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RESUMO

A Suberose é uma doenca respiratoria associada
a exposicao ocupacional ao Penicillium frequentans,
o fungo que mais frequentemente coloniza a cortica
durante o seu processamento industrial. E
habitualmente descrita como uma doenca pulmonar
intersticial associada a presenca de anticorpos
precipitantes para o antigénio em causa. No entanto,
o aparecimento de quadros clinicos que sugerem um
envolvimento bronquico e a auséncia de anticorpos
precipitantes, possivelmente relacionada com a
pouca sensibilidade dos métodos laboratoriais para
a sua deteccao, dificultam com frequéncia o
diagnéstico.

Objectivos - avaliar a utilidade de um método de
doseamento fluoro-enzimo-imunolégico com um
novo tipo de fase solida (ImmunoCAP®, Kabi-
-Pharmacia) na pesquisa e quantificacido de
anticorpos para o Penicillium frequentans no soro e
no lavado broncoalveolar.

Doentes e Métodos - avaliamos, do ponto de vista
clinico e laboratorial, 20 doentes com queixas
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respiratérias relacionadas com a exposicao
ocupacional na industria da cortica. De acordo com
a histéria clinica, provas funcionais respiratérias,
registos seriados dos débitos expiratérios,
Radiografia de Térax e lavagem broncoalveolar
(LBA), em 9 doentes foi feito o diagndéstico de
pneumonite de hipersensibilidade e em 11 de asma
bronquica. Em todos foi realizado o despiste de
atopia (Phadiatop), a pesquisa de precipitinas e a
quantificaciao de anticorpos IgG, IgG4 e IgE para o
Penicillium frequentans (CAP RAST® FEIA).

Principais Resultados - encontramos niveis
significativamente mais elevados de IgG especifica
no soro e LBA dos doentes com pneumonite de
hipersensibilidade e nos 8 casos (40%) com
precipitinas positivas. Os niveis de IgG especifica na
LBA, mas nao no soro, correlacionaram-se
inversamente com a fun¢ao pulmonar (CVF, DLCO
e DLCO/VA) e, nos doentes com pneumonite de
hipersensibilidade, com a celularidade e linfocitose
da LBA. Os niveis de IgG4 correlacionaram-se com
os de IgG especifica no respectivo compartimento
(soro ou LBA), mas ndo apresentaram qualquer
relacdo com os dados da avaliagao clinica e do LBA.
Em nenhuma amostra se demonstrou a presenca de
IgE especifica e apenas 3 doentes eram atopicos.

Conclusdes - 0 método de doseamento fluoro-
-enzimo-imunolégico que avaliamos permite, nas
diluicdes utilizadas, a deteccio de IgG especifica
para o Penicillium frequentans em doentes com
precipitinas positivas. Além dissso, ao possibilitar
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uma quantificacio relativa destes anticorpos no
liquido de lavagem brocoalveolar permitiu encontrar
uma boa correlacdo desses niveis com as alteracoes
funcionais e com a intensidade da resposta imune/
/inflamatéria do pulméio profundo, levando a prever
que possa constituir um método 1itil para o
diagnéstico e avaliacdo evolutiva da Suberose.

Palavras chave: Suberose, IgG especifica,lavado
broncoalveolar, diagnéstico.

ABSTRACT

Suberosis is a respiratory disease associated with
occupational exposure to Penicillium frequentans,
the most frequent mould colonising cork in its
processing industry. It is usually described as an
interstitial lung disease associated with precipitating
antibodies against this mould. However, the
occurrence of clinical syndromes suggesting airway
involvement and the absence of precipitins, possibly
linked with the low sensitivity of laboratory methods
Jor its detection, make the diagnosis sometimes
difficult.

Aims - to evaluate the value of a fluoro-
-immunoenzymatic assay with a new solid phase in
the detection and quantification of antibodies to
Penicillium frequentans.

Patients and Methods - we studied 20 patients with
respiratory symptoms associated with occupational
exposure in the cork industry. According to history,
pulmonary function tests, monitoring of PEF, chest
radiograph and bronchoalveolar lavage (BAL),
9 patients had hypersensitivity pneumonitis and
11 bronchial asthma. Atopy screening (Phadiatop),
precipitins and specific IgG, IgG4 and IgE antibodies
to Penicillium frequentans were performed in all
cases.

Results - we found a significantly higher level of
specific IgG in serum and BAL of patients with
hypersensitivity pneumonitis and in 8 cases (40%)
with positive precipitins. Specific IgG levels in BAL,
but not in serum, were inversely correlated with
pulmonary function (FVC, DLCO and DLCO/VA)
and , in patients with hypersensitivity pneumonitis ,
with total cell and lymphocyte counts in BAL. IgG4
levels correlated with specific IgG in both
compartments (serum and BAL), but without any
apparent relationship with clinical and BAL data. We
could not find specific IgE in any sample and only
three patients were atopic.

Conclusion - the fluoro-immunoenzymatic assay
applied in our study allows the detection of specific
IgG for Penicillium frequentans in precipitin-positive
patients. Moreover, the detection of these antibodies
in bronchoalveolar lavage fluid showed a good
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correlation with lung function impairment and with
the intensity of interstitial immune/inflammatory
changes, suggesting it may be an useful marker for
the diagnosis of Suberosis.

Key words: Suberosis, specific IgG, bronchoalveolar
lavage, diagnosis.

INTRODUCAO

A Suberose é uma doenca respiratéria ocupacional
associada a exposicdo industrial a poeiras de cortica'?.
E habitualmente descrita como uma doenca pulmonar
intersticial - uma forma de pneumonite de
hipersensibilidade®* - com a formagio de granulomas
no pulméo e a presenga no soro de anticorpos
precipitantes para o Penicillium frequentans, o fungo
que mais frequentemente coloniza a corti¢a durante o
seu processamento industrial?>®. No entanto, o
aparecimento de quadros clinicos de bronquite crénica
ou «asmatiformes», j reconhecido por Villar e Avila
na sua descricdo inicial da doengal?, pressupde o
envolvimento predominante das vias aéreas nalgumas
formas clinicas da doenca.

