should be con-
sidered. The authors describe the diagnostic procedures and the desensitization protocol performed in two patients. Material
and Methods: Two patients with vitamin B12 deficit and history of allergic reactions occurring during treatment with different
commercial preparations of vitamin B12, were included. The first patient developed anaphylactic reaction after intramuscular
administration of hydroxycobalamin and the second patient had a generalized urticaria and angioedema after intramuscular
cyanocobalamin and oral cobamamid administration. Skin prick tests and intradermal tests were performed with vitamin B12
commercial preparations available in Portugal. Both patients were submitted to an intramuscular desensitization protocol with
cyanocobalamin in our hospital setting. Results: The desensitization protocol occurred without adverse reactions. At present,
both patients are treated with intramuscular cyanocobalamin: 500ug every 2 weeks in the first patient and 1mg every month
in the second, with good tolerance, normal hematologic counts and normal serum vitamin B12 levels. Conclusions: In patients
sensitized to all vitamin B12 commercial formulations available, the less reactive form of vitamin B12 (hydroxycobalamin or
cyanocobalamin) in skin tests, should be selected to a desensitization protocol, allowing maintenance of an indispensable treat-
ment with good efficacy and tolerance.

Key-words: vitamin B12 allergy, vitamin B12 desensitization

REVISTA PORTUGUESA DE IMUNOALERGOLOGIA



HIPERSENSIBILIDADE A VITAMINA B12 -

A POSSIBILIDADE DE DESSENSIBILIZACAO / ARTIGO ORIGINAL

INTRODUCAO

vitamina B12 ou cobalamina resulta da unido

assimétrica de quatro grupos pirrélicos em

torno de um &tomo de cobalto. A cobalamina
pode ser convertida em duas formas metabolicamente
activas: a metilcobalamina e a adenosilcobalamina*?.

A cobalamina constitui um cofactor essencial para
duas enzimas, a metionina sintetase e a L-metilmalonil-
CoA mutase, intervindo em dois processos metabolicos
fundamentais.

A metionina sintetase requer a metilcobalamina como
cofactor para a transferéncia do grupo metil do metilte-
tra-hidrofolato para a homocisteina, formando metionina
e tetra-hidrofolato, reaccdo necesséria a sintese do heme.
Por outro lado, a auséncia de conversdo da homocisteina
em metionina pode ser, em parte, responsavel pelas alte-
racdes neuroldgicas, ja que a metionina sintetizada nesta
reaccdo é necessaria para a producdo de colina e fosfolipi-
dos contendo colina, cuja deficiéncia desencadeia lesdo
do sistema nervoso*.

A L-metilmalonil-CoA mutase requer a adenosilcoba-
lamina para converter metilmalonil-CoA a succinil-CoA,
numa reac¢do de isomerizacdo. A auséncia deste cofactor
promove elevacdo dos niveis teciduais de metilmalonil
COA e seu precursor, propionil CoA. Como consequén-
cia, &cidos gordos nao fisioldgicos contendo um nimero
impar de atomos de carbono sédo sintetizados e incorpo-
rados nos lipidos neuronais, efeitos que podem originar
uma mielina instavel e consequente desmielinizagcdo*?.

A vitamina B12 ingerida nos alimentos requer, para a
sua absorcdo, uma glicoproteina secretada pela célula
parietal da mucosa gastrica, denominada factor intrin-
seco. Esta glicoproteina combina-se com a vitamina B12,
formando um complexo que € captado por receptores
especificos nas células mucosas do fleo terminal. Uma
vez no citoplasma das referidas células, o factor intrin-
seco €é destruido e a vitamina B12 transferida para outra
proteina de transporte, a transcobalamina Il (TC II). O
complexo vitamina B12-TC Il é secretado para a cor-

rente sanguinea, a partir da qual € rapidamente captado
pelo figado, medula éssea e outras células. Normalmente,
cerca de 2 mg de vitamina B12 estdo depositados no figa-
do e outros 2 mg armazenados no organismo em geral.
De acordo com as necessidades minimas diérias, seriam
necessarios 3 a 6 anos para um individuo se tornar defi-
ciente em vitamina B12 se a sua absorcdo fosse inter-
rompida abruptamente*2.

Dependendo da gravidade, a deficiéncia de vitamina
B12 desencadeia, para além dos sintomas caracteristicos
de anemia, manifestacfes gastrintestinais e neuroldgicas
que podem ser graves. As primeiras resultam do efeito
da deficiéncia da cobalamina na rapida proliferacdo do
epitélio gastrintestinal e da megaloblastose no epitélio
do intestino delgado, que provoca sindrome de malab-
sorcao. As alteragcdes neuroldgicas sdo as mais preocu-
pantes, iniciando-se com desmielinizacdo, seguindo-se a
degeneracdo axonal e eventual morte neuronal, tornando-
-se irreversiveis mesmo apos tratamento adequado. Situa-
cOes clinicas que condicionem diminuicdo marcada ou
auséncia de producdo do factor intrinseco desencadeiam
défice de vitamina B12, sendo indispensavel a sua repo-
si¢do durante toda a vida, habitualmente por via parentéri-
ca devido a deficiente absor¢do acompanhante*?,

