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RESUMO

Introducdo: Embora a imunoterapia especifica com veneno de himenopteros (VIT) seja a Unica terapéutica capaz
de induzir tolerancia a estes alergénios, os seus mecanismos subjacentes ainda estio por clarificar. Foi ja proposto que
as células T reguladoras possam estar envolvidas nesta indugao de tolerancia, desempenhando um papel importante nas
doengas alérgicas. Objectivo: Avaliar longitudinalmente os efeitos daVIT sobre evolugao de IgE e IgG, especificas, trip-
tase, activagao de basofilos, incluindo as células T reguladoras circulantes, e correlagao destes parametros com os dados
clinicos. Métodos: Foram estudados (antes do inicio daVIT, 6 meses e |2 meses apos o mesmo) |2 doentes com reac-
¢oes graves (grau lll-1V) apos picada de himendpteros. Foram realizados doseamentos séricos dos niveis de triptase, IgE
e lgG, especifica. Foram isoladas e analisadas por citometria de fluxo células mononucleadas do sangue periférico mar-
cadas a superficie com um painel de anticorpos de diferenciagao celular T, e, intracelularmente, para Foxp3. Foi ainda

realizada quantificagio do mRNA do Foxp3 por PCR em tempo real, teste de activagdo de basofilos e avaliagdo da res-

posta proliferativa ao veneno de himenopteros. Foi analisada a correlagao destes parametros com os dados clinicos.
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Foram incluidos como controlos | | individuos sem historia de alergia ao veneno de himenépteros. Resultados: Verificou-
-se um aumento dos niveis de IgG, especifica e redugio dos niveis de IgE especifica e de activagao de basofilos. AVIT
induziu um aumento progressivo e significativo na proporgao e no nimero absoluto de células T reguladoras definidas
como CD25%% e/ou células T CD4* Foxp3* e dos niveis de mRNA do Foxp3,nio se devendo estes aumentos a alteragdes
na expressao de marcadores de activagiao ou a desequilibrios nos compartimentos celulares naive/meméria. De salientar
ainda que o aumento das células T reguladoras circulantes se correlacionou, de forma significativa, com as alteragoes na
expressao de CD63 e na razao IgG,/IgE especifica. Conclusbes: Os resultados deste estudo suportam um papel das

células T reguladoras circulantes na indugao de tolerancia associada a VIT.

Palavras-chave: Alergia ao veneno de himendpteros, células T reguladoras, Foxp3, imunoterapia.

ABSTRACT

Background: Although venom-immunotherapy (VIT) is the only treatment that induces long-lasting immune tolerance to
hymenoptera venom antigens, the underlying mechanisms remain unclear. Regulatory T cells (Treg) are thought to be involved in
this tolerance induction, playing an important role in allergic diseases. Aim: To evaluate longitudinally the effects of VIT on spe-
cific IgE and IgG,, tryptase, CD63 basophilic expression and circulating regulatory T cells. Methods: Twelve hymenoptera venom-
allergic patients with severe reactions (grades llI-IV) were studied before, 6 and | 2 months after startingVIT. We performed basophil
activation tests, Foxp3 mRNA quantification by real-time PCR, tryptase, specific IgG, and IgE measurements and proliferative res-
ponses against venom extracts. Additionally, freshly isolated peripheral blood mononuclear cells were analysed by flow-cytometry
using a surface staining panel of T cell differentiation markers and intracellular Foxp3. Eleven subjects with no history of insect
venom allergy were studied as controls. Results: Increase in specific IgG, levels and decrease in specific IgE levels and CD63
basophilic expression during VIT were documented. Additionally,VIT induced a significant progressive increase in both the propor-
tion and absolute numbers of regulatory T cells defined as CD25b®" and/or Foxp3* CD4* T cells and in Foxp3 mRNA levels.These
increases were not related to changes in the expression of activation markers or imbalances in the naive/memory cell compart-
ments. Furthermore, the increase in circulating regulatory T cell counts was significantly correlated with the CD63 expression and
venom-specific IgG,/IgE ratio shift. Conclusion: These results support a role for circulating regulatory T cells in tolerance induction
associated with VIT.

Key-words: Hymenoptera venom allergy, regulatory T cells, Foxp3, immunotherapy.
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INTRODUCAO

primeira descricao de uma reacgao alérgica fatal

provocada pela picada de uma vespa esta regis-

tada numa placa de ébano descoberta no timulo
do faradé Menés do Egipto no ano 2641 aC., havendo tam-
bém referéncia a uma picada fatal de vespa no Talmud da
Babilénia, no século 11 aC.".

Embora nao existam dados epidemiologicos referentes
a0 nosso pais, a prevaléncia de individuos alérgicos ao vene-
no de himenopteros documentada nos estudos internacionais
foi de cerca de 20%, sendo na populagio adulta a prevaléncia
de reacgdes locais exuberantes de cerca de 2 a 26% e de
reacgoes generalizadas graves aproximadamente de 0,3 a
7,5% A incidéncia de casos fatais varia de 0,03 a 0,5 por
milhdo de habitantes por ano’, o que, extrapolado para o
nosso pais, corresponde a 5 casos fatais por ano. No entanto,
estes numeros estdo provavelmente subestimados, tendo ja
sido reportada a presenca de IgE especifica para o veneno de
himenopteros em 23% das amostras de sangue post-mortem
colhidas de individuos que faleceram subita e inexplicavel-
mente ao ar livre entre os meses de Maio e Novembro*.

A primeira referéncia médica ao uso de veneno de insec-
to para diagnéstico e tratamento é de Braun em 1925° e é em
1930 que Benson e Semenov® ensaiam pela primeira vez a
imunoterapia especifica com extracto de corpo total de abe-
Iha num apicultor. Vinte anos depois, Mary Loveless’ descreve
a eficacia da utilizagdo de extractos de veneno de vespa no
diagnostico e terapéutica mas, lamentavelmente, os seus estu-
dos nao foram valorizados pelos seus pares e a imunoterapia
com extractos de corpo total foi utilizada durante varias dé-
cadas®. Apenas no final da década de 70 estudos controlados
demonstraram claramente a superioridade da imunoterapia
com extractos de veneno,em relagao aos extractos de corpo
total’. Desde entio foram ja publicados inumeros estudos de-
monstrando a eficacia da imunoterapia com veneno de hime-
nopteros traduzida,quer por reducao do nimero de reacgoes
sistémicas apos prova de provocagao com picada de himendp-

tero (sting challenge), quer por aumento significativo na quali-

INTRODUCTION

he first ever description of a fatal allergic re-

action to a wasp sting is that on an ebony tab-

let found in the tomb of Menes, pharaoh of
Egypt, in 2641 BC. There is also reference to a fatal
wasp sting in the Babylonian Talmud in the second cen-
tury BC'.

There are no epidemiological data for Portugal, but
there is an internationally documented prevalence of
hymenoptera venom-allergic patients of approximate-
ly 20%. Adults have an approximate 2 —26% prevalence
of exuberant local reactions and an approximate 0.3-
-7.5% prevalence of generalised severe reactions®. The
incidence of fatalities varies from 0.03-0.5 per million
people per year?, which extrapolated for Portugal cor-
responds to five fatalities per year.These numbers are
most likely underestimated, however; hymenoptera
venom specific IgE was present in 23% of post-mortem
blood samples taken from individuals who died sud-
denly and inexplicably in the open air, between the
months of May and November*.