A importlncia relativa dada aos anticorpos
precipitantes na patogenia e diagndstico das
pneumonites de hipersensibilidade tem sido modificada
nos ultimos anos. Assim, de um papel inicialmente
proposto na formacdo local de complexos antigénio/
/anticorpo e num mecanismo de hipersensibilidade
tipo IIT'®, a sua presenca é actualmente considerada um
marcador de exposi¢cdo ao antigénio e ndo
necessariamente de doenga'’8. Por outro lado, a sua
detecgdo por métodos imunoquimicos de precipitagio
pouco sensiveis e face a extractos antigénicos mal
caracterizados levanta a questdo da sua utilidade para
afirmar o diagnéstico destas situa¢des. No entanto, a
utilizacdo nos ultimos anos de métodos
imunoenzimdticos mais sensiveis, tem permitido uma
quantificagdo mais precisa desses anticorpos e uma
melhor caracterizag¢@o da sua especificidade®'®!!.

Foi nosso objectivo neste estudo, avaliar a utilidade
de um método de doseamento fluoro-enzimo-imunolégico
com um novo tipo de fase sélida'?> (0 CAP® System
FEIA) na pesquisa e quantificacio de anticorpos para o
Penicillium frequentans. Para além da quantificacio de
anticorpos IgG procurdmos também anticorpos IgG4
ou IgE, na tentativa de os relacionar com a diferente
expressdo clinica e resposta imune/inflamatéria do
pulmio profundo na doenga ocupacional dos
trabalhadores da inddstria da cortiga.

DOENTES E METODOS

Foram incluidos neste estudo 20 doentes (15 do
sexo masculino ¢ 5 do sexo feminino) com queixas
respiratorias relacionadas com a exposi¢do na industria
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da cortica. A média de idade destes doentes era de
39411 anos, sendo 2 fumadores e 2 ex-fumadores.

Avaliacao clinica - todos foram submetidos a um
protocolo que incluiu: histéria clinica e ocupacional,
exame fisico, testes cutdneos «prick» para 15 alergénios
ambienciais comuns, telerradiografia de térax,
pletismografia corporal/espirometria (Erich Jaegger),
difusdo de CO, estudo da hiperreactividade bronquica
inespecifica, gasometria arterial em repouso.
Consideraram-se atépicos os doentes com mais de um
teste «prick» positivo ou Phadiatop positivo (ver
adiante). No caso de suspeita de asma ocupacional foi
realizado registo seriado de Débito Expiratério Mdximo
Instantaneo (Vitalograph Peak-Flow Meter) e, no caso
de existéncia de um quadro sugerindo pneumonite de
hipersensibilidade, cicloergometria (Eosprint,Erich
Jaegger). A classificacdo dos doentes nos diversos
sindromes foi feita de acordo com critérios clinicos,
funcionais e andlise do liquido de lavagem
broncoalveolar (LBA): 1) Asma brénquica - dispneia e
pieira paroxisticas com agravamento durante a
exposi¢do acupacional, associada a obstrugdo reversivel
das vias aéreas e/ou presenga de hiperreactividade
bronquica inespecifica; a existéncia de um registo
seriado de débitos expiratérios médios instantdneos
(DEMI) positivos sugeria o diagndstico de asma
ocupacional. 2) Pneumonite de hipersensibilidade -
tosse e dispneia de esforgo associadas a mialgias,
astenia, emagrecimento, com ou sem um sindrome
ventilatério restritivo ou defeito de difusdo, e uma
alveolite linfocitica intensano LBA (>40%). No estudo
funcional respiratério considerou-se critério de
reversibilidade significativa o aumento de 15% dos
débitos expiratérios ap6s inalacdo de um
broncodilatador. Para a avaliac@o da hiperreactividade
bronquicainespecifica utilizou-se a Histamina, segundo
um protocolo adaptado de Cockroft, jd descrito'®. No
registo seriado do DEMI foi pedido ao doente para
anotar o valor mais elevado obtido em trés ensaios
efectuados de duas em duas horas, desde que acordava
até que se deitava. Os registos foram efectuados em
pelo menos 2 periodos sucessivos: em actividade
profissional num periodo de pelo menos 10 dias, seguido
de registos durante pelo menos 10 dias de afastamento.
Para a representacdo grafica do registos utilizou-se o
DEMI médio diario. Foram considerados positivos
quando, ap0s andlise visual, pelo menos dois de trés
observadores decidiram que os registos em periodo
laboral eram significativamente mais baixos dos em
fase de afastamento'*'.

Broncofibroscopia com lavagem broncoalveolar
(LBA) - todos os doentes foram submetidos a LBA,
segundo as recomendac¢des do European Task Group
on BAL (16). Resumidamente, instilaram-se 4x50 ml
de soro fisioldgico, a 37°C, no lobo médio, aspirando
suavemente o liquido apds cada instilacdo. Asamostras
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recuperadas foram misturadas e avaliada a celularidade
total (cAmara de Neubauer), viabilidade (exclusdo do
azul tripano) e contagem diferencial em preparacdes de
citocentrifuga (Wright-Giemsa). Os sobrenadantes
acelulares da LBA foram congelados para posterior
doseamento de IgG e Albumina (nefelometria cinética)
e pesquisa de anticorpos especificos.

Imuno-fenotipagem celular da LBA - em casos
selecionados procedeu-se a imuno-fenotipagem por
citometria de fluxo (FACScan, Becton-Dickinson Co)
usando anticorpos monoclonais directamente
conjugados com fluorosceina ou ficoeritrina, reactivos
com o CD45,CD14,CD2,CD19, CD4 e CDS8 (Becton-
-Dickinson Co). ApOs preparacdo das amostras a
percentagem de linfécitos positivos foi calculada nas
suspensoes celulares, apds «gating» electrénico nos
linfécitos, avaliado pela dispersdo de luz caracteristica
e a reactividade com os anticorpos anti CD45, CD14,
CD2 e controles isotipicos apropriados.