Embora raramente, tém sido descritas reaccdes alér-
gicas imediatas (cutaneas, respiratdrias e/ou anafilacticas)
apos a administracdo parentérica de vitamina B12%1 157,
mesmo depois de varios anos de terapéutica*™*’. Em
Portugal, a vitamina B12 é sintetizada para uso terapéu-
tico sob trés formas, cianocobalamina (CC), hidroxi-
cobalamina (HC) e cobamamida (C), para administracdo
intramuscular, sendo a cobamamida e a cianocobalamina
utilizéveis também por via oral. Na literatura, existem
referéncias de doentes com reaccBes a uma forma de
cobalamina que sdo capazes de tolerar outra formulacédo
alternativa®®'’. No entanto, podera ocorrer sensibilizacdo
a todas as preparagcdes comerciais parentéricas de vita-
mina B12. Nestes casos, a via oral pode ser uma alterna-
tiva, embora esteja também associada a ocorréncia de
reaccOes ou possa ser ineficaz para compensar a defi-
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ciéncia de vitamina B12. Deste modo, a possibilidade de
inducdo de tolerancia constitui uma alternativa viavel
para estes doentes. O primeiro e Unico protocolo com
sucesso, descrito na literatura em 1997, foi efectuado na
Unidade de Imunoalergologia do Hospital de Santa Maria
por alguns dos autores do presente trabalho*. Posterior-
mente, em 1998%, ha referéncia a uma tentativa de des-
sensibilizacdo com HC em doente com reaccdo imediata
de urticaria e angioedema (incluindo envolvimento larin-
geo), apresentando testes cutdneos em picada e
intradérmicos negativos. Nesse protocolo adminis-
traram-se doses crescentes de HC, a intervalos de 15
minutos, a partir da concentracdo de 0.05 pg. Cerca de
10 minutos ap6s a dose de 125 pg, o doente desenvolveu
uma reaccdo semelhante a anterior. A medicagdo prévia
com anti-histaminicos ndo preveniu o aparecimento das
manifestacdes clinicas descritas.

A referenciacdo a nossa Unidade de um segundo
doente com histéria de hipersensibilidade a vitamina B12,
por via intramuscular e oral, confirmada nos testes cuta-
neos para todas as preparacGes comerciais disponiveis,
levou-nos a realizacdo de um segundo esquema de des-
sensibilizag&o.

Assim, no presente trabalho, os autores descrevem a
marcha diagnostica e o protocolo de dessensibilizagdo
intramuscular a vitamina B12 realizados nos dois doentes,
adaptado as particularidades clinicas de cada um (gravi-
dade da reaccao e intensidade de reactividade cutanea).

MATERIAL E METODOS

Caso 1

O primeiro caso clinico refere-se a um doente com
54 anos, com diagnéstico clinico e laboratorial de anemia
perniciosa, medicado com hidroxicobalamina 5000 ug
intramuscular trimestral. Cerca de 20 minutos apos a
sexta injeccdo iniciou urticaria e angioedema generaliza-
dos, vomitos, taquicardia e hipotensdo, negando toma de
outros farmacos na semana precedente. A anafilaxia

resolveu ap6s medicagdo com epinefrina subcuténea,
hidroxizina intramuscular e prednisolona endovenosa no
servigo de urgéncia.

Caso 2

O segundo caso clinico refere-se a um doente de 60
anos, com antecedentes de gastrectomia total Bilroth |
por carcinoma gastrico e consequente impossibilidade
de absorcdo de vitamina B12. Medicado com cianocoba-
lamina 1mg intramuscular mensalmente durante 18 meses.
Sem outras terapéuticas associadas durante o tratamen-
to. Cerca de 15 minutos ap0s a décima-oitava adminis-
tracdo, iniciou urticaria generalizada e angioedema da
face, que cedeu a terapéutica com hidroxizina intramus-
cular e prednisolona endovenosa no servi¢o de urgéncia.
Suspendeu a terapéutica durante 6 anos. Por agravamen-
to progressivo da anemia, reiniciou terapéutica com vita-
mina B12 por via oral (cobamamida 1mg) que suspendeu
apos um més de tratamento por desenvolvimento de
idéntica sintomatologia cutanea.

Nos antecedentes pessoais e familiares de ambos 0s
doentes ndo havia histéria de atopia ou reac¢des alérgicas.

Para confirmar a hipersensibilidade a vitamina B12, os
doentes foram submetidos a testes cutaneos em picada
e intradérmicos com preparacfes comerciais injectaveis
de HC, CC e C, com diluicdes em agua destilada, inicial-
mente de 1:10 000 e com uma progressao logaritmica.
Adicionalmente, efectuaram-se os controlos positivo
(hidrocloridrato de histamina 10 mg/ml) e negativo (solu-
c¢do salina) em picada. No primeiro doente, os testes cuta-
neos em picada revelaram papula com didmetro médio de
8 mm com a histamina e de 4 mm com a HC, tendo sido
negativos com CC. Os testes intradérmicos foram posi-
tivos com HC (9 mm) e CC (5 mm) na concentragdo de
1:10, documentando-se negatividade com o controlo ne-
gativo. No segundo caso, os testes cutaneos em picada
com HC, CC e C foram negativos e 0s intradérmicos
positivos a partir da concentracdo de 1/100 (HC com
9 mm, CC com 7 mm e C com 8 mm) para as trés

REVISTA PORTUGUESA DE

IMUNOALERGOLOGIA



HIPERSENSIBILIDADE A VITAMINA B12 -

A POSSIBILIDADE DE DESSENSIBILIZACAO / ARTIGO ORIGINAL

Quadro 1. Resultados dos testes cutaneos com as varias preparacdes de vitamina B12

Caso 1

Caso 2

Testes cutaneos
(diametro médio da papula / mm)

Em picada* Intradérmicos| Em picada** Intradérmicos
Hidroxicobalamina 1/10000 - - - -
(5000 pg/ml) 1/1000 - - - -
1/100 - - 9
1/10 - 9 - 10
1/1 4 10 - 11
Cianocobalamina  1/10000 - - - -
(1 pg/ml) 1/1000 - - - )
1/100 - - 7
1/10 - 5 - 8
11 - 6 - 9
Cobamamida 1/10000 NR NR - -
(5000 pg/ml) 1/1000 NR NR - -
1/100 NR NR - 8
1/10 NR NR - 9
1/1 NR NR - 10

Histamina = 8* e 7** mm
NR - ndo realizado

preparacdes de vitamina B12 (Quadro 1).