The first physician to use insect venom in diagnosis
and treatment was Braun,in 1925° and,in 1930, Benson
and Semenov® first used specific immunotherapy, with
whole-body extract of bee, in a bee keeper. Twenty
years later, Mary Loveless’ described the efficacy of
the use of wasp venom extract in diagnosis and treat-
ment but, regretfully, her work was disregarded by her
peers and immunotherapy with whole-body extract
was in use for several decades®. It wasn’t until the end
of the 1970s that controlled studies clearly demons-
trated the superiority of immunotherapy with venom
extract over immunotherapy with whole-body ex-
tracts’. Several studies showing the efficacy of immu-
notherapy with hymenoptera venom, both in terms of
the lesser number of systemic reactions after the hy-
menoptera sting challenge, and the significant increase

in quality of life, measured by standardised question-
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dade de vida quantificada por questionarios estandardizados'®.
Na realidade, a imunoterapia especifica com veneno de hime-
nopteros (VIT) é considerada a Unica abordagem terapéutica
pela qual se pode atingir tolerancia a longo prazo, sendo, des-
ta forma, uma das imunoterapias especificas mais eficazes''.

Os mecanismos imunopatolégicos responsaveis pela
indugao de tolerancia neste tipo de imunoterapia nao es-
tdo cabalmente explanados. No entanto, foram ja repor-
tadas multiplas alteragoes imunolégicas durante este pro-
cesso, designadamente: aumento dos niveis de IgG
especificas, particularmente da classe IgG,, os quais se pen-
sa poderem funcionar como anticorpos bloqueantes'?;
reducdo no numero e estado de activagao dos basofilos e
mastocitos'?; alteragio da actividade das células T especi-
ficas de tipo Th2 para Thl, seja por delecao, anergia ou
inibicdo da sua funcao'?'%; aumento dos niveis de IL-10,
citocina reguladora das respostas inflamatorias e inibidora
da proliferagao, no sobrenadante de culturas de linfocitos
estimuladas com extractos de veneno de himendpteros'?;
expansdo de células T CD4* produtoras de IL-10'5.

Por outro lado, células T CD4" circulantes expressando
niveis elevados de CD25, a cadeia alfa do receptor da IL-2, e
o factor de transcrigao forkhead winged-helix transcription fac-
tor — Foxp3 foram ja claramente identificadas como uma
populacio de célulasT reguladoras potente e bem definida'é'8.
Estas células,que totalizam 5 a 10% das células T CD4",foram
descritas inicialmente como originarias do timo'?, mas des-
criges recentes sugerem que podem também ser produzidas
na periferia, durante as respostas imunitarias?®. Os mecanis-
mos de acgao desta populagio nao estio completamente
caracterizados, mas pensa-se que assentam em processos
dependentes de contacto celular e ndo através de factores
soluveis'” '8 tendo ja sido demonstrado que o Foxp3 ¢ es-
sencial para o seu desenvolvimento e fungio'®?2'.

O objectivo deste estudo consistiu em avaliar longitu-
dinalmente a evolugao de IgE e IgG, especificas, triptase e
activagao de basofilos durante a imunoterapia especifica
com veneno de himenopteros, incluindo a possibilidade de

esta terapéutica influenciar o nimero de células T regula-

naires'?, have been published since then. In reality, hy-
menoptera venom-immunotherapy (VIT) is considered
the only treatment modality that induces long-lasting
immune tolerance to hymenoptera venom antigens,
making it one of the most efficacious specific immu-
notherapies''.

The immunopathological mechanisms responsible for
inducing tolerance in this type of inmunotherapy remain
unclear. However, multiple immunological changes have
been reported during this process, namely increasing le-
vels of specific IgG, particularly of the IgG, class, which
are believed to function as blocking antibodies'?; decre-
ased number and activation state of basophil and mast
cells'®; a Th2-to-Th| T cell shift, whether caused by de-
pletion, anergy or inhibition of their function'2'*, increa-
sed levels of IL-10, the regulatory cytokine of inflamma-
tory responses and proliferation inhibitor, in the
supernatant of lymphocyte cultures stimulated with hy-
menoptera venom extracts'4; and expansion of CD4* T
cells, producers of IL-10'.

On the other hand, circulating CD4*T cells expressing
high levels of CD25, the alpha chain of the IL-2 receptor,
and the forkhead winged-helix transcription factor (Foxp3)
have already been clearly identified as a population of po-
tent and well defined regulatory T cells'®'8. These cells,
which total 5 — 10% of CD4" T cells, were initially descri-
bed as having their origin in the thymus'?, but recent studies
suggest that they could be produced in the periphery du-
ring immune responses?’. The action mechanisms of this
population are not fully characterised but it is believed that
they arise from processes dependent on cellular contact
and not from soluble factors'”'. It has already been de-
monstrated that Foxp3 is essential for its development and
function'é?.

This study aimed to evaluate longitudinally the evolu-
tion of specific IgE and IgG,, tryptase and basophilic acti-
vation during specific VIT including the possibility of this
therapy influencing the number of circulating regulatory T

cells, defined as CD4" T cells expressing high levels of
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doras circulantes, definidas como células T CD4* expres-
sando niveis elevados de CD25 e/ou Foxp3, e correlagao
destes parametros com os dados clinicos.

Os resultados nucleares deste trabalho previamente
apresentados?? demonstraram pela primeira vez uma ex-
pansao desta populagio celular durante a imunoterapia com
veneno de himenopteros. Nesta publicacao, estes resulta-
dos sdo apresentados com mais detalhe, sendo incluidos os
aspectos clinicos e estendidas as correlagoes a evolugao

das IgE e IgG, especificas, triptase e activagao de basfilos.

METODOS

Populacido
No Quadro | estdo descritas as principais caracteristi-

cas clinicas, demograficas e laboratoriais da populagao es-

CD25 and/or Foxp3,and correlate these parameters with
the clinical data.

The nuclear results of this study already presented?
demonstrated for the first time an expansion of this
cellular population during hymenoptera venom-
-immunotherapy. The results are given here in greater
detail, and include the clinical aspects and extended
correlations with specific IgE and IgG,, tryptase, and

basophilic activation.

METHODS

Population
Table | gives the main clinical, demographic and
laboratory data of the study population. It was com-