Pesquisa de IgE especifica e despiste de atopia -
- para o despiste de atopia a alergénios ambienciais
utilizou-se o Phadiatop CAP® e o CAP® IgE RAST
com uma mistura de fungos (Mx1-Aspergillus
fumigatus, Cladosporium herbarum, Penicillium
notatum e Alternaria alternata). Os resultados sido
dados como positivos ou negativos por comparagao a
um soro de referéncia, no Phadiatop CAP®, ou a uma
concentracdo de referéncia IgE (0,35 KU/L) no CAP®
IgE RAST.

Pesquisa de anticorpos especificos para o
Penicillium frequentans - foram pesquisados utilizando
métodos de precipitacdo em gelose (pesquisa de
precipitinas) ou de doseamento fluoro-enzimo-
-imunolégico. Nas precipitinas utilizou-se um método
de difusdo dupla em gelose (a 1,5% em tampdo de
citrato) (17) com um extracto salino do P. frequentans
a 20mg/ml (antigénio gentilmente cedido pelo Prof.
Ramiro Avila). Apés difusido de 72 horas em cAmara
himida foi feita a leitura e as laminas lavadas,
desidratadas e novamente observadas apds coloragio
proteica. A pesquisa de IgG e IgG4 especifica foi feita
por doseamento fluoro-enzimo-imunolégico (CAP®
RAST FEIA, Kabi Pharmacia), seguindo as instrugoes
do fabricante e avaliando diferentes dilui¢cdes das
amostras. A ligagdo do antigénio a fase sélida do
CAP® foi realizada pela Kabi Pharmacia (Special
Allergen Service). Os resultados sdo expressos como
percentagem de uma referéncia (%R) - uma mistura de
soros contendo IgG e IgG4 especifica para o vidoeiro
(Betula verrucosa), obtidos de individuos submetidos
aimunoterapia com extractos desse pélen. Em amostras
selecionadas estudamos também a reactividade com
outros antigénios, ligados a uma fase sélida idéntica:
Betula verrucosa, Penicillium notatum e Alternaria
alternata.
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Anidlise estatistica - todas as comparac¢des entre
grupos ou varidveis foram feitas por testes ndo
paramétricos (Mann-Whitney ou correlagdo de
Spearman), considerando-se significativo um p<0,05.
A diferenga de distribuigdo das precipitinas entre grupos
foi estudada pelo x> com a correc¢do de Yates.
Os resultados s@o apresentados em média aritmética
* desvio padrido da média, excepto quando assinalado.

RESULTADOS

Os resultados da avaliagdo clinica e da lavagem
broncoalveolar estdo sumarizados no Quadro I e II. De
acordo comessaavaliagdo o diagnéstico de asma bronquica
foi feito em 11 doentes (n.°s 1 a 11) e o de pneumonite de
hipersensibilidade em 9 (n.°s 12 a 20). O tempo médio de
exposi¢ao ocupacional foi ligeiramente superior nos doentes
com asma bronquica (20,8 versus 14,7; p=0,35), e
correlacionou-se inversamente com o indice de Tiffeneau
(r=-0,461; p=0,04; n=20) .

O diagndstico de asma bronquica foi estabelecido
com base nas oscilacdes do DEMI durante a exposi¢io
ocupacional em 5 doentes (n.°s 2,4, 7,9 e 11, Fig. 1).
Nos restantes o registo de DEMI seriado foi negativo
(n.°s 1, 5, 10), ou duvidoso (n.°s 3 e 8), sendo o
diagnéstico baseado na presenga de hiperreactividade
bronquica a histamina significativa (n.° 1, 5, 8 e 10) e/ou
reversibilidade significativa (n.°s 3 e 5). Dos 9 doentes
com pneumonite de hipersensibilidade, 5 tinham um
sindrome ventilatdrio restritivo ligeiro e/ou defeito de
difusdo alveolo-capilar (doentes n.°s 12, 13, 14, 19,
20). Num caso, apenas a prova de esfor¢o em
cicloergémetro foi positiva (doente n.° 15, com
dessaturacdo significativa) e noutro existia sindrome
ventilatério obstrutivo associado a alteragdo da difusio
de CO (doente n.° 17). Apenas os doentes n.° 16 e 18
tinham exames funcionais respiratérios normais,
incluindo ciclo-ergometria.

QUADRO I - Dados clinicos dos doentes com asma (n.’ 1 a 11) e pneumonite de hipersensibilidade
(n.° 12 a 20). Os dois grupos diferem apenas na CVF, DLCO e DLCO/VA (p<0,05, teste de
Mann-Whitney para amostras nio emparelhadas).

Doente Idade Sexo Testes Tempo Exposicio = CPT
n.. . _ «prick» (anos)

1 55 M neg. 30 102,0
2 38 M neg. 11 109,0
o 37 M neg. 20 1220
4 47 F nir; 33 105,0
5 46 M neg. 31 101,0
6 28 F pos. 8 129,0
7 31 F neg. 12 108,0
8 40 F neg. 13 123,0
9 WY M neg. 15 112,0
10 43 F neg. 18 8240
11 56 M neg. 38 81,4
média 43 21 106,8
d.p. 9 10 15,1
12 24 M neg. 10 81,5
13 35 M neg. 24 108,0
14 25 M neg. 8 113,0
15 44 M neg. 18 91,4
16 21 M neg. 13 92,0
17 39 M neg. 25 103,0
18 41 M n.r. 12 106,0
19 16 M neg. 3 86,6
20 48 M neg. 19 65,1
média 33 L5 94,1
d.p. 11 7 15,1

% Teérico % Teérico % Teérico

CVF  VEMS

106,0 98,3 4.7 1110

109,0 97,9 94,6 137,0 119,0
98,2 68,5 55,8 184,0 138,0
99,9 89,9 76.6711L132.0 121,0
94,5 89,5 77,5 149,0 n.r.

