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OBJECTE

D'entre els tractaments d'utilitat clínica més no

toria de l'asma extrínseca, patología molt comú. a la nos-

tra ciutat i que afecta amb molta freqüencia a la pobla-

ció infantil, Ós de destacar la hiposensibilització espe-

clfica en front l'al.lergen desencadenant. Actualment,

s'adxnet la teoria segons la qual el mecanisme d'acció

d1 aquesta immunoterápia, comporta la formaciÓ d'anticos-

sos bloquejants corresponents a la classe IgG i que ac-

tuen competitivament amb la IgE especifica per al mateix

al.lergen.

Fins ara s'han proposat dues técniques per fer pa

lesa 1'existencia d'anticossos bloquejants. Aquest tre-

ball comprán un estudi deis dos métodes i desenvolupa ion

tercer assaig, capag de demostrar la presencia d'un fac-

tor bloquejant indos a la fracciÓ IgG.

Aquesta tesina intenta, també, aprofundir en el

mecanisme d'inactivació "in vitro" del sistema del comple

ment al serum de pacients asmátics, prévia incubació amb

l'al.lergen específic, ja que no es coneix per quina via

es produeix l'esmentada inactivació, ni si hi está involu

erada la IgE específica.



1. INTRODUCCIÓ



1.1.- MECANISMES IMMUNITARIS

El concepte d'immunitat engloba a tot el conjunt

de manifestacions que alguns éssers vius són capagos de

desenvolupar davant qualsevol agent invasor o provocació

antigénica que pugui alterar el seu funcionament ...habi-

tual.

La funció principal del sistema immunitari és,

per tant, la de mantenir la integritat de l'organisme.

Compta per aixó amb dos mecanismes defensius: el siste-

ma defensiu específic i el sistema defensiu inespecífic.

El darrer d'ells és el que primer intervé i está

format per factors humorals i cel.lulars de naturalesa

molt variada. Així, es troben la barrera cutáneo-mucosa,

que inclou substancies tipus lisozima i factors fisico-

químics com el pH i el sistema reticle histiocitari, que

compren macrofags i micrófags. La resposta inflamatoria

aguda a organismes o substancies estranys té. un valor pro

tector beneficiós: augmenta la permeabilltat capil.lar

que implica la transsudació de polinuclears i monocits i

la de factors series bactericides com la proteina C reac-

tiva/ la properdina i el sistema del complement, que con-

juntament poden destruir vina varietat de microorganismes

en presencia de Mg++. .

Quan fracassa la defensa inespeclfica, prenen

part els elements del sistema específic. Dins d'aquest

sistema es troben els linfocits-T i els linfocits-B, les
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dues cél.lules immunocdjmpetents que actuende manera se-

lectiva i diferenciada i donen lloc a dos tipus de respos

ta que reben el nom d'immunitat del.lular i immunitat hu-

moral respectivament. Tots dos tipus de cél.lules deriven

d'una cél.lula pluripotencial anomenada unitat formadora

de colonies o U.F.C. (HAM 1977). A partir de la U.F.C. es

desenvolupen cél.lules de tipus blastic que proliferen i

posteriorment es diferencienen linfécits-B, que passen a

la circulació general i a través d'aquesta a la melsa i

teixits linfétics, excepte el timus. Aqn&ests primers lin-

focits-B sén inactius immunologicament, només després del

primer contacte amb ion antigen es transformen en linfocits

B actius i competents. Aquesta activaciSS té lloc, a l'ho-

me, en el teixit linfátic intestinal associat o T.L.I.A.

Els linfocits-B actius, en un segon contacte amb

el mateix antigen i mitjanq.ant la cooperacié o activació

deis immunocits donen lloc a cél.lules plasmatiques que

s'encarreguen de la síntesi d'un anticos especlfic.

Hi ha U.F.C. que emigren cap al timus; aleshores

originen allí cél.lules més grans de tipus linfoblastic,

que proliferen i es diferencien, donant lloc ais linfo-

cits-T. Aquests linfécits-timus dependents poden ésser ac-

tivats per un segon antigen, resultant oél.lules immunolé-

gicament actives. Després d'un segon contacte amb el ma-

teix antigen els linfocits-T.actius es multipliquen i es

transformen en cél.lules blástiques anomenades immunocits

que, en créixer i dividir-se i mitjangant. la secreció de
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linfocines, donaran lloc a la immunitat cel.lular.