posed of |2 patients (nine male, three female; age 49

Quadro |. Dados clinicos, demograficos e laboratoriais dos doentes incluidos

Table |. Patients’ clinical, demographic and laboratory data

Idade | Triptase | IgE especifica | IgG, especifica Gravidade da reaccdo Reacd;::;:ts:eamlca
Doente/ | Sexol | (anos)/ | (ug/l)/ (CORD (ug/ml)/ Veneno/ | (classificacdo de Miiller)/ . .
5 5 5 . o imunoterapia
Patient |Gender| Age | Tryptase | Specific IgE Specific IgG Venom Severity of reaction , A ,
(vears) | (ugll) (kU /l) T (Miiller classification) | >YStemic reaction during
Y He 2 g immunotherapy
| 37 2,72 9,28 350 Vespa/Wasp Grau 4/Grade 4 Nao/No
2 57 6,68 16,90 3594 Abelha/Bee Grau 4/Grade 4 Sim/Yes
3 F 54 3,93 1,39 1406 Vespa/Wasp Grau 4/Grade 4 Nao/No
4 M 58 543 8,54 439 Abelha/Bee Grau 4/Grade 4 Nao/No
5 M 52 3,48 3,58 I55 Abelha/Bee Grau 3/Grade 3 Sim/Yes
6 M 56 3,21 11,60 5749 Abelha/Bee Grau 4/Grade 4 Néo/No
7 M 34 9,19 2,83 1131 Abelha/Bee Grau 4/Grade 4 Sim/Yes
8 M 44 2,01 4,69 9145 Abelha/Bee Grau 4/Grade 4 Nao/No
9 M 52 5,30 27,20 7427 Vespa/Wasp Grau 4/Grade 4 Nao/No
10 M 51 4,09 0,59 12122 Abelha/Bee Grau 3/Grade 3 Nao/No
11 F 65 11,90 8,03 2288 Abelha/Bee Grau 3/Grade 3 Nao/No
12 F 29 5,83 9,42 870 Abelha/Bee Grau 3/Grade 3 Nao/No
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tudada. Foram incluidos 12 doentes (9 homens, 3 mulheres;
idade 49 + |1 anos) com historia de reacgao sistémica
grave a picada de himendpteros (grau lll ou IV da classifica-
¢do de Miiller)® com indicagdo para realizagdo de imuno-
terapia especifica com veneno de himenopteros segundo
os critérios da Academia Europeia de Alergologia e Imuno-
logia Clinica (EAACI)'°. Este grupo incluia 9 doentes com
alergia ao veneno de abelha e 3 ao veneno de vespa, tendo
sido a sensibilizacao confirmada por testes cutaneos (prick
e intradémicos) e detecgao de IgE especificas no soro,
realizados segundo os critérios da EAACI2. Foram colhidas
amostras sanguineas antes do inicio da imunoterapia (T),
apos 6 meses (T,) e apos 12 meses (T ,). A imunoterapia
foi efectuada com extracto estandardizado de veneno de
himenopteros (Stallergenes, Antony, Franca), segundo o
protocolo ultra-rush descrito por Birnbaum e colaborado-
res?. Foram ainda estudados || controlos (idade 51 £ 12
anos) sem historia de alergia ao veneno de himenopteros.
Todos os doentes deram consentimento informado a este
estudo e o mesmo foi aprovado pela Comissio de Etica da

Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa.

Doseamento de triptase, IgE especifica
e IgG, especifica

As concentragdes seéricas de triptase, IgE e IgG, espe-
cificas foram determinadas por UniCAP (Phadia, Uppsala,

Suécia), segundo as instrucoes do fabricante.

Teste de activacdao de basofilos

Foram utilizados 2 ml de sangue total em tubo hepa-
rinizado. As células foram incubadas com o factor de es-
timulagdo (IL-3) durante 10 minutos a 37°C e posterior-
mente com o controlo negativo (solugao tampao),
controlo positivo (fMLP) e com o extracto estandardizado
de veneno de himenopteros (Stallergénes, Antony, Franca)
nas concentragdes de 5, | e 0,2 mg/ml (20 minutos a 37°C).
Foi depois efectuada dupla marcagao das células com os
anticorpos monoclonais (anti-IgE/CD63) marcados com

flurocromos para possibilitar a leitura por citometria de

* | | years old) with a history of severe systemic reac-
tion to hymenoptera stings (grades Ill or IV of the
Miiller classification)?® who were eligible for specific
hymenoptera venom-immunotherapy according to the
criteria of the European Academy of Allergology and
Clinical Immunology (EAACI)'. This group included
nine patients allergic to bee venom and three allergic
to wasp venom, with sensitivity confirmed via skin
tests (prick and intradermal) and detected by specific
serum IgE, performed according to EAACI criteria®.
Blood samples were taken pre-immunotherapy (T ),
after six months (T,) and after 12 months (T ,). Im-
munotherapy was performed using standardised ex-
tract of hymenoptera venom (Stallergéenes, Antony,
France), following the ultra-rush protocol described
by Birnbaum et al**. Eleven controls were also studied
(age 51 = 12 years old) who had no history of hy-
menoptera venom allergy. All patients gave their in-
formed written consent to the study and it was ap-
proved by the Ethics Committee of the Faculty of

Medicine at Lisbon University.

Tryptase and specific IgE and IgG, dosage

The serum concentrations of tryptase and specific
IgE and IgG, were determined using UniCAP (Phadia,
Uppsala, Sweden), according to the manufacturer’s ins-

tructions.

Basophil activation test

We used 2 ml of whole blood in heparinised tubes.
The cells were incubated with the stimulating factor
IL-3,for 10 minutes, at 37°C and, subsequently, with the
negative control (buffer solution), positive control
(fMLP) and with the standardised extract of hymenop-
tera venom (Stallergéenes, Antony, France) in 5, | and
0.2 mg/ml concentrations (20 minutes at 37°C).Double
cell marking with the monoclonal antibodies anti-IgE/
CDé63 stained with flurochromes was then performed

to allow flow-cytometry reading (BD-Biosciences, San
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fluxo (BD-Biosciences, Sao José, EUA). Os eritrocitos fo-
ram eliminados por adi¢ao de solugao de lise, sendo pos-
teriormente efectuada a lavagem celular e a adigao de
200pl de solugdo tampao. A aquisigao foi realizada num
citometro FACSCalibur (BD-Biosciences, Sao José, EUA)
nas duas horas apés a preparagiao da amostra. Os resulta-
dos foram considerados positivos quando se verificou uma
percentagem de activacao superior a 10% com indice de

estimulagao igual ou superior a dois.

Anailise de citometria de fluxo

Foram isoladas e marcadas células mononucleadas do
sangue periférico (PBMC) frescas, conforme metodologia
descrita previamente®. Sucintamente, células suspensas em
PBS contendo 1% de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA) e 0, % de azida de sodio (Sigma-Aldrich)
foram marcadas com anticorpos monoclonais, durante 20
minutos, em camara escura e a temperatura ambiente.
Foram usados os seguintes anticorpos monoclonais: anti-
-CD25, anti-CD3, anti-CD38, anti-CD4, anti-CD45RA,
anti-CD45R0, anti-CD62L, anti-CDS8, anti-CCR7 e anti-
-HLA-DR (BD-Biosciences, Sao José, EUA).

A marcacao intracelular do Foxp3 (Clone PCHIO0I,
eBiosciences, San Diego, CA, EUA) foi efectuada segundo
as indicagoes do fabricante. Foram incluidos os respectivos
controlos isotipicos. Foi utilizado um citometro FACSCa-
libur (BD-Biosciences, Sao José, EUA) e a analise foi efec-

tuada com FlowJo software (Tree Star, Ashland, EUA).

Quantificagdo do mRNA do Foxp3

O RNA foi extraido de 10 PBMC usando um extracto
de acidos nucleicos AbiPrism 6100 (Applied Biosystems,
Foster City, EUA) e quantificado utilizando um espectrofo-
tometro NanoDrop ND-10 (nanoDrop Technologies, Wil-
mington, EUA). A transcripgao reversa de 400ng de RNA
total foi efectuada utilizando um kit de transcriptase rever-
sa Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Foram quan-
tificadas amostras em duplicado, por PCR em tempo real,
em [150ng de cDNA e 50ul de mistura de PCR contendo

Jose, USA).The erythrocytes were eliminated by adding
lysis solution, with a cellular lavage performed and
200yl of buffer solution added after.The acquisition was
performed in a FACSCalibur flow cytometer (BD-
-Biosciences, San Jose, USA) in the two hours following
preparation of the sample.The results were considered
positive when a percentage of activation higher than
10% was seen with a stimulation index equal to or

higher than two.