123,0 112,0 79,3  140,0 114,0
96,1 69,3 62,6 144,0 163,0

147,0 157,0 9159 81,0 147,0

129,0 105,0 66,7 94,2 148,0
86,0 85,0 90,5 9219 108,0

106,0 111,0 84,0 60,5 131,0

108,6 97,6 707 112055 132.3
17,8 23,9 12,3 35,9 172
78,4 71,6 85,4 131,0 51,7
89,3 87,9 85,0 176,0 51,6

122,0 125,0 87,4 128,0 99,5
85,3 84,9 82,9 /1130 91,8
96,3 96,1 84,7 1140 114,0
85,4 66,1 64,4 151,0 397

115,0 115,0 83,8 98,8 153,0
76,1 82,8 90,0 120,0 70,8
72,0 68,6 78,0 54,5 65,2
91,1 89,3 82,4 120,0 84,1
17,2 19,8 765 337 33,9

CPT - capacidade pulmonar total; CVF - capacidade vital forcada; VEMS - volume expiratério maximo no 1.°s; IT - Indice de Tiffeneau:
VR - volume residual; DLCO - difusdo do CO; VA - ventilagdo alveolar; neg. - negativos; pos. - positivos; n.r. - ndo realizado.
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Fig. 1 - Registos seriados dos DEMI de quatro doentes com um padréo sugestivo de asma ocupacional.

QUADRO II - Resultados da lavagem broncoalveolar dos doentes com asma (1 a 11) e pneumonite de
hipersensibilidade (12 a 20). Com excepcao do volume recuperado todas as variaveis da LBA sao
significativamente diferentes entre dois grupos (p<0,01, teste de Mann-Whitney).

i

Doente Fumador

Macréf. -
olares  Linfécitos

n: %o %
1 N 1135; 1,60 74,2 20,3
2) N 124 0,50 74,8 16,0
3 S 75 1575, 72,0 26,8
4 N I 254 9rn 19,0
5 N 121 1,60 62,4 34,8
6 N 128 0,60 58,5 21,6
7 N 89 3,10 50,1 44,1
8 N 129 1,47 82,3 14,3
9 N 35 1,08 83,1 14,3

10 N 66 0,70 87,0 8,2

11 N 120 2,40 58,6 40,0

média 103 .57 722 23,6
d.p. 52 0,84 13,2 IHES

12 N LIS 22,80 19,6 63,5

i3 S 13> 12,80 19,0 71,8

14 N 128 13,30 10,2 78.8

1 N 129 9,30 25,1 613

16 Ex 129 11,00 34,1 65,4

17 N 90 8,90 1926 74,7

18 Ex 112, 5430 205 AT

19 N 128 21,00 118 86,0

20 N 117 20,80 14,3 84,2

média 120 13,30 - 194 74,4
d.p. 13 6,90 79 6,6

4,9
1,4
0,8
4,0
2.2
1.0
1,0
0,0
1,4
4,0
1,2

2,0
1,6

16,6
6,2
10,0
6,6
0,5
Sl
1,6
0,6
0,4

5,3
5,4

% de
. Linfée,
CD4+
0,6 n.r. n.r. n.r. n.r.
;8 nr. 0.1 n.r. <4,2
0,4 353 45,6 1,29 <4,2
1,2 n.r. n.r. n.r. 6,6
0,4 nr n.L. nr 31
11727/ n.r. n n.r. =4
1,4 49,6 42,6 0,8 65,4
0,4 237 38,1 1,6 132
1,0 1T 1.1 nr 4,1
0,4 16,0: =655 4,09 2,6
0,2 56,0 35,0 0,63 4,3
2,9 36,1 45,4 1,70 4,1%
5,4 16,9 12,0 1,40 L9
0,0 76,5 15,0 0,20 11,6
216 n.r. n.r. n.r. 8,0
0,4 57,5 7,8 0,14 253
0,6 57501 " 36:0 0,63 2310
0,0 69,5 11,4 0,16 8,0
0,6 74,6 8.4 0,11 il
0,2 76,8 19,4 0,25 8,0
0,4 5556 19,1 0,34 17,4
0,2 ST 3551 0,61 115
0,6 6576 1190 0:31 13,4
0,8 9,6 THLJ1 0,07 6,9

Macréf. - Macréfagos; P.M.N. - Polimorfonucleares Neutréfilos; Eosinéf. - Eosinéfilos; N - Ndo fumador; S - Fumador; Ex - Ex-fumador; n.r. - Ndo realizado.
(*) Nos casos indosedveis atribuiu-se o valor entre 0 e o limite inferior de doseamento.
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Comparativamente aos doentes com asma bronquica
este grupo apresentou valores significativamente mais
baixos quer da Capacidade Vital For¢ada (91,1+17,2 %
do tedrico vs 108,6+17,8%; p=0,03) quer da difusdo de
CO (DLCO- 84,1+33,9% vs 132,3£17,2%; p=0,005;
DLCO/VA- 76,3+23,7% vs 111,74£20,5%; p=0,01).

As alteragdes radiolégicas eram discretas, sendo
mais evidentes nos doentes n.°s 19 e 20 com um padrio
p 1/0 e u 2/2 (Classificagdo ILO/UC 1980).

Despiste de atopia e IgE especifica - dois doentes
com asma bronquica eram atépicos (n.°s 6 e 8),
apresentando positividade na pesquisa de IgE especifica
para alergénios ambienciais comuns (Phadiatop).
Ambos tinham IgE especifica para uma mistura de
fungos (CAP-RAST positivo para Mx1I) e, o doente n.° 6,
testes «prick» e RAST positivo aos dcaros do pé da
casa. O doente n.°2, com IgE de 856 kU/L, apresentava
IgE especifica para o Acarus siro e Tyrophagus
putrescentiae (CAP®RAST classe 2). Os niveis de IgE
total ndo diferiram significativamente entre os doentes
com asma - 108 kU/L - e pneumonite de hipersen-
sibilidade - 152 kU/L (médias geométricas).

Em nenhum dos 20 doentes se encontrou IgE
especifica para o Penicillium frequentans no
CAP®RAST.