Tal cora s'ha vist, el desenvolupament de la respos:

ta immunitária está condicionat al contacté amb unes subs-

táncies anomenades antígens o immunógens. Els factors que

proporcionen la propietat antigánica són complexos, peró

hi ha unes condicions que sempre s'han d'acomplir cora són:

exogenicitat, volum molecular, cert grau de coraplexitat

química,... (FUNDENBERG 1978). Malgrat que totes aqüestes

condicions es reuneixen quasi sempre en macromolecules,

nomós una petita porció de la raacromoléculá es combina amb

els anticossos. Aquesta área que determina 11especificitat

de la reacció antigen-anticós s'anomena determinant anti-

genic.

Com ja s'ha esmentat, els linfócits-B i les cél-

lules plasmátiques, derivades deis primers donaran lloc a

la producció d'anticossos. Els anticossos són immunoglobu

lines encarregades de la funció immunitária. A l'home

s'han pogut diferenciar cinc tipus estructuráis: IgG, IgM,

IgA, IgD i IgE. L'estudi de les immunoglobulines s'ha rea-

litzat principalment mitjangant tres tecniques! tractament

químic (en general, reducció), digestió enzimática amb pep

sina, papaina i plasmina i cristal.lografia de raigs X

(PLAYFAIR 1979).

Tots els estudis estructuráis de les immunoglobu-

lines mostren dos tipus de cadenes peptfdiques: cadenes

lleugeres i cadenes pesades, Les cadenes lleugeres poden

ser : k i X, i mai no es troben a la vegada a la mateixa mo
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lécula. Les cadenes pesades determinen els cinc tipus d'im

munoglobulines i són: y, a, y, ó i e. Recentment s'han es-

tablert subclasses a les cadenes y, a i y, així hi ha: ca-

denes n, y2, Y ¿ , Y4 , alt a2, ot3, \í\ i Vz-

Cada molécula d1immunoglobulina está constituida

per quatre cadenes peptídiques, aparéllades de manera que

la unitat está configurada per dues meitats idéntiques,

cada una formada per una cadena pesada i una cadena lleu-

gera. Les quatre cadenes están unides mitjangant ponts di.

sulfur establerts entre els aminoácids cisteina.

Per microscopía electrónica s'ha observat que la

IgG adopta forma de "Y", i les seves branques poden obrir-

se fins a 180°.C grácies a l'existéncia d'una regió que fa

de frontissa. També s'ha vist que les porcions N-terminals

de les cadenes pesades i lleugeres mostren una variació

considerable d'aminoácids i aqüestes zonas són les que de-

terminen 1'especificitat per a un antigen.

Quan la molécula intacta s1 activa, les regions va-

riables de les porcions termináis de les cadenes lleugeres

i pesades poden unir-se a 1'antigen. Els aminoácids que de

terminen la geometría interna de les regions d'unió a 1' an

tigen són els que ocupen les zories'd'hipefvariábilitat, do

nant lloc a la diversitat d'anticossos que permet establir

una especificitat antigénica elevada (CAPEA 1977).

Les caracterlstiques. principáis de les cinc immuno

globulines es troben resumides a les taules la i Ib.
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1.2.- REACCIONS IMMUNIT&RIES

Després d'un segon contacte amb 1’antigen, es des;

envolupa la resposta secundaria rapida q^ie pot acompanyar

se de lesions tisulars, produint les anoanenades reaccions

immunitáries d'hipersensibilitat.

Les reaccions d'hipersensibilita.lt varen ésser es-

quematitzades per COOMBS iGELL (1974) que les resumeixen

en quatre formes de reacció, a les que posteriorment s'ha

incorporat una cinquena que engloba el tipus estimulatori.

Els tipus 1,11,111 i V depenen éte la interacció

d'un antigen amb anticossos humorals i reben el nom glo-

bal de reaccions d'hipersensibilitat imnsediata. El tipus

IV constitueix les reaccions d'hipersensibilitat retar-

dada.