Adicionalmente, realizaram-se testes cutaneos em
picada com uma bateria alargada de aeroalergénios e
alergénios alimentares, assim como com o0s solventes da
vitamina B12 que foram negativos em ambos os doentes.
Dado o facto da preparacdo de CC incluir 6éleo de
sésamo, realizou-se teste cutaneo em picada com se-
mente de sésamo que foi negativo.

Os testes cutaneos em picada e intradérmicos com
as mesmas preparagdes e nas mesmas diluicdes foram
efectuados em cinco voluntarios saudaveis com resulta-
dos negativos.

RESULTADOS

Dessensibilizacéo
Ap6s discussdo dos casos clinicos com os respectivos
hematologistas e com o consentimento informado escrito

dos doentes, decidiu-se realizar um protocolo de des-
sensibilizagdo adaptado a cada doente e eventualmente
ajustado de acordo com os valores hematoldgicos, até
alcancar a dose terapéutica de vitamina B12. A dessensi-
bilizacdo foi efectuada em Hospital de Dia, sob super-
visdo médica, com acesso venoso mantido até 6 horas
apos a Ultima administracdo de cada dia. Utilizou-se uma
preparacdo comercial de cianocobalamina (1000 pg/ml)
intramuscular que foi diluida a 1:100 no primeiro caso e
a 1:500 no segundo caso, dada a maior reactividade
observada nos testes cutdneos deste doente.

Nos Quadros 2 e 3 estdo indicadas as doses efec-
tuadas em cada um dos doentes do protocolo (trés dias
no doente 1 e cinco dias no doente 2). Ndo foram obser-
vadas quaisquer reaccdes adversas em nenhum dos
doentes.
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Quadro 2. Protocolo de dessensibilizagdo a cianocobalamina utilizado no Caso 1

(10 injecccdes i.m. a intervalos de 30 minutos / 3 dias)

Dia Dilui¢bes / concentracdes

Quantidade administrada (ml)

Dose cumulativa / dia

1° 12 Diluigdo 1:100 (10pg/ml)
20 22 Dilui¢do 1:10 (100ug/ml)
3° 32 Dilui¢do 1:1 (1000pg/ml)

0.10ml = 0.20ml - 0.50ml 8ug
0.10ml = 0.20ml = 0.40ml - 0.80ml ~ 150ug
0.15ml = 0.25ml = 0.50ml 900ug

Quadro 3. Protocolo de dessensibilizacdo a cianocobalamina utilizado no Caso 2
(11 injecccdes i.m. a intervalos de 30 minutos / 5 dias)

Dia  Diluices / Concentracdes

Quantidade administrada (ml)

Dose cumulativa / dia

1° 12 Diluigdo 1:500 (2pg/ml) 0.5ml = 1.0ml = 2.0ml 7 ug

20 22 Dilui¢do 1:50 (20pg/ml) 0.5ml = 1.0ml 30 pug
3° 32 Dilui¢do 1:10 (100ug/ml) 0.4ml - 1.0ml 140 pg
40 42 Diluicdo 1:5 (200ug/ml) 1.0ml = 1.5ml 500 ug
50 52 Diluigdo 1:1 (1000ug/ml) 0.5ml = 0.5ml 1000 ng

Seguimento

Os dois doentes estdo medicados com cianocoba-
lamina intramuscular, no primeiro caso na dose de 500 ug
15/15 dias desde ha cerca de 8 anos e no segundo caso
com 1mg mensal desde ha 4 anos, atingindo-se niveis
séricos de vitamina B12 e parametros hematoldgicos
normais, sem quaisquer intercorréncias, nomeadamente
reaccdes alérgicas.

DISCUSSAO

O organismo humano ndo sintetiza cobalamina,
sendo necessario uma ingestdo minima de 2.5 ug na
dieta, exclusivamente através de produtos animais.

Em doentes com anemia perniciosa ou com
resseccao gastrica extensa, a absorcao de vitamina B12 é
inadequada e a sua imprescindivel suplementacdo deve
ser efectuada por via parentérica. As preparagdes co-
merciais disponiveis no nosso Pais sdo a cianocobalami-

na, a hidroxicobalamina e a cobamamida, administradas
por via intramuscular.

As reaccdes alérgicas a vitamina B12 sdo raras mas
podem ser graves® e ocorrerem mesmo apés varios anos
de terapéutica*’"’. Nos doentes apresentados, a histéria
clinica e a positividade dos testes cutaneos na leitura
imediata sugerem um mecanismo mediado pela IgE.
Alguns autores demonstraram, também, positividade dos
testes de libertacdo de histamina pelos baséfilos in vitro®.
A maioria das manifestagdes clinicas descritas sdéo do
tipo imediato, nomeadamente cutaneas (prurido,
urticaria e angioedema), respiratOrias (dispneia e bron-
cospasmo), choque anafilactico e morte*™* ***7, Rara-
mente, podem ocorrer reaccdes de hipersensibilidade
tardia traduzidas por dermatite de contacto devido ao
anel de cobalto contido nesta vitamina, mas a dermatite
pode aparecer sem sensibilidade ao cobalto demonstra-
vel, ou seja, com testes epicutdneos (patch tests) nega-
tivos para o cobalto. A dermatite pode também ser de-
sencadeada num contexto ocupacional ou durante te-
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rapéutica prolongada com este farmaco®*,