Lavagem broncoalveolar (LBA) - os resultados da
andlise do liquido de lavagem broncoalveolar estio
representados no Quadro II. Neste grupo de doentes a
celularidade total e o n.° absoluto de linfécitos na LBA
correlacionou-se inversamente com os pardmetros
funcionais respiratérios (TLC, CVF, DLCO, DLCO/VA;
p<0,05 qualquer das correlagbes); o n.° absoluto de
linfécitos CD8+ correlacionou-se inversamente com a
difusdo de CO (DLCO/VA, r=-0,55; p=0,02; n=13).

Os volume recuperado foi ligeiramente mais baixo
nos doentes com asma brénquica, mas sem diferenga
estatisticamente significativa (103+32ml vs 120+£13ml).
Os doentes n.°s 12 a 20 apresentaram um maior nimero
de células na LBA (13,3+6,9 vs 1,6+0,8x10° ml';
p<0,001), com intensa linfocitose e neutrofilia em 5 casos,
compativel com a «alveolite» linfocitica ou mista das
pneumonites de hipersensibilidade.

Comparando os dois grupos, os doentes com o
diagnéstico de asma bronquica apresentaram um maior

QUADRO III - IgG e IgE total e especifica nos doentes com asma (n.° 1 a 11) e pneumonite de
hipersensibilidade (n.° 12 a 20). As precipitinas e IgG especifica para o Penicillium frequentans
predominam nos doentes com pneumonite de hipersensibilidade.

1 1 124 - - +
2 1070 856 - - -
3 1100 130 - - -
4 1421 56 - - -
5 1074 715 - - -
6 1040 604 + + -
i 1067 115 - - -
8 1450 61 + + -
9 1312 101 - - -

10 1383 43 - - =

11 1615 163 - - -

média 1253 203
dp. =207 270

12 4488 141 - - -
13 2358 S5 - = -
14 1540 69 - =
15 1543 15 - -
16 1864 504 - -
1 1473 152 - -
18 1460 1540 . -
19 2578 1930 - -
20 2149 15 - -

L+ + + + + + +

midio 1864 - a7 =
dp 965 709

331 5,2 4,1 73
9,0 27 3 6,5
21,5 27 4,2 3,9
10,8 4,6 359 6,9
7.0 32 4,0 59
5.9 123 57 9.4
8,2 82 5.4 12,0
8,4 52 4,6 6,1
5,3 10,5 4,5 8,6
.9 4,9 4,8 10 8
121 7 5.5 8,6
iL7 6,1 4,4 8,0
83 52 0,6 2,0
16,6 149,0 4,3 6,4
63,3 46,0 4.4 8,4
78,1 85,7 5,5 8,7
92.1 112,0 4,4 7,6
177,0 44,0 6,3 8,2
49,4 48,3 4,4 10,3
67,9 30,3 5,4 24,5
167,0 159,0 4,7 9,6
92,1 121,0 79 22,0
89,2 88,4 53 117
52 8 48,8 12 6,6

(*) Estdo indicadas as diluigdes utilizadas; a reacitivade obtida com o diluente foi para a IgG de 2,1% R e para a IgG4 de 2,5% R.
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Fig. 2 - Pesquisa de IgG especifica nas amostras de lavagem broncoalveolar (LBA) (em cima) e no soro (em baixo) em trés dos doentes estudados.

Estdo representados os resultados com: -
—#&— Altern. alternata

—&— penic. frequentans —®— penijc. notatum
~ B. verrucosa

nimero relativo de macréfagos alveolares (p<0,001) e
de eosindfilos (p<0,001) e um «ratio» de linfécitos
CD4+/CD8+ superior (1,7£1,4 ; p<0,01). Neste grupo,
o nimero absoluto de neutréfilos na LBA correlaciona-se
inversamente com os Volumes Pulmonares (CPT,
r=-0,71; p=0,02; CVF, r=-0,58; p=0,06) e directamente
com o tempo de exposi¢do (r=0,70; p=0,03).

Os doentes com pneumonite de hipersensibilidade
caracterizaram-se por um aumento significativo da
propor¢do de linfécitos (p<0,001) e neutréfilos
(p<0,005), assim como dos niveis de Albumina e IgG
(p<0,001) e um predominio de linfécitos CD8+ (CD4/
/CD8=0,31%0,07).

Anticorpos precipitantes para o Penicillium
frequentans - a pesquisa de anticorpos precipitantes
(precipitinas) revelou-se positiva em 8 doentes (40%)
e particularmente associada ao diagnéstico de
pneumonite de hipersensibilidade (7/9, %?=7,08; p<0,01)
(Quadro III). Este grupo apresentou, também, niveis
séricos de IgG significativamente mais elevados do
que os doentes com asma bronquica (18644965 mg/dl
vs 1253£207mg/dl; p<0,001).

Quantificacdo de IgG especifica para o
Penicillium frequentans por doseamento fluoro-
-enzimo-imunolégico - dadas as concentragdes elevadas
de IgG nas amostras de soro e da LBA, particularmente
nos doentes com pneumonite de hipersensibilidade,
estudamos inicialmente a curva dose-resposta de dois
casos com pneumonite de hipersensibilidade e
precipitinas positivas (n.°s 19 e 20) e de um caso com
asma e precipitinas negativas (n.° 5) (Fig. 2).

Os resultados obtidos (Fig. 2) demonstram que com
dilui¢des inferiores a 1:1000, para as amostras de soro,
e 1:10, para as amostras de LBA, poder4 haver alguma
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ligacdo inespecifica daIgG a fase sélida, nomeadamente
pela resposta obtida com antigénios irrelevantes
(nomeadamente a Betula verrucosa). A partir destes
resultados, todas as amostras de soro foram estudadas
diluidas a 1:1000 e as da LBA a 1:10, correspondendo
as zonas intermédias das curvas dose-resposta e a
concentragGes de IgG total nessas amostras <4,5 mg/
/100ml para o soro e <4,9 mg/100ml paraa LBA. Com
estas dilui¢des, a concentragdo média de IgG total nas
amostras testadas foi, nos doentes com pneumonite de
hipersensibilidade, de 1,86+0,96 mg/dl para o soro e
2,71£1,43 par a LBA (p=0,23).