El tipus I o reacció anafiláctica o atopica com-

prén reaccions degudes a anticossos de la classe IgE, a-

nomenats reagines, que es fixen a les cel.lules grasses,

és á dir, mastócits i basofils. L'antigen reacciona amb

les IgE, unint-se a través del fragment Fe de la molécu-

la (fragment cristal.litzable); aleshores es produeix la

degranulació de les cel.lules sensibilitzades per les

reagines i 1'alliberament de mediadors gaímics, tal com

histamina, bradiquinina> substancies de reacció lenta

(SRS) i altres substancies actives responsables de les ma

nifestacions qufmiques. Dins d'aqúest tipus de reaccions

d'hipersensibilitat s'inclouen la rinitis-al.lérgica,
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l'asma extrínseca, al.lérgica o atopica, l1eczema atépic,

la urticaria al.lérgica i el xoc anafiláctic.

El tipus II inclou les reaccions citotoxiques o

citolítiques degudes áJ.la producció de lesions cel.lulars

directes pels anticossos. En aquest cas, 1'antigen está

unit a la cél.lula, pero la lisi ve determinada per la in

tervencié del sistema del complement. L'antigen pot ésser

un component de la propia cél.lula (reaccions postransfu-

sionals, malaltia hemolítica) o bé vina substancia estra-

nya, gairebé sempre un hapté que es fixa a la superficie

cel.lular per afinitat bioquímica (és el cas de les hemo-

paties per al.lérgia medicamentosa). En aquest tipus de

reaccions intervenen principalment immunoglobulines de ti.

pus M i G.

El tipus III, també anomenat hipersensibilitat 1
*

mitjangada per complexos, inclou totes les reaccions pro-

duides per complexos immunitaris, és a dir, aquells tras-

torns a on els antígens circulants lliures formen comple-

xos amb anticossos humorals i condueixen a 1'activaciÓ

del sistema del complement i a l'agregació plaquetária.

El resultat de la formació d'aquests complexos "in vivo"

depén, per una part, de les quantitats absolutes d'anti-

gen i anticés que determinaran la intensitat de la reac-

cié i, d'una altra, de les próporcions en qué es trobin,

perqué un excés d'anticos precipita els complexos que ten

deixen a localitzar-se a la porta d*entrada de 1'antigen,

produint-se reaccions de tipus ARTHUS; en' cas d'elevada
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proporció d'antigen es formen complexos solubles que po-

den donar lloc a reaccions sistémiques que s'engloben so-

ta el nom de malaltia del serum.

En el cas del tipus IV, la reacció apareix a les

10-12 hores de la injecciÓ de 1'antigen, desenvolupant-se

al máxim a les 24-48 hores. No és una reacció produida per

anticossos, sinó que és deguda a cél.lules, concretament

a linfocits-T i per tant s'anomena també de tipus cel.lu-

lar. Aquests linfócits a la seva superficie tenen uns re-

ceptors específics que al contacte amb l1antigen provoquen

1 * alliberament de factors anomenats linfocines. Té lloc

en cas d'infeccions bacterianes, víriques i parasitaries

i en certes dermatitis de contacte.

La hipersensibilitat estimulatória o de tipus V

inclou les reaccions en les quals anticossos, que no fixen

complement, dirigits contra certs components de la super-

fície cel.lular produeixen una estimulació cel.lúlar no

destructiva.
_
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2. ASMA BRONQUIAL:



2.1.- CONCEPTE

L'asina és una malaltia que es caracteritza per una

resposta exacerbada de la tráquea i els bronquis en front

a diferents al.lergens, prévia sensibilització. Aquesta

resposta es manifesta per una constricció difosa de les

vies aéries; la gravetat varia de manera espontánia o bé

degut a la terapéutica (American Thotacic Society 1962,

FROHLICH 1976).

L'obstrucciS del flux de l'aire pels bronquis'i

bronquiols més petits d6na lloc a paroxismes recurrents de

disnea de tipus sibilant característic d'1 aquesta malaltia.

Essencialment, a la crisi d'asma participen el broncoes-

pasme, l1edema i la hipersecreció, que provoquen una dis-

minució de la llum bronquial produint txrastorns a la dina-

mica ventilatoria, pertorbant-se així 1'intercanvi gasós

alveolar (MUÑOZ-LOPEZ 1974).