As reacgOes de hipersensibilidade podem ser provo-
cadas por cianocobalamina®"’, hidroxicobalamina 6811517
ou ambas™. Na literatura, existem descri¢bes de doentes
com anemia perniciosa e boa toler&ncia a cianocobala-
mina que sofreram reaccdo anafilactica quando tratados
com hidroxicobalamina®**, Em dois desses casos, 0S
testes cutaneos eram positivos para a hidroxicobalamina
e negativos para a cianocobalamina, pelo que se optou
por terapéutica com cianocobalamina intramuscular em
doses crescentes (0.1 mg; 0.5 mg; 1 mg) até a dose te-
rapéutica (1 mg) de manutengdo mensal®***. Nos doentes
apresentados no nosso trabalho, obtiveram-se resulta-
dos positivos nos testes cutaneos intradérmicos para as
duas preparagbes intramusculares (1:10 no caso 1 e
1:100 no caso 2), embora com uma reactividade cutanea
inferior para a cianocobalamina nos dois doentes. Alguns
autores referem que a via oral pode ser uma alternativa
para estes doentes***, mas reac¢es alérgicas também
podem ocorrer’, como verificdmos no segundo doente.
Por outro lado, a eficécia terapéutica € significativamente
menor devido a deficiente absor¢do nestas situacdes
clinicas e existe, paralelamente, uma menor adesdo do
doente a terapéutica oral para toda a vida.

Alguns autores conseguiram tratar doentes com
reaccOes imediatas associadas a terapéutica com vitami-
na B12, mediante medicacdo com corticéides (dexa-
metasona) ou anti-histaminicos (terfenadina) antes de
cada administracdo de vitamina B12". Mas esta profilax-
ia, por vezes, ndo é eficaz, como descreve Vidal, em que
a medicacéo prévia com anti-histaminicos ndo preveniu a
ocorréncia de urticaria e angioedema, com envolvimen-
to laringeo, apés administracdo de HC em doente alérgi-
co®. Por outro lado, essas descricBes referem-se a
doentes com clinica compativel com reaccdo alérgica
(urticaria/angioedema e choque anafilactico) imediata-
mente apds terapéutica com vitamina B12, mas com
testes cutaneos em picada e intradérmicos e testes de
libertagdo de histamina para HC e CC negativos. Estes
resultados, provavelmente, reflectem o facto de a anafi-

laxia poder ser consequéncia de impurezas retidas
durante a biossintese das preparacfes de vitamina B12
ou de substancias adicionadas as solu¢des, como sol-
ventes ou conservantes *7*°. Nas prepara¢des intramus-
culares disponiveis em Portugal, o solvente utilizado é
alcool benzil, devendo ser excluida a presenca de sensi-
bilizacdo através dos testes cutaneos. Os dois doentes
descritos ndo apresentavam reactividade cutanea com o
solvente.

Nestes dois casos apresentados procedemos a rea-
lizagdo de um protocolo de dessensibilizagdo com a
cianocobalamina, por parecer a forma menos alergizante
em ambos o0s doentes, traduzida por uma menor reac-
tividade cutanea®. No caso 2 optou-se por um protoco-
lo mais lento, em 5 dias, iniciado por uma dose com
menor concentracdo, em virtude de o doente apresen-
tar positividade nos testes cutdneos para uma diluicdo
maior, 0 que fazia supor uma maior reactividade ao far-
maco. Por outro lado, a periodicidade e a dose de
manutencdo para cada doente foram adaptadas indivi-
dualmente em conformidade com o hematologista; no
primeiro doente uma dose quinzenal de 500 pug e no
segundo 1mg mensal, de modo a manterem niveis séri-
cos normais e constantes de vitamina B12. Deste modo,
foi admistrado no ultimo dia a dose total de manutencao,
embora no primeiro doente se obtivesse uma dose
cumulativa no ultimo dia (900 pg) superior a pretendida
(500 ng), de modo a permitir uma maior seguranga nas
administragdes futuras, dada a maior gravidade da
reaccdo alérgica. O protocolo de dessensibilizagdo de-
correu sem intercorréncias, terminando com sucesso e
permitindo a instuicdo de uma terapéutica indispensavel
para a vida destes doentes.

No entanto, ha a referir o facto de as preparacdes
parentéricas terem alguns inconvenientes, nomeada-
mente a dor associada a sua aplicacdo e a necessidade de
pessoal médico ou de enfermagem para a sua adminis-
tragdo. Por outro lado, a via parentérica por si sO consti-
tui um risco acrescido para a ocorréncia de reaccdes,
inclusive anafilaxia, durante a dessensibilizagdo®. Deste
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modo, varios autores tém vindo a utilizar a vitamina B12,
de forma experimental, por via nasal, com bons resulta-
dos. Slot et al estudaram seis doentes com ressec¢des do
estdbmago e ileo terminal, apresentando niveis de vita-
mina B12 inferiores a 200 ng/l. Uma dose de 1500 pg de
hidroxicobalamina foi aplicada intranasalmente nos dias
0, 14 e 21. Todos os doentes apresentaram um aumento
da concentracgdo de vitamina B12 cerca de 1 hora apos a
aplicacdo nasal, atingindo um aumento de oito vezes em
relagdo aos niveis basais, que se manteve durante 1 se-
mana ap6s a administracao, sem efeitos adversos®.

Recentemente, a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou uma preparagdo de vitamina B12 (cianocoba-
lamina) para aplicacdo intranasal (Nascobal®) semanal-
mente. Estd comercializada nos EUA* mas ainda ndo
disponivel no nosso Pais.

Por outro lado, a forma intranasal de vitamina B12
ndo tem o solvente alcool benzil na sua constituicdo.
Dado nédo existirem preparacdes parentéricas sem este
conservante, esta nova preparagdo permite o tratamen-
to de doentes com deficiéncia de vitamina B12 que estdo
sensibilizados ao alcool benzil?. Assim, a via intranasal
parece ser uma boa alternativa, minimizando a possibili-
dade de reacgdes alérgicas, embora ndo esteja disponivel
na maioria dos paises, incluindo Portugal.