Encontramos niveis significativamente mais
elevados de IgG especifica no soro e na LBA dos
doentes com pneumonite de hipersensibilidade (p<0,001
para ambas as amostras) (Quadro III e Fig. 3). Do
mesmo modo, os niveis de IgG especifica foram mais
elevados nas amostras de doentes com precipitinas
positivas (soro 94,6+51,9 vs 16,7£16,7 %R; p<0,001;
LBA 41,1+10,8 vs 21,6+41,8 %R; p=0,001).

Dado o liquido da LBA ser, a partida, uma amostra
com dilui¢do varidvel individualmente, normalizamos
os resultados obtidos nas amostras de soro e da LBA
pelas respectivas concentragdes de IgG total. Ao
comparar assim as duas amostras, ndo se verificaram
diferencas significativas dos niveis médios de IeG
especificano soro ou LBA dos doentes com pneumonite
de hipersensibilidade (47,1425,7 vs 37,9%11,3 %R/gG
mg%; p n.s.). No entanto, nfio se encontrou correlagdo
entre os niveis de IgG nos dois compartimentos, tendo
4 dos 9 doentes apresentado maiores concentracdes na
LBA (Fig. 4).

O coeficiente de variagfo intra-ensaio numa amostra
positiva (LBA do doente n.° 19) foi de 3,1 %.
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Fig. 4 - Valores individuais de IgG especifica nos doentes com pneumonite de hipersensibilidade, normalizados
em relagdo a concentragdo de IgG total em cada amostra. Os niveis médios de IgG especifica ndo diferiram
significativamente no soro e lavagem broncoalveolar (L.B.A.) dos doentes - 47,1£25,7 vs 37,9+11,3 %R/IgG
mg%; p n.s. No entanto, 4 dos 9 doentes apresentado maiores concentra¢des na L.B.A.
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Pesquisa de IgG4 especifica para o Penicillium
JSfrequentans - os resultados obtidos para a IgG4 foram,
em percentagem do soro de referéncia, muito inferiores
aos dalgG, mesmo quando se utilizaram as amostras de
soro apenas diluidas a 1:100 e as da LBA integrais
(Quadro I1I). Osresultados naLBA foram mais elevados
que os obtidos nas amostras de soro (9,7+4,9 %R vs
4,8£1,0 %R; p<0,0001, teste de Wilcoxon) o que se
verificou também em qualquer dos grupos.

A IgG4 correlacionou-se com a quantidade de IgG
especifica no respectivo compartimento (soro ¢ LBA
r=0,46; p=0,04) e, na LBA, com os niveis séricos
(r=0,58; p=0,01). Os niveis de 1gG4 especifica nio
diferiram significativamente nos doentes com ou sem
precipitinas, quer no soro quer na LBA (dados omitidos).

Relacdo da IgG especifica para o Penicillium
Jrequentans com parametros da avaliacdo clinica e
da LBA - neste grupo de 20 doentes com sintomas
respiratorios atribuidos a exposi¢do ocupacional na
indudstria da corti¢a, encontrdmos uma correlacado
significativa entre os niveis de IgG especifica para o
Penicillium frequentans na LBA e a deterioragio
funcional respiratéria (CVF r=-0,48; p=0,04; DLCO/VA
r=-0,55; p=0,02; DLCO r=-0,65; p=0,006). Contudo,
ndo houve qualquer correlagio significativa com os
niveis de IgG especifica no soro.

Do mesmo modo, os niveis de IgG especifica na
LBA correlacionam-se melhor que os do soro com a
intensidade da resposta inflamatéria no pulmio
profundo quando avaliada pela LBA (Quadro IV).

No grupo de doentes com pneumonite de
hipersensibilidade a IgG especificana LBA, mas nio a
do soro, correlacionou-se inversamente com a CVF
(r=-0,78; p=0,03) e, directamente, com o n.° de células
(r=0,58; p=0,01) e de linf6citos na LBA (r=0,75;
p=0,03), quer CD8+ (p=0,04) quer CD4+ (p=0,04). No
grupo com asma brdnquica apenas se encontrou
correlagdo com a quantidade de Albumina na LBA
(r=0,76; p=0,02).

DISCUSSAOQ

Numerosos estudos tém demonstrado a presenca de
anticorpos precipitantes e IgG especifica no soro de
doentes expostos a inalagdo crénica de antigénios
orginicos e que, por esse facto, podem desenvolver
uma pneumonite de hipersensibilidade. Esses antigénios
podem estar presentes em diversos ambientes
ocupacionais, como € o caso da inddstria da cortica®'8,
da criag@o de aves', da agricultura®, da exposicio a
humidificadores®*' e mesmo a compostos quimicos,
como 0s isocianatos?2.

A demonstragio de anticorpos precipitantes para o
antigénio em causa é hoje considerado um marcador de
exposicdo e ndo de doenca'’® sendo a ndo
estandardizacdo dos métodos de pesquisa in vitro a
principal dificuldade na sua valorizagdo clinica®. No
caso do Penicillium frequentans, a positividade em
trabalhadores expostos varia entre os 16%'% e 32% e,
em doentes, dos 81% nas formas de pneumonite de
hipersensibilidade a 27% nos doentes com quadros de
asma’. No entanto, em nenhum dos estudos publicados
até a data'®**® a presenca de precipitinas se relacionou
com as alteragdes espirométricas, radiograficas ou da
lavagem broncoalveolar.

O desenvolvimento de métodos imunoquimicos
mais recentes tem permitido uma melhor caracterizagio
dos anticorpos e antigénios envolvidos e, pela sua
quantifica¢@o, uma informagdo mais precisa da relagcio
destes com a exposicdo e fases clinicas da doenga 12627,
O CAP® System é um sistema recentemente
desenvolvido, que utiliza uma fase s6lida hidrofilica,
com uma larga superficie e capacidade de ligacdo ao
antigénio, calculada em cerca de 50 vezes superior 4 de
um tubo plastico'>. Tem sido sobretudo utilizado para
a pesquisa de pequenas quantidades de anticorpos
especificos no soro, como € o caso dos anticorpos da
classe IgE. Ao permitir obter uma maior sensibilidade
em relagdo a outras fases sélidas cldssicas'?, uma
quantificagdo rdpida ¢ uma automatizac¢io facil,
pareceu-nos ideal a sua aplicacdo na deteccdo de
anticorpos especificos, quer no soro quer na LBA.