En 1'esquema proposat per COOMBS i GELL per cías-

sificar les reaccions d'hipersensibilitzaciÓ (capítol 1.2.)

l'asma pertany al tipus I. Els individus hipersensibles

produeixen anticossos IgE després de l'exp’osició a l'al-

lergen. La majoria d'aquests anticossos JgE es fixen a la

superficie deis basófils i deis mastocits i, en -una segona

exposició, l'al.lergen s'uneix a dues molécules de 1'IgE

fixada i provoca la degranulad 6 de les cél.lules sensibó.

litzades mitjangant un increment de -la permeabilitat cel-

lular, alliberant-se.així els mediadors vasoactius que oca

13



sionen els símptomes d'al.lergia. A la figura 1 s*esquema

titza aquest procés.

En ocasions, l 'asma s'inclou dins del tipus III,

quan es manifesta per reaccions tardanes que apareixen

gradualment i agreugen de manera lenta, hores després del

contacte amb l'al.lergen; són degudes, probablement, a la

formaciS d'immunocomplexos (PEPYS 1977).
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2.2.- MECANISMES DE LA REACCIÓ AL.LÍCRGICA

2.2.1.- IMMUNOGLOBULINA-E

La importancia d'aquesta immunoglobulina esdevé

de la relació amb les reaccions d'hipersensibilitat de ti-

pus I. A 1966 es va demostrar que els anticossos reaglnics

que intervenen a la hipersensibilitat de tipus atopic, co-

rresponien a una sola classe d'immunoglobulina, laLlgE

(ISHIZAKA 1966). En condicions normáis o de salut, la con-

centració sérica de la IgE és molt baixa i només una peti-

ta proporció de cél.lules plasmátiques la sintetitzen, lo-

calitzant-se principalment a la mucosa bronquial, gástrica

i a les amigdales (MERLEN 1966). L'activitat reagínica del

serum humá i la seva relació amb la sensibilitat cutánia a

les malalties al.légiques van portar a la diferenciació i

caracteritzaciÓ de la IgE (ISHIZAKA 1967, JOHANSSON 1967a)

Posteriorment es va comprovar que s'unia selectivament i

majoritária a les cél.lules grasses, provocant l'allibera-

ment d'histamina (ISHIZAKA 19 70) .

Actualment les característiques de la immunoglobu-

lina E están ben definides grácies a estudis realitzats en

pacients amb mieloma múltiple (BENNICH 1974, DORRINGTON

1973). La proteina IgE té una mobilitat electroforética yj

un pes molecular d'aproximadament 190,000 daltons i un con

tingut de carbohidrats del 12 %. Les cadenes pesades són

de tipus épsilon amb 550 residus d'aminoácids incluint una

regió variable i quatre dominis constants: Cgl, C£2, C£3 i

16



C£4. La gran potencia biológica de la IgE resideix en la
capacitat d'associar-se a la superficie de mastocits i ba-

sófils, competencia que es troba en les estructures amino-

acídiques presents ais dominis C£3 i C' 4 (ISHIZAKA 19 75,
BENNICH 1974).

El paper fisiológic déla IgE 'encara és dubtós, pe-

ro s'ha vist que els nivells sérics augmenten molt en cas

d'infecció per certs parásits, sobre tot helmints; es pos-

tula si la histamina alliberada, degut. al contacte deis an

tlgens del parásit amb la IgE unida ais mastocits de la pa

ret intestinal, facilita l'expulsió deis intrusos (ROITT

1975) .

S'han fet nombroses investigacions amb el fi de

trobar una relació entre l'atópia i la. «guantitat d'IgE en

els mastocits, arribant a vegades a coraclusions contradic-

tóries (ISHIZAKA 1973); pero, estudis e¡Ss recents, indi-

quen que en cas d'atópia hi ha una corxelació entre la con

centració plasmática de la IgE i la quamtitat d'aquesta u-

nida ais basófils (CONROY 1976, GARCIA 1978). Hom pensa

que, un estat al.lergic podria reflectir-se en un augment

del nombre de receptors per la IgE, en la seva afinitat

per tais receptors o bé en la facilitat de produir-se el

"capping" amb un nombre inferior de molécules a la seva su

perfície*-

S'han aillat els receptors monovalents per la IgE

de la superficie deis mastocits i'basófils i s'han definit

com una glucoproteina d'un pes molecular de gairebé 60,000

(CONRAD 1978).
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L'estudi de la IgE plasmática cora a dada alterada

en pacients al.lérgics és indiscutible actualment. S'ha de

xnostrat que en la majoria deis malalts al.lérgics, els ni-

velis están augmentats (BARBERA 1977, MOGI 1977, WUTHRICH

1978) .