Flow-cytometry analysis

Fresh peripheral blood mononucleated cells (PBMC)
were isolated and stained according to the methodology
previously described®. Succinctly, cells suspended in PBS
containing 1% of bovine serum albumin (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) and 0.1% sodium azide (Sigma-Aldrich)
were stained with monoclonal antibodies for 20 minutes
in the dark and at room temperature.Ve used anti-CD?25,
anti-CD3, anti-CD38, anti-CD4, anti-CD45RA, anti-
-CDA45RO0, anti-CD62L, anti-CD8, anti-CCR7 and anti-
-HLA-DR monoclonal antibodies (BD-Biosciences, San
Jose, USA).

Foxp3 intracellular staining (Clone PCH101 and Bio-
sciences, San Diego, CA, USA) was performed according
to the manufacturer’s instructions.The respective isotipy-
cal controls were included. A FACSCalibur flow cytom-
eter (BD-Biosciences, San Jose, USA) was used and the
analysis carried out using Flow]o software (Tree Star,
Ashland, USA).

Foxp3 mRNA quantification

RNA was extracted from 10¢® PBMC using an Abi
Prism 6100 nucleic acid extract (Applied Biosystems,
Foster City, USA) and quantified using a NanoDrop ND-
-10 spectrophotometer (nanoDrop Technologies, Wil-
mington, USA). The reverse transcription of 400ng of
total RNA was performed using a Superscript Il reverse
transcriptase kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Duplicate
samples were quantified by real-time PCR in 150 ng of
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25yl de platinum. Um plasmideo contendo a sequéncia do
Foxp3 foi sucessivamente diluido e usado para gerar a cur-
va standard. Foi utilizado GAPDH como controlo interno,
sendo os resultados normalizados para os controlos inter-

nos do GAPDH e expressos em unidades arbitrarias.

Respostas proliferativas de células mononucleadas
do sangue periférico aos alergénios do veneno
de himenéptero

PBMC (Ix10%alvéolo) foram estimuladas em quadri-
plicado com extracto de veneno de abelha (0,01-2 pg/ml),
durante 6 dias. Nas ultimas |8 horas de cultura, foi adicio-
nada | pCi/alvéolo de timidina tritiada (*H-TdR) (Amer-
sham Pharmacia Biotech, RU). A resposta proliferativa foi
avaliada através da incorporagdo de (*H-TdR) num conta-
dor gasoso de cintilagao beta (Packard, Meriden, Connec-
ticut, EUA) e os resultados expressos em cpm. O indice
de estimulagao (SI) foi calculado dividindo o valor médio
de cpm da cultura estimulada pelo valor médio da cultura
sem estimulo. Como controlos adicionais usaram-se esti-
mulos mitogénicos [anticorpo monoclonal anti-CD3 imo-
bilizado (clone HIT3a, BD Biosciences) e PHA] e antigé-
nicos (PPD e Candida albicans).

Analise estatistica

Para a anilise estatistica foi utilizado o software Gra-
phPad Prism versio 4.00 (Graphpad Software Inc., San
Diego, EUA). Os dados foram testados para existéncia de
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk com p>0,05
em todas as variaveis numéricas). Na comparagao entre
dois grupos foi usado o teste t de Student emparelhado
ou nao emparelhado, conforme a situagao. Para avaliar a
presenca de diferencgas estatisticamente significativas en-
tre trés grupos foi utilizado o teste ANOVA de observa-
¢oes repetidas complementado pelo método de Bonfer-
roni. A analise de correlagao de Pearson foi utilizada para
determinar a significancia da correlagio entre duas varia-
veis. Foram considerados como significativos valores de
p<0,05.

cDNA and 50pl of PCR mixture containing 25ul of plati-
num.A plasmide containing the Foxp3 sequence was suc-
cessively diluted and used to run the standard curve.
GAPDH was used as an internal control and the results
were normalised for the internal GAPDH controls and

expressed in arbitrary units.

Proliferative responses of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) to hymenoptera
venom allergens

PBMC (Ix0%/alveolo) were stimulated in quadrupli-
cate with extract of bee venom (0.01-2 pg/ml) for six days.
One pCilalveolus of tritiated thymidine *H-TdR) (Amer-
sham Pharmacia Biotech, UK) was added in the last 18
hours of culture.The proliferative response was measured
by incorporating *H-TdR in a gaseous scintillation beta-
-counter (Packard, Meriden, Connecticut, USA) and the
results were expressed in cpm.The stimulation index (SI)
was calculated by dividing the mean cpm value of the
stimulated culture by the mean value of the unstimulated
culture. Mythogenic stimuli [immobilised anti-CD3 mono-
clonal antibody (clone HIT3a, BD Biosciences) and PHA]
and antigens (PPD and Candida albicans) were used as ad-
ditional controls.

Statistical analysis

We used the GraphPad Prism version 4.00 (Graph-
pad Software Inc., San Diego, USA) for the statistical
analysis. The data were tested for normal distribution
using the Shapiro-Wilk test with p > 0.05 in all nu-
merical variables. The paired or unpaired — depending
on the situation — Student’s t test was used to compare
the two groups.We used the ANOVA repeated observa-
tions test complemented by the Bonferroni method to
measure any statistically significant differences between
the three groups.The Pearson correlation analysis was
used to determine the significance of the correlation
between two variables, with p < 0.05 values taken as

significant.
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RESULTADOS

Na populagao estudada, ao longo dos |2 meses de
imunoterapia com veneno de himenopteros, foi observado
um aumento significativo da IgG, especifica (Figura la) e
uma diminuigao, também significativa, dos niveis de IgE es-
pecifica (Figura 1b) e da expressao de CD63 em basofilos
(Figura Ic).

Relativamente a correlagao clinico-laboratorial das
variaveis estudadas, ndo se documentou associagao entre
os niveis de expressao de CD63 em basofilos e a gravida-
de da reacgdo a picada de himendptero (56,9 * 28,6% para
os doentes com reacgao grau lll e 55,4 + 35,3% para os
doentes com reacgao grau IV, respectivamente; nao esta-
tisticamente significativo) ou a existéncia de reacgoes sis-
témicas durante a imunoterapia (58,7 * 30,2% para os
doentes sem reacgao sistémica durante a imunoterapia e
46,2 + 33,9% para os doentes com reacgao sistémica du-
rante a imunoterapia, respectivamente; nao estatisticamen-

te significativo).

RESULTS

A significant increase in specific IgG, was seen (Figu-
re la) as well as an equally significant decrease in the
levels of specific IgE (Figure Ib) and in the basophilic
expression of CD63 (Figure Ic) in the study population,
over the course of 12 months of hymenoptera venom-
-immunotherapy.

In terms of the clinical-laboratory correlation of the
variables under study, no association was detected be-
tween the levels of basophilic CD63 expression and the
severity of the reaction to the hymenoptera sting (56.9
* 28.6% for patients with grade Il reaction and 55.4
35.3% for patients with grade IV reaction, respectively;
not statistically significant), or the existence of systemic
reactions during immunotherapy (58.7 * 30.2% for pa-
tients with no systemic reaction during immunotherapy
and 46.2 + 33.9% for those with systemic reaction du-
ring immunotherapy, respectively; not statistically sig-

nificant).
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a. Niveis de IgG, especifica para veneno (n=12). b. Niveis de IgE especifica para veneno (n=12). c. Percentagem de basfilos que expressam
CDé63 (n=12).As diferengas entre os pontos temporais foram comparadas usando o teste t de Student emparelhado em a e b e o teste
ANOVA de observagdes repetidas complementado pelo método de Bonferroni em ¢; Tz antes do inicio da imunoterapia; T: 6 meses apos
o inicio da imunoterapia;le: 12 meses apds o inicio da imunoterapia; * p < 0,05;** p < 0,01;*** p < 0,001.

a. Venom specific IgG, levels (n = 12).b.Venom specific IgE levels (n = |2). c. Percentage of basophils expressing CD63 (n = 12).The differences
between the time points were compared using the paired Student’s t test in a and b and the repeated measures ANOVA complemented by the
Bonferroni method in c; T pre immunotherapy; T,: six months after beginning immunotherapy; T ,: |2 months after beginning immunotherapy;
*p <0.05%*p<0.0/;***p<0.00I.