QUADRO IV - Coeficientes da correlaciio de Spearman e valor de p (itdlico), entre os niveis de IgG
especifica para Penicillium frequentans e os dados da lavagem broncoalveolar.

LBA 0,813 0,783 0,820

(0,0004) (0,00006) (0,0004)
Soro 0,749 0,765 0,742
(0,001) (0,0009) (0,001)

0,929 0,890 0,698 0,924

(0,001) (0,002) . (0:002) (0,0001)
0,627 0,800 0,646 0,694
(0,03) (0,05) (0,005) (0,003)

IgG espec. - IgG especifica; n - n.° casos; Linf - Linfécitos; PMN - Neutréfilos; LBA - Lavagem broncoalveolar.
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Neste estudo incluimos 20 doentes com queixas
respiratorias associadas a uma longa exposi¢do na
industria da corti¢a (Quadro I). Apesar de todos os
doentes incluidos no grupo de asma brénquica referirem
agravamento dos sintomas durante a exposicdo
ocupacional, com melhoria aos fins de semana e férias,
apenas em cinco foi possivel documentd-lo
objectivamente, através da monitorizagao dos DEMI
(Fig.1). Nos outros casos, o diagndstico de asma
ocupacional ndo pode ser estabelecido, embora a
existéncia de obstrucgdo reversivel das vias aéreas e/ou
hiperreactividade bronquica inespecifica nos tenha
levado a agrega-los, neste estudo, a esse mesmo grupo.
A realizagio sistemdtica da LBA nestes doentes
integrou-se num protocolo de diagndstico da patologia
respiratdria nos trabalhadores da industria da cortica
uma vez que, na nossa experiéncia®, nio existe
concordancia absoluta entre a apresentagio clinica e o
diagndstico final apés LBA, particularmente nas formas
com sintomas bronquicos.

Em relacdo aos doentes classificados como
pneumonite de hipersensibilidade (Quadro I e IT) apenas
dois apresentaram avalia¢do funcional respiratéria
normal, apesar de uma alveolite linfocitica intensa e
sintomatologia tipica. Estes achados poderdo sugerir
um estadio mais precoce do envolvimento intersticial,
apenas detectdavel por métodos mais sensiveis?.

Nesta série, as alteragdes radiograficas foram
minimas, tendo apenas dois casos apresentado padroes
intersticiais (n.°s 19 e 20), o que estd de acordo com a
ja descrita baixa sensibilidade deste exame para o
diagnéstico de pneumonite de hipersensibilidade> %,

A andlise das células da LBA nesta populagio
permitiu-nosidentificar dois perfis diferentes: um grupo
com intensa alveolite linfocitica de predominio CD8+
(CD4/CD8=0,3140,07) associada ou ndo a neutrofilia,
0 que caracteriza habitualmente as pneumonites de
hipersensibilidade®®; outro, com aumento do nimero
de eosindfilos e neutrofilos, e linfocitose moderada
com «ratio» CD4/CD8 mais elevado (1,7+1,4), que
acompanha a asma bronquica’'. Apesar da existéncia
de dois perfis celulares distintos na LBA, de acordo
com o valor desta técnica na orientag@o diagnéstica da
Suberose® constatamos algumas excep¢des. Assim, a
associacao de uma alveolite linfocitica intensa (CD8+)
com registo de DEMI seriado positivo em dois casos
(n.°s 7e 11, Quadro II), conjuntamente com um doente
ndo fumador com pneumonite de hipersensibilidade e
padrdo funcional respiratério de tipo enfisema (n.° 17),
confirmam as observac¢des que apontam para uma néo
rara associa¢do do envolvimento das vias aéreas a
doencga do intersticio® 334,

Apenas dois doentes foram positivos no despiste de
atopia in vitro (Phadiatop). Num outro, foi possivel
demonstrar a sensibilizacdo a dcaros de armazém.

20

Nenhum evidenciou a presenca de IgE especifica para
o Penicillium frequentans. Apesar de, teéricamente, a
presenga de anticorpos IgG poder interferir com a
detec¢do de IgE especifica, a grande capacidade de
ligacdo de antigénio da fase soélida utilizada -
- ImmunoCAP® (Kabi-Pharmacia) - e os baixos niveis
de IgG especifica no soro dos doentes com asma, torna
menos provavel este tipo de interferéncia'?.

No entanto, ndo foi objectivo deste estudo clarificar
a etiologia da asma ocupacional dos doentes expostos
na industria da cortiga. A exposi¢do a multiplos fungos
que podem induzir sensibilizacdo com produgdo de
IgE, como sdo as espécies Penicillium e a Alternaria >,
levaria a suspeitar de alergia a fungos em alguns destes
doentes. De facto, esse podera ser o caso dos doentes
n.% 6 e 8 (Quadro III) mas, de um modo geral, a atopia
ndo parece caracterizar este grupo de doentes asmaticos.
Estes dados, conjuntamente com a correlacio
encontrada nestes doentes entre o nimero de neutr6filos
naLBA, os Volumes Pulmonares e tempo de exposigio,
poderdo favorecer mais um mecanismo inflamatério do
que imunoldgico, dependente de uma longa exposi¢do
industrial, tal como tem sido proposto para outras
formas de asma ocupacional®®*. Uma avaliacdo mais
detalhada destes doentes poderd vir a esclarecer este
ponto no futuro.