2.2.2.- IMMUNOGLOBULINA G I ALTRES IMMUNOGLOBULINES

A diferencia del paper que té la immunoglobulina E

en els procesos d'hipersensibilitat de tipus I, la influén

cia que pot representar la IgG está més obscura.

Hi ha . algunes reaccions asmátiques immediates, com

és el cas de sensibilitzacié a protelnes de la llet (PA-

RISH 1974) i a Dermatophagoides s.p. (BRYANT 1975), que te

nen lloc mitjangant una activitat reagínica semblant a l'o

riginada per la IgE. Aquesta activitat en un principi es

va anomenar "short-term sensitizing IgG" (ST-S IgG) i, pos

teriorment, s'ha vist que aquesta IgG pertany a la súbelas

se IgG4 (VIJAY 1977).

La intervenció de la proteina IgG^ en al.lérgics
és poc freqüent, l'accié d'alliberament de mediadors és

menys potent i, la seva activitat, s'ha atribuit a carác-

ters familiars hereditaris. Es respónsable de reaccions cu

tánies immediates i tardanes de 5-6 hores (BERRY 1977).

En malalts afectats d'aspergilosi broncopúlmonar

al.lérgica, s'ha detectat la intervenció de les subclasses

IgG2 i IgG3 com anticossos citofílics per a basofils cir-
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culants (ASSEM 1976). De la mateixa manera, en reaccions

asmátiques al.lérgiques no immediates están complicats els

anticossos reagínics IgE, IgG2, IgG^ i XgG^ i els anticos-
sos precipitants IgG. La formació d'imirmnocomplexos activa

ria el sistema del complement i produirfa, una degranula-

ció cel.lular per les anafilotoxines C3a i C5a; aleshores

hom podria parlar d'hipersensibilitat de tipus III (SCHOR-

LEMMER 1977). .

Els anticossos bloquejants desesmvolupats en el

tractament d'hiposensibilització especifica (capítol 2.5.1)

s'inclouen per la majoria d'autors dins de la fracció pro-

teica IgG (LICHTENSTEIN 1968, SOBOTKA 1976, WIDE 1976,

AALBERSE 1976, PAULL 1978, SHIMIZU 1978, HAMILTON 1979,

ZIMMERMANN 1980> GLEICH 1981).

Nombrosos investigadors han esfcmdiat els nivells

d'IgG, IgA i IgM, amb l'objectiu de des¡oobrir un mecanisme

immunologic operatiu en pacients asmaties (COLLINS-WILLIAMS

1967.i 1968, PALMA-CARLOS 1971,’ FROUCHTMAN 1971), pero no

s'ha trobat coherencia en les fluctuaci©ns. En un estudi

posterior (LIN 1977) es va observar un increment en els ni-

vells sérics d'IgM, sense variar les coo>centracions d'IgG

i IgA.

En pacients adults atdpics deficfents d'IgA s'ha

trobat-un elevat nivell d'IgE, superior ais malalts amb xi-

fres d'IgA normáis (KANOK 1978). Tambó s'han trobat nivells

d*immunoglobulina G en nens asmaties inferiors a poblacions

sanes. Pero amb tot aixo, coexisteixen els investigadors
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que no'.troben cap mena de variació ais nivells d'anticos-

sos IgG, IgA 5 IgM (CABABIEU 1972, JOHANSSON 1967 b).

2.2.3.- EL SISTEMA DEL COMPLEMENT

Clássicament, la hipersensibilitat immediata de

tipus reagínic té lloc sense la intervencié del comple-

ment: els mastócits i els basofils alliberen la histamina

quan la IgE fixada alia seva superficie, es combina amb

l1antigen i, aquesta immunoglobulina, no pot activar el

sistema del complement.

El sistema del complement representa un mecanisme

de defensa no específic que, normalment, es troba en es-

tat inactiu a la sang. Es pot activar per dues vies dife-

rents: la viá clássica, coneguda des de £a molt temps i

la via alterna, evidenciada mes recentment, que representa

vina via ancestral essencial.