Figura I. Aumento da IgG4 especifica e diminuicdo dos niveis de IgE especifica e da expressio de CD63 em basofilos durante a
imunoterapia especifica com veneno de himendpteros

Figure . Increase in specific IgG4 and decrease in levels of specific IgE and basophilic expression of CDé3 during hymenoptera venom-immunotherapy
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Adicionalmente,nenhum dos doentes apresentava valo-
res de triptase sérica elevados (>13,5ug/l),nem se observou
associagao deste parametro com a gravidade da reacgao a
picada de himendptero (4,69 + 0,9ug/l para os doentes com
reaccao grau lll e 5,26 £ 1,2ug/l para os doentes com reac-
¢do grau |V, respectivamente; nao estatisticamente significa-
tivo) ou a existéncia de reacgoes sistémicas durante a imu-
noterapia (5,97 * 1,0ug/l para os doentes sem reacgiao
sistémica durante a imunoterapia e 3,34 + 0,4ug/|l para os
doentes com reacgdo sistémica durante a imunoterapia,
respectivamente; nao estatisticamente significativo).

Nao foi também observada qualquer associagao significa-
tiva entre as outras variaveis laboratoriais estudadas (IgE es-
pecifica;IgG, especifica;razao IgG /IgE;célulasT CD4*CD25 ™
células T CD4*Foxp3* e células T CD4*CD25 " Foxp3*) e a
gravidade da reacgdo a picada de himenopteros (grau lll ou
grau |V da classificagao de Miiller) ou a existéncia de reacgoes
sistémicas durante a imunoterapia.

Quanto a cinética das células T reguladoras, ao longo dos
[2 meses de imunoterapia com veneno de himenopteros,
documentou-se um progressivo aumento no sangue periférico,
quer da propor¢io de células T CD4*CD25%¢" (0,46 + 0,24%;
0,70 + 0,38% e 0,91 £ 0,45% em T, T, T ,, respectivamente;
p<0,01, teste ANOVA de observagdes repetidas), quer do seu
numero absoluto (8,23 * 5,68 células/pl; 12,58 * 7,98 células/
Iyl e 16,49 * 7,69 células/ul em T, T, e T ., respectivamente;
p<0,05, teste ANOVA de observagdes repetidas) (Quadro 2).
A maioria destas células exibia um fenotipo de memoria e a
proporcao de células CD45RA" nao se alterou ao longo do
tempo (92,49 * 1,8%;90,82 + 1,2% e 89,19 + 2,4% em T,T, e
T
nalmente, os doentes apresentavam uma redugao significativa
da frequéncia de células T CD4*CD25%" antes do inicio da

imunoterapia (T,), quando comparados com a populagao de

|»respectivamente;nao estatisticamente significativo). Adicio-

controlos nao alérgicos, estudados em paralelo (0,46 + 0,08%
vs 0,80 + 0,14%, respectivamente; p=0,0374, teste t de Student
nao emparelhado), tendo a frequéncia destas células aumenta-
do para niveis semelhantes aos observados nos controlos niao

alérgicos apos 6 meses de imunoterapia (T,).

In addition, no patient had raised serum tryptase levels
(> 13.5pg/l), and we found no association between this
parameter and the severity of the reaction to the hy-
menoptera sting (4.69 + 0.9ug/l for patients with grade llI
reaction and 5.26 + |.2ug/| for patients with grade IV reac-
tion, respectively; not statistically significant), or the exis-
tence of systemic reactions during immunotherapy (5.97
* |.0pg/l for patients with no systemic reaction during
immunotherapy and 3.34 + 0.4pg/| for patients with sys-
temic reaction during immunotherapy, respectively; not
statistically significant).

There was also no significant association seen between
the other laboratory variables studied (specific IgE; spe-
cificIgG,;1gG /IgE ratio; CD4*CD25"&"T cells; CD4*Foxp3*
T cells and CD4*CD25 " Foxp3*T cells) and the severity
of the reaction to the hymenoptera sting (grades Ill or IV
of the Miiller classification) or the existence of systemic
reactions during immunotherapy.

Concerning the kinetics of the regulatory T cells, over
the 12 months of hymenoptera venom-immunotherapy
there was a progressive increase in the peripheral blood
of both the proportion of CD4*CD25 " T cells (0.46 +
0.24%;0.70+0.38% and 0.91 + 0.45% at T, T, and T ,, res-
pectively; p < 0.01, repeated measures ANOVA), and its
absolute number (8.23 * 5.68 cells/pl; 12.58 + 7.98 cells/pl
and 16.49 * 7.69 cells/ul at T, T, and T ,, respectively;
p < 0.05, repeated measures ANOVA) (Table Il).The majo-
rity of these cells exhibited a memory phenotype and the
proportion of CD45RA cells did not change over time
(92.49 £ 1.8%;90.82 + 1.2% and 89.19 £ 2.4% at T, T, and
T,,, respectively; not statistically significant). In addition,
patients presented a significantly reduced CD4*CD25brie
T cell frequency before beginning immunotherapy (T ), as
compared to the non-allergic control population studied
in parallel (0.46 = 0.08% vs. 0.80 £ 0.14%, respectively;
p = 0.0374, unpaired Student’s t test), the frequency of
these cells having increased to reach similar levels to those
observed in the non-allergic controls after six months of

immunotherapy (T,).
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Para corroborar a hipétese de que o desenvolvimento
de respostas supressoras mediadas por células T
CD4*CD25"re" sejam relevantes para o desenvolvimento
de tolerancia aos alergénios dos venenos de himendpteros
durante o tratamento com imunoterapia especifica, foram
igualmente avaliadas as respostas proliferativas de células
mononucleadas do sangue periférico a estes alergénios no
decurso desta terapéutica, assim como na presenga e na
auséncia de células T reguladoras CD4*CD25bre,

As respostas proliferativas ao veneno de himenopteros
foram avaliadas, antes de iniciar a imunoterapia, em sete
doentes, mas apenas em dois foi possivel revelar respostas
positivas (indice de estimulagao > 2). Nestes dois doentes,
documentou-se uma redugao das respostas proliferativas
ao fim de 12 meses de imunoterapia, parcialmente rever-
sivel com a deplecio dos linfécitos T CD4*CD25b & (Fi-
gura 3).

To corroborate the hypothesis that CD4*CD25brish
T cells-mediated suppressor responses are relevant for
the development of tolerance to hymenoptera venom
allergens during specific immunotherapy, the prolifera-
tive responses of PBMC to these allergens during im-
munotherapy and in the presence and absence of
regulatory CD4*CD25 & T cells were also assessed.
The proliferative responses to hymenoptera venom
were evaluated before immunotherapy in seven pa-
tients, but it was only possible to reveal positive re-
sponses in two (stimulation index > 2). In these two
patients reduced proliferative responses were docu-
mented after 12 months of immunotherapy, partially
reversible with the depletion of the CD4*CD25° & T
lymphocytes (Figure 3).