CONCLUSAO

Embora o risco seja diminuto, a administracdo paren-
térica de vitamina B12 pode originar reacgdes alérgicas
graves, e esta possibilidade deve ser conhecida de todos
0s médicos.

Perante uma suspeita de alergia a vitamina B12, de-
verdo ser efectuados testes cutaneos para as trés prepa-
racdes comerciais disponiveis. Em situacdo em que a
administracdo intramuscular é a Unica via eficaz disponi-
vel, deve-se ponderar a realizacdo de um protocolo de
dessensiblizacdo, efectuado sempre em meio hospitalar
sob vigilancia clinica apertada pelo imunoalergologista.

Para a dessensibilizacdo, deve-se escolher a forma de
vitamina B12 menos alergizante, baseada nos testes cuta-
neos, e efectuar um protocolo adaptado as necessidades
de cada doente.

Nos dois casos descritos, o protocolo de dessensibi-
lizacdo decorreu com seguranga e eficacia, permitindo a
instituicdo de uma terapéutica indispenséavel a vida do
doente.

Embora nos EUA se tenha iniciado, recentemente, a
comercializacdo de vitamina B12 por via nasal, na maio-
ria dos paises nao existe esta alternativa, pelo que a pos-
sibilidade de dessensibilizacdo por via intramuscular em
doentes com sensibilizacdo a todas as preparacdes co-
merciais oferece uma alternativa para estes doentes.
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CASO CLINICO / CLINICAL CASE

Alergia a perceves no contexto
da sindrome acaros-crustaceos-
-moluscos-baratas

Barnacle allergy in the context of the mites-crustaceans-
molluscs-cockroaches syndrome
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RESUMO

Introducao: A tropomiosina dos invertebrados é o pan-alergénio que une crustaceos, moluscos, aracnideos,
insectos e parasitas, encontrando-se significativa homologia de sequéncia entre as proteinas dos varios grupos. Os
perceves sdo um tipo de crustaceo particularmente apreciado e consumido no nosso pais; no entanto, a alergia a este
crustdceo é uma situacdo bastante rara da qual sé existe um trabalho publicado na literatura. Caso clinico:
Apresentamos 0 caso de uma crianca do sexo masculino, de 9 anos de idade, com asma brdnquica, rinoconjuntivite
alérgica e eczema atopico, sensibilizada a acaros e baratas. Aos 7 anos, 10 minutos ap6s a primeira ingestdo de perceves,
refere sindrome de alergia oral, angioedema periorbitario e rinoconjuntivite. Aos 8 anos, ocorreram 4 episodios
semelhantes ap6s ingestdo de caracol, camardo, lula e choco (referindo ingestdo prévia destes alimentos sem queixas).
Aos 9 anos, refere episodio de urticaria da face e angioedema periorbitario com inalagdo de vapores de cozedura de
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camardo. Foram realizados testes cutaneos por prick que se revelaram positivos para perceves, camarao, caracol, lula,
choco, polvo e améijoa em natureza, e para gamba, caranguejo e mexilhdo com extractos comerciais. Os doseamen-
tos de IgE especifica sérica revelaram-se positivos para camardo, caracol, lula, polvo e améijoa, bem como para
perceves e tropomiosina recombinante. Foi efectuado SDS-PAGE immunoblotting com extracto de perceves que reve-
lou vérias fraccdes alergénicas com grande variacdo de pesos moleculares (19-88 kDa); foi ainda efectuado estudo de
inibicdo com D. pteronyssinus, que inibiu varias fracces fixadoras de IgE no extracto de perceves. Discussao:
Apresenta-se um caso raro de uma crianca, com quadro de alergia respiratoria associada a sensibilizacdo a acaros e
baratas, com alergia alimentar a crustaceos — incluindo a perceves — e moluscos gastrépodes, bivalves e cefalépodes.
Foram caracterizados os alergénios implicados na alergia a perceves e demonstrada a presenca da tropomiosina como
alergénio implicado, bem como a reactividade cruzada entre estes crustaceos e 0s acaros.

Palavras-chave: alergia alimentar, reactividade cruzada, crustaceos, perceves, moluscos, &caros.

ABSTRACT

Background: Invertebrate tropomyosin is the pan-allergen uniting crustaceans, molluscs, arachnids, insects and parasites,
and there is a significant sequence homology among the proteins of each of these groups of invertebrates. Barnacles are seafood
particularly appreciated and consumed in Portugal, but barnacle allergy is a rare condition of which there is only one reference
in the indexed literature. Clinical Case: We present the case of a 9-year-old male, with asthma, allergic rhinoconjunctivitis and
atopic eczema, sensitised to mites and cockroaches. At 7 years of age, he has an episode of oral allergy syndrome, periorbitary
angioedema and rhinoconjunctivitis, 10 minutes after his first ingestion of barnacles; he had 4 similar subsequent episodes after
the ingestion of snail, shrimp, squid and cuttlefish when he was 8 years old (prior ingestion without any symptoms), and at age
9 years he had an episode of facial urticaria and periorbitary angioedema related to the inhalation of shrimp cooking vapours.
The skin prick tests performed were positive to barnacle, shrimp, snail, squid, cuttlefish, octopus, and clam (prick to prick skin
test) and prawn, crab and mussel (commercial extracts). Specific serum IgE quantification was positive to shrimp, snail, squid,
octopus and clam, as well as to barnacle and recombinant tropomyosin. SDS-PAGE immunoblotting to barnacle revealed seve-
ral allergenic fractions with a wide variation in molecular masses (19-88 kDa); the inhibition-immunoblotting assay with
D. pteronyssinus inhibited several IgE-binding fractions in the barnacle extract. Discussion: We present an unusual case of a
child with respiratory allergy associated to the sensitisation to mites and cockroaches, with food allergy to crustaceans - inclu-
ding barnacles - and molluscs (gastropods, bivalves and cephalopods). The allergens implicated in the allergy to barnacles were
characterized and we also demonstrated the presence of tropomyosin as an important implicated allergen, as well as the cross-
reactivity between these crustaceans and mites.