Activada pels complexos antigen-anticos tipus IgM,

IgG^, IgG3 i, en menor grau, IgG3, agregats d'immunoglobu-
lines, complexos d'IgG amb proteina A estafilocScica, endo

toxines de certes bactferies, DNA, plasmina i tripsina (AG-

NELLO 1970, AUGENER 1971), en la via clássica intervenen

els components de C1 a C9. La via alterna convergeix amb

la primera en el component C3. i és activada per liposacá-

rids bacterials, inulina, diverses toxines, ions Mg i agre

gats d'IgA.i IgG4 (ALPER 1976, BUDKO 1976, MC CONNELL
1976). A la figura 2 s'esquematitza un resum d'aquests pro

cessos.
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Els efectes ocasionats en posar-se en marxa el sijs

tema del complement són variats. El principal i més cone-

gut és l'atac cel.lular i subsegüent lisi originada peí

complex... C5-C9; pero, a més a més, s'alliberen fragments

proteics que produeixen accions diverses, secundarles a

aquesta citolisi, com és, una agregaciÓ plaquetária i coa-

gulació intravascular (BOKISH 1970, MARNEY 1975), un incre

ment de la permeabilitat capilvlar, el fenomen d'adherén-

cia immune i altres.

Com ja s'ha esmentat, el sistema del complement

pot activar-se per diferents mecanismes, a partir de subs-

táncies de naturalesa molt variada. Hi ha patologies molt

concretes i definides a on s'ha observat que la formació

d'immunocomplexos IgG i IgM produeixen un consum de com-

plement (MC DUFFIE 1978, STOJAN 1978, SAGASHI 1978; SMITH

1978). També, en diversos déficits de y-globulines, hi ha

un increment de C3-PA com a mecanisme compensatori de la

manca d'immunitat humoral (NAKAJIMA 1978).

Són nombroses les malalties a on la determinació

de l'activitat complementaria o d'algún component particu

lar, té valor diagnostic. Fins fa poc, no s'havien obser-

vat immunocomplexos d'IgE que poguessin, per tant, produir

un consum de complement. Recentment s'han estudiat en pa-

cients atopics, immunocomplexos formats per anticossos

IgE i antigen, observant que .aquests augmentaven propor-

cionalment amb els símptomes clínics que apareixien des-

prés del test de provocació oral (BROSTOFF 1977 i 1979,
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PAGANELLI 1979). Més tard, en estudis d1immunocomplexos en

pacients asmátics es va veure una prevalenga d'aquests,

més alta en els malalts que havien rebut una terapia d'hi-

posensibilitzaciÓ (STENDARDI 1980).

Per una altra part, estudis realitzats incubant ba

sófils humans procedents d'individus al.lérgics han esta-

blert que 11alliberament d'histamina induida per la IgE o

per C5a és similar.

En quant al nivell de complement total en asmátics,

no s'han notat diferencies significatives, malgrat un sen-

sible augment de la taxa mitja de complement durant els es;

tats patoldgics en cas de pacients asmátics al pol.len

(BASTIDE 19 80) , que sembla ser degut al fet que en l'esta-

ció pol.línica hi ha més consum de complement que implica

un increment de la biosíntesi i que provoca, finalment,

una hipercomplementémia.

Hom sap que nombrosos al.lérgens són capagos d'ac-

tivar el complement "in vitro", ja per la via clássica o

la via alterna. Concretament, es coneix que la pols domés-

tica i l'ácar Dermatophagoides pteronyssinus, provoquen

l'activació del complement "in vitro" sense la intervenció

de la IgE (BERRENS 1975). Pero "in vivo", 1'stress antigé-

nic és insuficient per a que hi hagi un augment percepti-

ble en el nivell de complement serie (BASTIDE 1980). També

s'ha vist una correlació entre els anticossos IgE a pols

casa i la dosi d'al.lergen que ocasiona el broncoespasme

en els tests de provocació. Aixo podria ésser degut a una
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activacié local del complement, que no es manifestarla a

nivell séric (ALLEN 1979). Pero aquesta relació esmentada

per alguhs autors és contrariada per uns altres (ARROYAVE

1977).

2.2.4.- HISTAMINA

Com ja s'ha esquematitzat a la figura 1, el complex

antigen-IgE-cél.lula grassa comporta 11alliberament de me-

diadors q.uímics, que produiran els símptomes caracterís-

tics de la reacció al.lérgica.