As Foxp3 has been shown to be essential for the

development and function of regulatory T cells?', we
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2-a. Correlagao entre as alteragdes na expressio de CD63 em basofilos e o aumento documentado no nimero de células T
CD4"CD25 " Foxp3* circulantes (n=8). 2-b. Correlagio entre as alteragdes na razio IgG,/IgE especifica e o aumento documentado
no nimero de células T CD4*CD25 " Foxp3* circulantes (n=8). T,: antes do inicio da imunoterapia; T ,: 12 meses apds o inicio da
imunoterapia; R: coeficiente de correlagao de Pearson.

2-a. Correlation between the changes in basophilic CD63 expression and the documented increase in number of circulating CD4*CD2 5" Foxp3*
T cells (n = 8). 2-b. Correlation between the specific IgG,/IgE ratio shift and the documented increase in the number of circulating
T CD4*CD25""Foxp3* T cells (n = 8). T, pre immunotherapy; T,,: |2 months after beginning immunotherapy; R: Pearson correlation
coefficient.

Figura 2. Correlagdo entre as alteragdes nas células T reguladoras circulantes, expressio de CD63 e a razao IgG4/IgE especifica
durante a imunoterapia especifica com veneno de himenopteros

Figure 2. Correlation between the changes in the circulating regulatory T cells, CD63 expression and specific IgG4/IgE ratio during hymenopte-
ra venom-immunotherapy
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Uma vez que o Foxp3 tem demonstrado ser essencial
para o desenvolvimento e fungao das células T regulado-
ras?!, comparamos a actividade transcricional de Foxp3
em PBMC antes do inicio da imunoterapia com veneno
de himenopteros (T ) e 12 meses apos o seu comego
(T,,)- O mRNA do Foxp3 foi quantificado por PCR em
tempo real, verificando-se um aumento significativo du-
rante a imunoterapia especifica com veneno de himendp-
teros (26,82 + 15,8 € 39,73 £ 23,4 emT eT ,, respecti-
vamente; p<0,05, teste t de Student emparelhado).
Adicionalmente, foi quantificada por citometria de fluxo

a expressao proteica de Foxp3, tendo-se documentado,

compared the transcriptional activity of Foxp3 in
PBMC before beginning hymenoptera venom-
-immunotherapy (T;) and after 12 months (T ,).
Foxp3 mRNA was quantified by real-time PCR, with
a significant increase found during venom-immuno-
therapy (26.82 + 15.8 and 39.73 £ 23.4atT and T,
respectively; p < 0.05, paired Student’s t test). In ad-
dition, the protein expression of Foxp3 was mea-
sured by flow-cytometry and showed a progressive
increase throughout immunotherapy, both in the pro-
portion and the absolute number of CD4*Foxp3*
T cells (Table 2).

Quadro 2. Cinética das células T reguladoras durante a imunoterapia especifica com veneno de himendpteros

Table 2. Kinetics of the regulatory T cells during venom immunotherapy

T T T

0 6 12

% células CD4*CD25""igh
(média * desvio-padrio)
% CD4*CD25"e" cells
(mean x SD)

0.46 +0.24

0.70 £ 0.38 091 = 0.45 p<0.01*

Células CD4*CD25" "/
(média * desvio-padrio)
CD4*CD25"""|ul cells
(mean £ SD)

823 +5.68

12.58 + 7.98 16.49 + 7.69 p <0.05*

% células CD4"Foxp3*
(média * desvio-padrao)
% CD4*Foxp3* cells
(mean x SD)

2.68 +0.63

3.09 £ 0.35 382+ .11 NS

Células CD4*Foxp3*/ul
(média * desvio-padrao)
CD4Foxp3*/ul cells
(mean £ SD)

35.64 +9.20

50.86 + 20.48 | 57.61 + 24.63 p <0.05*

% células CD4*CD25"e"Foxp3*
(média * desvio-padrao)

% CD4*CD25"e"Foxp3* cells
(mean £ SD)

031 +£0.16

0.75 £ 0.36 1.12 + 0.32 p <0.001*

Células CD4*CD25""s"Foxp3*/ul
(média * desvio-padrao)
CD4*CD25" e"*Foxp3*Iul cells
(mean £ SD)

4.62 + 1.32

13.43 + 8.85 16.96 + 6.47 p <0.05*

T,: antes do inicio da imunoterapia; T : seis meses apos o inicio da imunoterapia; T, ,: doze meses apds o inicio da imunoterapia; *
teste ANOVA de observagoes repetidas; NS: nao estatisticamente significativo
T,: pre-immunotherapy; T : six months after beginning immunotherapy; T, ,: twelve months after beginning immunotherapy; * repeated measures

ANOVA; SD: standard deviation; NS: not statistically significant
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ao longo da imunoterapia, um aumento progressivo, quer
da proporgio quer do numero absoluto de células T
CD4*Foxp3* (Quadro 2).

Constatou-se ainda uma forte correlagao entre a
frequéncia de células T CD4"Foxp3* e de células
CD4*CD25*#" (p=0,0005; R=0,84), tendo a analise do
comportamento das células T que expressavam simul-
taneamente ambos os marcadores (CD25° " e Foxp3)
também revelado um aumento significativo, quer da pro-
porgao, quer do niimero absoluto destas células duran-
te a imunoterapia especifica com veneno de himenop-
teros (Quadro 2). De salientar que estes aumentos
foram muito mais pronunciados do que os observados
quando a analise se restringiu a expressao de apenas
um destes marcadores.

Por outro lado,ainda que nao tenha sido observada uma
correlagao significativa entre a frequéncia de célulasT regu-
ladoras no sangue periférico (CD25¢"Foxp3*) e os niveis
de expressao de CDé63 pelos basdfilos, de IgG, especificas
ou de IgE especificas, foi encontrada uma correlagao signifi-
cativa entre o aumento de células T CD4*CD25 & Foxp3*
durante a imunoterapia e as alteragdes observadas na ex-
pressao de CD63 (Figura 2a) e na razao IgG,/IgE especifica
(Figura 2b).

De forma a excluir que as expansdes descritas ante-
riormente se devessem a presenca de activagao celular ou
a desequilibrios na proporgao relativa das populagoes naive
ou de meméria das células CD4", foi avaliada a expressao
de HLA-DR*, CR45RA*CD62L* e CD45RO" nas célulasT,
que se mantiveram estaveis ao longo de todo o periodo
de follow-up: HLA-DR* (4,43 + 1,6%;4,62 * |,6% e 4,57 *
* 1,0% para as células T CD4* e 7,68 + 2,9%; 9,14 * 3,4%
e 7,00 £ 1,7% para as células T CD8" em T, T, e T, res-
pectivamente; n3o estatisticamente significativo);
CR45RACD62L" (41,10 + 2,9%; 44,94 + 5,8% e 46,53 *
+ 4,9% em T,T,eT,,
mente significativo); CD45RO* (52,27 + 5,2%;46,80 + 7,5%
e 50,54 £ 5,7%, em TyT,eT

tisticamente significativo).

respectivamente; nao estatistica-
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Respostas proliferativas de linfocitos T CD4* apds incubagao com
veneno de himenopteros (n=2); T,, CD25": doze meses apos o
inicio da IE,sem deplecio das células CD4*CD25% T, CD25:doze
meses apos o inicio da |E, com deplegao das células CD4*CD25*.
Proliferative responses of the CD4* T lymphocytes dfter incubation
with hymenoptera venom (n = 2); T,, CD25% |2 months dfter
beginning immunotherapy, with no depletion of CD4*CD25" cells; T,
CD25: | 2 months after beginning immunotherapy, with depletion of
CD4*CD25* cells