Key-words: food allergy, cross-reactivity, crustaceans, barnacles, molluscs, mites.
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INTRODUCAO

S crustaceos sdo reconhecidos como uma

causa comum de alergia alimentar, particular-

mente em idade adulta, sendo esta uma si-
tuacdo de frequéncia crescente e um importante proble-
ma de salde (também relacionado com a popularidade e
consumo crescentes deste tipo de mariscos).*? Os
perceves sdo um tipo de crustaceo particularmente apre-
ciado e consumido no nosso pais, bem como em
Espanha, Franca e na América do Sul; no entanto, a aler-
gia a este crustaceo é uma situacdo bastante rara, da qual
s6 existe uma referéncia publicada na literatura indexa-
da® Os alergénios moleculares implicados e possiveis
fendmenos de reactividade cruzada, nomeadamente com
acaros, ndo foram ainda identificados.

A tropomiosina dos invertebrados é o pan-alergénio
que une crustaceos, moluscos, aracnideos, insectos e
parasitas, encontrando-se significativa homologia de
sequéncia entre as proteinas dos varios grupos.*® A
existéncia de fendmenos de reactividade cruzada entre
acaros e crustaceos tem sido documentada por diversos
autores, bem como entre acaros e moluscos gastré-
podes, particularmente caracol, com claras implicacdes
clinicas.®® No que diz respeito as interac¢bes entre
acaros e moluscos bivalves, e particularmente entre
acaros e moluscos cefalépodes, embora haja alguns casos
descritos, ndo estdo tdo bem definidas.

O crescente consumo de marisco e o0 subsequente
risco aumentado de alergia tornam importante a eluci-
dacdo das bases moleculares da alergia ao marisco
através da identificacdo dos alergénios implicados ao
nivel molecular.

Os autores apresentam um caso raro de alergia ali-
mentar IgE-mediada a crustaceos (incluindo perceves) e
a moluscos (incluindo as trés classes: gastropodes, bi-
valves e cefal6podes) numa crianc¢a sensibilizada a 4caros
e baratas.

CASO CLINICO

Crianga do sexo masculino, com 9 anos de idade e de
raca caucasiana, com antecedentes familiares alérgicos
(mde com asma e alergia ao latex; irmdo com asma e
alergia a penicilina), com histéria de asma brdnquica,
rinoconjuntivite alérgica e eczema atépico, sensibilizada a
acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatopha-
goides farinae e Blomia tropicalis) e baratas (Blattella ger-
manica e Periplaneta americana).

Aos 7 anos de idade, 10 minutos ap6s a primeira
ingestdo de perceves, refere quadro de prurido orofarin-
geo, angioedema periorbitdrio e rinoconjuntivite.
Posteriormente, ocorreram 4 episédios de caracteristi-
cas semelhantes apds ingestdo de caracol, camardo, lula
e choco, aos 8 anos de idade, referindo ingestdo prévia
destes alimentos sem queixas. Aos 9 anos de idade re-
fere episodio de urticaria da face e angioedema perior-
bitario na sequéncia da inalacdo de vapores de cozedura
de camardo. Nega queixas relacionadas com a ingestdo
de outros crustaceos ou bivalves; nunca ingeriu polvo.

Encontra-se em eviccdo de crustaceos e moluscos
(gastrépodes, bivalves e cefaldpodes) desde os 8 anos de
idade. Nunca fez imunoterapia especifica para nenhum
dos aeroalergénios a que se encontra sensibilizado.

Na consulta de Imunoalergologia foram efectuados
testes cutdneos por prick que foram positivos para
perceves, camardo, caracol, lula, choco, polvo e améijoa
em natureza; e para gamba, caranguejo e mexilhdo com
extractos comerciais (Quadro 1).

Uma vez que nunca houve referéncia a queixas asso-
ciadas a bivalves (que ingeria previamente sem proble-
mas), tendo-se mantido em evic¢do dos mesmos apos 0s
episddios associados a ingestdo de outros moluscos, foi
proposta prova de provoca¢do com améijoa, que foi
recusada (também com base no facto de se tratar de um
alimento ndo indispensavel na dieta).

Foram preparados extractos de perceves cru e co-
zinhado para a realizacdo dos estudos in vitro: determi-
nacdo de IgE especifica através do método UniCAP®
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System, immunoblotting e estudo de inibicdo com D.
pteronyssinus.

Os doseamentos de IgE especifica sérica revelaram-
se positivos para perceves (extracto de perceves cru e
cozinhado) e tropomiosina recombinante (Quadro 1),
bem como para &caros do pé (D. pteronyssinus, D. fari-
nae), baratas (B. germanica, P. americana), camardo, cara-
col, lula, polvo e améijoa.

Foi efectuado estudo de immunoblotting para perceves
(fase solida) para analisar os componentes alergénicos

implicados na sensibilizacdo a este crustaceo (Fig. 1 e
Quadro 2). Este estudo revelou varias fraccdes alergéni-
cas com grande variacdo de pesos moleculares (19 a 88
kDa), sendo os resultados muito similares comparando o
extracto de perceves cru com o cozinhado. Salienta-se
uma banda de 37 kDa, identificada em ambos os extrac-
tos, que poderéa corresponder a tropomiosina.