No nosso estudo as precipitinas para o Penicillium
frequentans (Quadro III) estiveram presentes num dos
doentes com asma (9%) e significativamente associadas
as pneumonites de hipersensibilidade - 7 dos 9 casos
(77,8%) - como seria de esperar®. Contudo, dois doentes
com este diagndstico foram negativos: o n.° 12, que
curiosamente apresentou um valor baixo na pesquisa
de IgG especifica no soro, mas ndo na LBA, e on.° 13
que, dado o valor de IgG especifica (63,3 %R) podera
ter sido um falso negativo. De facto, apesar da
concordéncia entre diferentes métodos de precipitagéo
em gelose para a pesquisa de anticorpos precipitantantes
ser genéricamente boa*’, a utilizagao de uma técnica de
precipitagcdo com maior volume de soro e antigénio e
maior tempo de difusdo, do que a por nds usada,
poderia ter maior sensibilidade!” *. Considerando a
média mais dois desvios padrdes dos valores de IgG
especifica obtidos no soro dos doentes com asma como
limite inferior para a positividade do teste (i.e. 28,3 %R) a
concordancia entre os dois métodos foi excelente - 19 dos
20 casos testados. No mesmo sentido, verificimos que
os niveis de IgG especifica foram significativamente
mais elevados nas amostras dos doentes com precipitinas
positivas. Assim, estes dados sugerem-nos que, nas
diluicdes utilizadas, o método é suficientemente sensivel
para detectar anticorpos precipitantes para o Penicillium
frequentans.

Na pesquisa de IgG especifica observamos, para as
amostras positivas, alguma reactividade com outros

REV. PORT. IMUNOALERGOL - ABRIL / JUNHO /1996



antigénios, quando se testaram dilui¢des menores das
amostras (Fig. 2). Em parte, essa reactividade poderd
ser devida a ligacdes inespecificas da IgG 2 fase sélida
e/ou aos antigénios testados, e que se poderd atribuir as
elevadas concentragdes de IgG total nestas amostras
como, alids, tem sido verificado noutros métodos
imunoenzimadticos que pesquisam IgG especifical®.
Outra hipétese, é a antigenicidade cruzada®, como
parece sugerir a curva de titulacdo das amostras do
doentes n.%s 19 e 20 face ao Penicillium notatum e ao
Jfrequentans (Fig. 2). Ensaios preliminares sugerem-nos
que a pré-incubagdo da fase sélida com o diluente
proteico podera reduzir um pouco aligagio inespecifica
a fase solida em dilui¢des mais baixas, sem diminui¢io
da reactividade com o Penicillium frequentans
(observagdes nio publicadas). Ensaios futuros poderio
esclarecer melhor estas hipdteses.

Uma das vantagens do método de doseamento fluoro-
-enzimo-imunolégico utilizado no nosso estudo é a
possibilidade de uma quantificacdo precisa do titulo
desses anticorpos. De facto, quando compardmos as
quantidades de IgG especificana LBA dos doentes com
pneumonite de hipersensibilidade relativamente as do
soro, ap6s normalizagdo em relagdo as respectivas
concentragdes de IgG total (Fig. 4), foi possivel verificar
que, apesar de ndo diferirem significativamente em
valores médios, ndo houve correlacio entre elas e 4 dos
9 casos aparentavam concentragdes superiores na LBA.
Pelo facto destes doentes terem no LBA concentragdes
de IgG total cerca de 3,5 vezes superiores as do soro,
quando comparadas as respectivas concentragdes de
Albumina (mediana do quociente IgG/Albumina- 1,73
no LBA versus 0,45 no soro, p=0,006 teste de
Wilcoxon), os resultados obtidos sugerem a existéncia
de titulos elevados de IgG especifica na superficie
broncoalveolar dos doentes com pneumonite de
hipersensibilidade. A favor de uma relativa
independéncia dos dois compartimentos na resposta
humoral ao Penicillium frequentans, sio também os
resultados dos doentes n.°s 1 e 12, com titulo elevado
num compartimento e negativo no outro (Quadro IIT).
O interesse da medi¢&o da IgG especifica nas amostras
obtidas do pulméo profundo foi bem aparente no nosso
estudo, pelas correlacdes significativas obtidas com as
perturbagdes funcionais repiratdrias e com as alteracdes
inflamatdrias da LBA, que foram de menor significado
ou ndo demonstrdveis quando se analisaram os
respectivos valores séricos (Quadro 1V). Apesar do
papel daresposta humoral na patogenia das pneumonites
de hipersensibilidade continuar a ser controverso®+40 e
ter sido progressivamente abandonado®*%, os nossos
dados reforcam observa¢des mais recentes** que
sugerem que a formagio local de complexos antigénio-
-anticorpo participa de modo importante na ampliag¢io
inflamatdria e activagdo celular do pulmio profundo,
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consequente a inalagdo crénica do antigénio.
O alargamento deste estudo a uma série maior de
doentes, sobretudo se observados longitudinalmente,
poderd dar maior consisténcia a esta hipétese.

Emrelagdo algG4 especifica, os valores encontrados
foram bastante inferiores, como seria de esperar pela
concentragdo relativa deste isotipo em relagdo a IgG
total**. A correlagdo encontrada, quer na LBA quer no
soro, com as concentragdes de IgG especifica estdo em
parte de acordo com a presenga de anticorpos deste
isotipo em situagdes de estimulagfo antigénica crénica®.
A ausénciade umarelagio evidente entre a sua presenca
e concentragaorelativa, e os diferentes grupos clinicos,
parametros funcionais e da LBA, ndo nos sugerem uma
participagdo patogénica nem um contributo importante
no diagndstico da doencga, como tem sido também
referido noutras formas de pneumonite de hipersen-
sibilidade!".

Em conclusio o método de doseamento fluoro-
-enzimo-imunoldgico que avalidmos permite, nas
dilui¢des utilizadas, a detecg@o de IgG especifica para
o Penicillium frequentans em doentes com precipitinas
positivas. Além dissso, a correlacido dos seus niveis
com as altera¢des funcionais e com a intensidade da
resposta imune/inflamatéria do pulmio profundo, leva
a prever que possa constituir um método 4til para o
diagnéstico e avaliacdo evolutiva da Suberose.
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