Figura 3. Redugdo das respostas proliferativas ao veneno de
himenodpteros, parcialmente reversivel com a deplegao dos lin-
focitos T CD4*CD25brieh

Figure 3. Reduction in the proliferative responses to hymenoptera venom,
partially reversible with the depletion of CD4*CD25&" T lymphocytes

Moreover, there was a strong correlation between the
frequency of CD4*Foxp3* and CD4*CD25%&" T cells
(p = 0.0005; R = 0.84). Analysis of the behaviour of T cells
which simultaneously expressed both markers (CD25%&"
and Foxp3) also revealed a significant increase in both pro-
portion and absolute number of these cells during hymenop-
tera venom-immunotherapy (Table 2). It is underlined that
these increases were much more pronounced than those
seen when the analysis was restricted to the expression of
only one of these markers. On the other hand, while there
was no significant correlation between the frequency of the
regulatoryT cells in peripheral blood (CD25"%&"Foxp3™*) and
the basophilic levels of CD63 expression, of specific IgG, or
specific IgE, a significant correlation was observed between
the increase in CD4*CD25&"Foxp3* T cells during immu-
notherapy and the changes seen in CD63 expression (Figure
2a) and the venom-specific IgG,/IgE ratio shift (Figure 2b).

In order to rule out that the expansions previously de-

scribed were due to the presence of cellular activation or
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DISCUSSAO

A utilidade do teste de activagao de basofilos no diagnds-
tico da alergia ao veneno de himendpteros foi ja reportada
por varios autores, com valores de sensibilidade entre 85 e
92% e de especificidade de 80 a 83%2. Por outro lado,embo-
ra alguns estudos mais antigos nao tenham documentado
supressao da expressio de CD63 pelos baséfilos ao longo da
imunoterapia especifica com veneno de himendpteros?, es-
tudos recentes comprovaram uma diminui¢ao na activagao
destas células, avaliada por citometria de fluxo,apds 6 meses
de imunoterapia especifica com veneno de himendpteros?.
Da mesma forma, varios estudos tém demonstrado que a
imunoterapia com veneno de himenodpteros induz um aumen-
to dos niveis de IgG, especifica e,em paralelo,uma diminuicao
das IgE especificas'?, levando a um aumento da razao IgG /IgE,
embora, segundo alguns autores, sem correlacao significativa
com a resposta clinica a imunoterapia®. No presente estudo
foi observado um aumento significativo dos niveis de IgG,
especifica e uma reducdo, também significativa, dos niveis de
IgE especifica e da expressao de CD63 em basofilos ao longo
dos 12 meses de imunoterapia. Verificou-se também corre-
lagdes significativas, quer entre a reducao da activagao de
baséfilos e o aumento das células T CD4*CD25% ", quer
entre o aumento da razao IgG,/IgE e o aumento das células
T CD4*CD25 ", apontando para um papel das células T
reguladoras na inducao de tolerancia nesta situagao clinica.

As células T reguladoras sao pegas importantes na tole-
rancia imunitaria periférica'® '8, Foi j4 demonstrado que a
imunoterapia especifica induz células T reguladoras produ-
toras de IL-10, capazes de suprimir respostas celulares T
especificas de alergénio e de regular a sintese de IgG, e IgE
especificas'? '*. Recentemente, num estudo de Mamessier e
colaboradores, foi demonstrado o aumento simultineo de
células T produtoras de IL-10 e de células T CD4*CD25*
durante a imunoterapia com veneno de himendpteros'®.Esse
estudo foi limitado aos primeiros 45 dias pos imunoterapia,
sendo constatada uma expansao de células T CD4"CD25*

muito menos marcada nos doentes com react;ées mais gra-

imbalances in the relative proportion of the naive or memo-
ry populations of CD4" cells, the T cell expression of HLA-
-DR*, CR45RA*CD62L" and CD45RO" was evaluated.These
remained stable throughout the follow-up period: HLA-DR*
(443 = 1.6%;4.62 £ 1.6% and 4.57 = 1.0% for the CD4* T
cellsand 7.68 £2.9%;9.14 £ 3.% and 7.00 * 1.7% for the CD8*
TcellsatT T, andT ,respectively; not statistically significant);
CRA45RA'CD62L" (41.10 £ 2.9%;44.94 + 5.8% and 46.53 *
4.9% at T, T, and T ,, respectively; not statistically significant);
CD45RO" (52.27 * 5.2%;46.80 + 7.5% and 50.54 + 5.7% at
T, T, eT,, respectively; not statistically significant).

DISCUSSION

Several authors have attested to the usefulness of the
basophil activation test in diagnosing hymenoptera venom
allergy, reporting sensitivity values of 85 — 92% and specifi-
city values of 80 — 83%2. On the other hand, while some
earlier studies did not document suppression of basophilic
CD63 expression throughout hymenoptera venom-
-immunotherapy?, more recent studies have demonstrated
a decreased activation in these cells, measured by flow-
-cytometry, after six months of hymenoptera venom-
-immunotherapy?.In the same manner, several studies have
shown that hymenoptera venom-immunotherapy induces
an increase in specific IgG, levels and, in parallel,a decrease
in specific IgE'%, leading to an increase in the IgG /IgE ratio,
although, according to some authors, without significant
correlation with the clinical response to immunotherapy?.
In our study, we found a significant increase in specific IgG,
levels and an equally significant reduction in specific IgE
levels and basophilic CDé63 expression throughout the 12
months of immunotherapy. We also found significant cor-
relations between both the reduced basophil activation and
the increase in CD4"CD25&" T cells, and the increase of
the IgG,/IgE ratio and the number of CD4*CD25"¢"T cells,
supporting a role for circulating regulatory T cells in toler-

ance induction in this clinical situation.
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ves,quando comparados com os que apresentavam reacgoes
ligeiras'®. Esses dados levantaram duvidas acerca do impacto
da imunoterapia com veneno de himenodpteros no pool de
células T reguladoras destes doentes, que apresentavam in-
dicagao para a realizagao deste tipo de terapéutica. Os re-
sultados nucleares deste trabalho previamente apresenta-
dos? vio para além desses achados,uma vez que demonstram
que em individuos com reacgdes alérgicas graves a picada
de himenodpteros se verifica uma expansao de células T
CD4*CD25&"Foxp3* progressiva e mantida, durante pelo
menos um ano apds o inicio da imunoterapia especifica.
Adicionalmente, os nossos resultados excluem a possibilida-
de das alteragoes encontradas estarem relacionadas com a
activagdo celular ou com desequilibrios nos compartimentos
celulares T nagive/memoria, que reconhecidamente podem
ser responsaveis por uma up-regulation transitdria do CD25
e da expressio de Foxp3 nas células T humanas®.

Mamessier e colaboradores demonstraram ainda que
uma fracgao celular enriquecida com célulasT CD4*CD25*
era capaz de suprimir a proliferado especifica ao veneno'®.
Da mesma forma, nos dois doentes em que foi possivel,
antes de iniciar a imunoterapia, revelar respostas prolifera-
tivas in vitro com o alergénio, foi observada uma redugao da
proliferagao durante o follow-up parcialmente revertida com
a deplegao dos linfocitos T CD4"CD25". Estes resultados
sdo compativeis com a existéncia de uma supressao das
respostas proliferativas pela expansao da populagao de lin-
focitos T CD4*CD25% no entanto, o facto de a reversio da
redugao das respostas proliferativas ser apenas parcial e de
ter sido documentada em apenas dois doentes impede-nos
de confirmar com seguranca esta hipotese.