Com vista ao estudo de possivel reactividade cruza-
da entre perceves e acaros, foi também efectuado um
estudo de immunoblotting-inibicdo com extracto de

Quadro 1. Resultados dos testes cutaneos (TC) por prick e dos doseamentos de IgE especifica sérica

Alergénios TC por prick IgE especifica sérica
(diametro médio da papula em mm) (kum
D. pteronyssinus 5 >100
D. farinae 35 >100
B. tropicalis 6,5 nd
B. germanica 4 37,3
P. americana 35 11,2
Perceves cru/ 9,5 0,82
Perceves cozinhado 9,5 3,65
(PP/ extracto preparado para sIgE)
Tropomiosina recombinante nd 86,0
Camardo (PP) 7 -
(EC) nd 85,2
Caracol  (PP) 8,5 -
(EC) nd 20,0
Ameéijoa (PP) 7 -
(EC) 15 >100
Lula (PP) 9 -
(EC) nd 6,41
Polvo (PP) 9 -
(EC) nd 38,6
Choco  (PP) 6 -

EC = extracto comercial; PP = teste cutaneo prick to prick; nd = ndo determinado.
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KDa M ] ¥ 3 4 Quadro 2. Pesos moleculares (kDa) das frac¢des antigénicas reconhecidas
nos estudos de immunoblotting e immunoblotting-inibicédo
o7 - Immunoblotting-inibicdo
Immunoblotting para perceves .
5 (com Der pteronyssinus)
66.0- . Perceves crus | Perceves cozinhados Perceves crus
15.0- i
L
87,9
|
74
30.0- L] 53
59 60 60
56
0. 1- 49 50,2
- . 44 45,3
- ;
40,3
19.4- - ' 36,8 37
34,3
325
Figura 1. IgE immunoblotting para perceves e IgE- 30 305 30
immunoblotting-inibicdo usando extracto de 27,6
perceves cru na fase sélida e extracto de D.
! o 25 25,6
pteronyssinus como inibidor.
M: Marcador de peso molecular. Linha 1: 235 24
immunoblotting para perceves (extracto cru); Linha
/ LA L 22 23
2: controlo de immunoblotting-inibigdo - soro pré-in-
cubado com extracto de perceves; Linha 3: 19 20
immunoblotting-inibi¢do - soro pré-incubado com
extracto de D. pteronyssinus; Linha 4: immunoblotting
para D. pteronyssinus (fase sélida).
perceves, no qual o soro do doente foi pré-incubado DISCUSSAO

com extracto de D. pteronyssinus, procedendo-se poste-
riormente ao immunoblotting com extracto de perceves
na fase solida. Foram inibidas varias frac¢des fixadoras de
IgE no extracto de perceves, entre 19 e 74 kDa, incluin-
do a banda de 37 kDa, permanecendo duas bandas, de 30
e 60 kDa, que ndo foram inibidas (Quadro 2 e Fig. 1).

Embora as reacgdes alérgicas IgE-mediadas a crusta-
ceos sejam frequentes, quadros associados de alergia a
moluscos gastropodes, bivalves e cefalépodes sdo situa-
¢Oes pouco comuns, particularmente em idade pediétrica.

No caso particular dos perceves, apesar de muito apre-
ciados em Portugal, bem como noutros paises da Europa
mediterranea, apenas um trabalho os aponta como agentes
implicados em quadros de alergia®, 0 que esta provavel-
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mente relacionado com o seu consumo limitado.

No caso clinico apresentado, foi confirmada a exis-
téncia de alergia IgE-mediada a perceves, quer por testes
in vivo — testes cutdneos positivos para perceves em
natureza, quer por testes in vitro — presenca de IgE
especifica para perceves identificada por UniCAP®) e
immunoblotting.

E de salientar a sensibilizagio a acaros observada
nesta crianga, tal como descrito na maioria dos casos de
alergia a crustaceos reportados na literatura, o que nos
levou a investigar a presenga de fenébmenos de reactivi-
dade cruzada entre perceves e D. pteronyssinus, tendo
demonstrado a presenca de epitopos fixadores de IgE
comuns e confirmando a existéncia de reactividade
cruzada entre estes invertebrados.

Verifichmos tratar-se de um caso em que ha inibicdo
do extracto de perceves pelo extracto de D. pteronyssi-
nus, salientando-se a inibicdo de uma banda de 37 kDa,
que podera corresponder a tropomiosina. Confirmou-se
ainda a existéncia de IgE especifica para tropomiosina
recombinante (86 kU/I).

A alergia a crustaceos tem sido estudada exaustiva-
mente e existem inimeros trabalhos apontando a
tropomiosina como o alergénio major envolvido na reac-
tividade a varias espécies desta classe. Esta molécula,
com um peso molecular de 36-37 kDa, pertence a uma
familia de proteinas com estrutura altamente conservada
e com mdltiplas isoformas, encontrada em células mus-
culares e ndo musculares, sendo ubiquitaria no reino ani-
mal. Devido ao seu alto grau de conservacéo e significa-
tiva homologia de sequéncia entre os invertebrados, a
tropomiosina € apontada como o pan-alergénio homalo-
go implicado nas reac¢des de reactividade cruzada IgE-
mediada clinicamente importantes entre varias espécies
de invertebrados, desde os crustaceos (camardo, lagosta,
caranguejo) a moluscos (caracol, lula, améijoa), arac-
nideos (&caros), insectos (baratas) e mesmo neméato-
dos.**

Recentemente, um novo alergénio de 39,9 kDa, do
camardo Penaeus monodon (Pen m 2), foi identificado uti-

lizando soros de doentes com alergia a este crustaceo.
Esta proteina revelou grande semelhanca com a arginina-
quinase dos crustéaceos e foi identificada como um novo
alergénio implicado na reactividade cruzada entre esta
classe de invertebrados.** No doente apresentado, ndo se
observou nenhuma banda no estudo de immunoblotting
com extracto de perceves com peso molecular similar.