Foi ainda por nés documentada uma frequéncia basal
diminuida de células T reguladoras CD4*CD25 " e
CD4*CD25" " Foxp3* no sangue periférico dos doentes
com reacgoes alérgicas graves a picada de himenopteros
quando comparados com individuos sem historia de doenca
alérgica, que normalizaram ao fim de seis meses de imuno-
terapia. Estudos prévios ja demonstraram que a capacidade

das células T CD4*CD25" de individuos alérgicos em supri-

Circulating regulatory T cells are key players in peri-
pheral immune tolerance'®'®%.It has already been demons-
trated that specific immunotherapy induces circulating
regulatory T cells producers of IL-10, capable of suppres-
sing allergen-specific T cell responses and regulating spe-
cific IgG, and IgE synthesis'>'* The recent Mamessier et al
study showed a simultaneous increase in IL-10 producing
T cells and in CD4*CD25" T cells during hymenoptera
venom-immunotherapy'>.This study was limited to the first
45 days post-immunotherapy, showing a much less marked

CD4°CD25*T cell expansion in patients with more seve-

re reactions than in those with less severe reactions'®.

These data casted some doubts on the impact of hyme-
noptera venom-immunotherapy in the pool of regulatory
T cells of these patients, who have an indication for venom
immunotherapy. The preliminary version of our results
which was previously presented?, go beyond those findings
in that they show that, in patients with severe allergic
reactions to hymenoptera stings, there is a progressive and
sustained expansion of CD4*CD25 " Foxp3* T cells for
at least a year after beginningVIT. Further, our results rule
out the possibility of these changes being related to cellu-
lar activation or to imbalances in the naive/memory T cell
compartments, which are known to perhaps be responsi-
ble for a transitory up-regulation of CD25 and expression
of Foxp3 in human T cells®®. Mamessier et al. further sho-
wed that a cellular fraction enriched with CD4*CD25* T

cells was able to suppress specific proliferation to venom's.

In the same manner; in the two patients in whom it was
possible to reveal in vitro proliferative responses to the
allergen pre-immunotherapy, a reduced proliferation du-

ring follow-up was observed, which was partially reversed

with the depletion of the CD4*CD25" T lymphocytes.

While these results are in agreement with the existence
of a suppression of the proliferative responses by the ex-
pansion of the CD4°CD25" T lymphocyte population, the
fact that the reversal of the reduced proliferative respon-
ses was only partial and was only seen in two patients did

not allow to confirm this hypothesis.
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mir respostas celulares T especificas de alergénio é reduzida
ou mesmo ausente?. Em conjunto, estes dados reforcam a
importancia das células T reguladoras na manutengao da
tolerancia imunoldgica, suportando a necessidade de explo-
rar abordagens terapéuticas dirigidas ao aumento desta po-
pulagdo como uma estratégia para controlar a alergia'"?.

Segundo varios autores, as células Foxp3* periféricas po-
dem surgir da expansao de células T reguladoras derivadas
do timo e/ou serem geradas, durante as respostas imunitarias,
concomitantemente com célulasT efectoras ou de meméria'®
2031 Ambas estas vias podem contribuir para a expansao, por
nés documentada, durante a imunoterapia com veneno de
himendpteros. Relativamente a especificidade das células T
reguladoras expandidas,duas hipoteses podem ser colocadas:
estas células podem ser especificas de alergénio ou, pelo con-
trario, esta expansao pode resultar de um processo de am-
plificacdo nao especifico. A segunda hipotese pareceria mais
provavel, dada a magnitude da expansdo aliada a evidéncia de
que a imunoterapia especifica apresenta um efeito protector
contra o aparecimento de novas sensibilizagdes e alergias®.

Outro aspecto analisado neste estudo foi a existéncia
de correlagio entre as varias variaveis laboratoriais estu-
dadas e a gravidade da reacgao a picada de himendptero
ou a existéncia de reacgoes sistémicas durante a imuno-
terapia. Em trabalhos anteriores foi documentado que 7,3
a 10,5% dos doentes com alergia ao veneno de himenop-
teros apresentam niveis elevados de triptase sérica, sendo
este valor inferior nos doentes com alergia ao veneno de
abelha em relagdo aos alérgicos ao veneno de vespa®®. Des-
ta forma, a auséncia de correlagdo encontrada nos nossos
doentes podera, pelo menos em parte, dever-se a pequena
dimensao da amostra estudada e ao facto de a maioria dos
doentes apresentar alergia ao veneno de abelha.

Foi também ja sugerido por alguns estudos que o teste
de activacao de basofilos podera ter alguma utilidade na iden-
tificacao de individuos com maior risco de reacgdes sistémi-
cas durante a imunoterapia®; no entanto, estes resultados
nido foram replicados por outros grupos®, ndo tendo ainda

sido demonstrada até hoje a existéncia de correlagao entre

We also found a decreased basal frequency of regula-
tory CD4"CD25 " and CD4*CD25 " "Foxp3*T cells in
the peripheral blood of patients with severe allergic re-
actions to hymenoptera sting than in those with no history
of allergic disease, which normalised after six months of
immunotherapy. Previous studies have already shown that
the capacity of CD4*CD25* T cells of allergic individuals
to suppress specific T cell responses to the allergen is low
or even absent?.Taken together, these data reinforce the
role of regulatory T cells in maintaining immune toleran-
ce, supporting the need to explore treatment options
aimed at increasing this population as a strategy to control
allergy'"?°.

Several authors have noted that peripheral Foxp3* cells
may arise from the expansion of regulatoryT cells deriving
from the thymus and/or be produced during immune res-
ponses,concomitantly with effector or memoryT cells'*23!,
Both these routes could contribute to the expansion, do-
cumented by us, during VIT. In terms of the specificity of
the expanded regulatory T cells, two hypotheses may be
advanced: these cells could be allergen specific or, conver-
sely, this expansion could result from a non-specific am-
plification process. The second hypothesis seems more
likely given the magnitude of the expansion allied to the
evidence that specificimmunotherapy confers a protector
effect against the appearance of new sensitisations and
allergies®2

Another aspect analysed in this study was the corre-
lation between the several laboratory variables studied
and the severity of the reaction to hymenoptera stings or
any systemic reactions during immunotherapy. Earlier stu-
dies documented that 7.3 — 10.5% of patients with hyme-
noptera venom-allergy had high serum tryptase levels,
these values being lower in patients allergic to bee venom
than those with allergy to wasp venom*.Accordingly, the
lack of correlation found in our patients could, at least in
part, be due to the small size of the our study sample and
the fact that the majority of our patients were allergic to

bee venom.
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a expressao de CD63 e a gravidade da reacgao a picada de
himenéptero®. Da mesma forma, nos nossos doentes, ndo
se documentou associagao entre os niveis de expressao de
CD63 e a gravidade da reacgdo a picada de himenodptero ou
a existéncia de reacgoes sistémicas durante a imunoterapia,
tendo esta auséncia de associagao sido também verificada

em relagdo as restantes variaveis laboratoriais estudadas.

CONCLUSOES

Os resultados deste estudo suportam um papel das célu-
las T CD4*CD25 " e/ou Foxp3* na inducido de tolerincia
durante a imunoterapia com veneno de himendpteros. Estio
actualmente a decorrer estudos que poderao vir a permitir
avaliar a cinética desta populagdo ao longo da duragdo total
da imunoterapia e, talvez ainda mais importante, determinar

se esta expansao se mantém apods a sua descontinuagao.
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