Nos estudos in vitro efectuados neste caso, verificou-
-se a presenca de duas bandas proteicas de 30 e 60 kDa
no estudo de immunoblotting com extracto de perceves,
que ndo foram inibidas pelo extracto de D. pteronyssinus,
e que poderdo corresponder a alergénios especificos de
perceves. Uma proteina de peso molecular rondando os
60 kDa foi também identificada no estudo de Moreno
Escobosa et al.?

Embora uma ligacdo entre imunoterapia especifica
para acaros e 0 aparecimento de alergia alimentar a
crustdceos e moluscos tenha sido reportada,? é de
salientar que a crianga em causa nunca foi submetida a
esta terapéutica.

Analisando o caso apresentado, parece-nos plausivel
assumir que fendmenos de reactividade cruzada com
acaros estejam implicados no que diz respeito a alergia a
perceves, dado que 0s sintomas ocorreram aquando da
primeira ingestdo e foi confirmada a inbigdo in vitro de
mdltiplas fracgdes alergénicas pelo extracto de D. pte-
ronyssinus.

No que se refere a alergia a moluscos, € licito colocar
a mesma hipGtese, embora possamos também estar em
presenca de co-sensibilizacdo. Mais estudos, utilizando uma
maior variedade de extractos de crustaceos e moluscos,
serdo necessarios para esclarecer esta situagao.

Contacto:

Susana Marinho

Servigo de Imunoalergologia

Hospital de Dona Estefania

Rua Jacinta Marto

1169-045 Lisboa

E-mail: hde.imunoalergo@mail.telepac.pt

REVISTA PORTUGUESA DE

IMUNOALERGOLOGIA



ALERGIA A PERCEVES NO CONTEXTO DA SINDROME
ACAROS-CRUSTACEOS-MOLUSCOS-BARATAS / CASO CLINICO

BIBLIOGRAFIA

Musmand J, Daul CB, Lehrer SB. Crustacea allergy. Clin Exp
Allergy 1993; 23:722-32.

Sicherer SH, Munoz-Furlong A, Sampson HA. Prevalence of
seafood allergy in the United States determined by a random tele-
phone survey. ] Allergy Clin Immunol 2004; 114:159-65.

Moreno Escobosa MC, Alonso LE, Sanchez AA, et al. Barnacle
hypersensitivity. Allergol Immunopathol (Madr) 2002; 30:100-3.
Reese G, Ayuso R, Carle T, Lehrer SB. IgE-binding epitopes of
shrimp tropomyosin, the major allergen Pen a 1. Int Arch Allergy
Immunol 1999; 118:300-1.

Reese G, Ayuso R, Lehrer SB. Tropomyosin: an invertebrate pan-
allergen. Int Arch Allergy Immunol 1999; 119:247-58.

Ayuso R, Reese G, Leong-Kee S, Plante M, Lehrer SB. Molecular
basis of arthropod cross-reactivity: IgE-binding cross-reactive epi-
topes of shrimp, house dust mite and cockroach tropomyosins. Int
Arch Allergy Immunol 2002; 129:38-48.

10.

11

12.

Fernandes J, Reshef A, Patton L, Ayuso R, Reese G, Lehrer SB.
Immunoglobulin E antibody reactivity to the major shrimp aller-
gen, tropomyosin, in unexposed Orthodox Jews. Clin Exp Allergy
2003; 33:956-61.

Lehrer SB, Ayuso R, Reese G. Seafood allergy and allergens: a
review. Mar Biotechnol (NY) 2003; 5:339-48.

Ferreira F Hawranek T, Gruber P, Wopfner N, Mari A. Allergic
cross-reactivity: from gene to the clinic. Allergy 2004; 59:243-67.
van Ree R, Antonicelli L, Akkerdaas JH, et al. Asthma after con-
sumption of snails in house-dust-mite-allergic patients: a case of
IgE cross-reactivity. Allergy 1996; 51:387-93.

Yu CJ, Lin YF, Chiang BL, Chow LP. Proteomics and immunologi-
cal analysis of a novel shrimp allergen, Pen m 2. J Immunol 2003;
170:445-53.

van Ree R, Antonicelli L, Akkerdaas JH, Garritani MS, Aalberse
RC, Bonifazi F Possible induction of food allergy during mite
immunotherapy. Allergy 1996; 51:108-13.

REVISTA PORTUGUESA DE

IMUNOALERGOLOGIA

193



	207-editorial-2005-vol-xiii-n2.pdf
	208-hipersensibilidade-ao-trigo-formas-de-apresentacao-e-proteinas-alergenicas.pdf
	209-citocinas-t1-e-t2-na-doenca-atopica-avaliacao-do-contributo-relativo-de-diferentes-subpopulacoes-celulares-t-perifericas.pdf
	210-aplicacao-do-teste-de-activacao-dos-basofilos-no-estudo-de-reaccoes-de-hipersensibilidade-a-alimentos-e-farmacos.pdf
	211-utilizacao-de-sulfassalazina-no-tratamento-de-doentes-com-urticaria-cronica-idiopatica-experiencia-de-um-servico-de-imunoalergologia.pdf
	212-asma-factor-de-risco-para-hipersensibilidade-aos-anti-inflamatorios-nao-esteroides.pdf
	213-hipersensibilidade-a-vitamina-b12-a-possibilidade-de-dessensibilizacao.pdf
	214-alergia-a-perceves-no-contexto-da-sindrome-acaros-crustaceos-moluscos-baratas.pdf