La histamina és el mediador és important i cone-

gut. Es sintetitzat per l'organisme a partir de la L-histi-

dina, pas que está regulat per la histidina descarboxilasa

i a on actúa com a cofactor el piridoxal fosfat. Está emma-

gatzemat en els mastocits i basdfils que es localitzen so-

bre tot a la pell, tub digestiu, múscul estriat, pulmó,

ronyé i fetge. Al plasma es troba en quantitat molt més pe-

tita que en els teixits i la concentració sérica a l'home

varia de 46 a 75 g/1. Té dues vies metabóliques que provo-.

quen una rápida destrucciÓ, fet de gran importáncia, tenint

en compte la potencial letalitat de les reserves d'histami-

na a 11 organismo (BEAVEN 1976).

L'accié farmacológica de la histamina es resumeix

en els següents punts:

- Contracció de la musculatura llisa, actuant sobre els re-

cptors tipus H.^, sobre tot de bronquiols, intestl, üter i
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sistema vascular.

- Broncoconstriccié, a través deis receptors de la irrita-

cié a nivell de la submucosa.

- ProducciÓ d'un edema per augment de la permeabilitat ca-

pil.lar, al provocar la separació de les cél.lules endote-

liáis limitants, quedant exposada la .membrana basal i fugi.

da del plasma a través d'ella.

- Hipersecrecié de les glándules lacrimáis, saliváis i de

la mucosa nasal, traqueobronquial i digestiva.

- ExcitaciÓ de les terminacions nervioses de les fibres ...

sensitives de la pell, donant lloc a la pruija.

Totes aqüestes reaccions farmacologiques de la hi£>

tamina justifiquen les diverses manifestacions clíniques

de l'al.lérgia, tant a nivell respiratori, pell/sistema di.

gestiu, etc.•(BARBERA 1975, BEAVEN 1976).

2.2.5.— ALTRES MEDIADORS

La segona substancia coneguda com a mediador quí-

mic va ésser 11 anómenada "Slow Reacting Substance of Ana-

phylaxis" o SRS-A. Si s'administra SRS-A a individus ñor-

mals, no s*observa cap efecte desagradable, pero, si es dé

na a un individu asmátic es desenvolupa una crisi típica,

que no es combat amb antihistamínics. i que presenta uns e_s

pasmes del múscul llis, d'efectes més lents que els obtin-

guts per la histamina i augment de lá permeabilitat post-

capil.lar.

S‘ha aillat i identificat la SRS-A grades a técni.
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ques que comporten la seva extracciÓ a gran escala i la

conservació de l'activitat biológica durant el magatzemat-

ge. Pero, la seva estructura no es coneix del tot, encara

que sembla ser una molécula lipídica de baix pes molecu+.

dar, amb un grup -sulfat, responsable del carácter ácid i

capag d'inactivar-se per l'acció de 1'aril-sulfatasa B,

alliberada deis eosinófils durant la reacció al.lérgica

(GOOD 1972, HADDEN 1977).

Conjuntament s'allibera també, encara que en menor

importancia, el sistema de les KININES, format per kali-

creines, kininógens i kinines, on destaquen la kalidina i

la bradiquinina.

Les kinines es formen per áccié enzimática de la

kalicreina sobre el kininogen involucrant una serie d'en-

zims que previament han d1activar-se. La primera protelna

desencadenant de la reacció és el factor Hageman del pías-

ma, el mateix que provoca la coagulació sanguínea. La kali.

creina alliberada deis basófils, a mes a més> presenta ca-

pacitat quimiotáctica directa sobre els neutrófils i regu-

lació "feed-back" sobre el factor Hageman.

La bradiquinina és un nonapéptid básic, qúe presen

ta una potent acció hipotensora, incrementa la permeabili-

tat capil.lar, provoca vasodilatació arteriolar i altres

accions secundarles. Tots els seus efectes són potenciats

per les prostaglandines de la série E.

Un altre grup de mediadors está constituit per di-

versos factors quimiotáctics. En produir-se una interacció
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antigen-IgE en la superficie deis basofils i deis masto-

cits s'alliberen una sárie de compostos de baix pes mole-

cular amb propietats quimiotáctiques per ais eosinofils

("Eosinophil Chemotactic Factor of Anaphylaxis" o ECF-A).

Aquests agents están preformats en els mastocits i no en

basofils (LICHTENSTEIN 1978). A partir d’extractes pulmo-

nars humans s'han aillat i purificat dos tetrapáptids de

carácter ácid, de 300 a 400 daltons, amb activitat ECF-A

(GOETZL 1975).

També s'han trobat els ICF-A, grup de péptids amb

caracterlstiques eosinofilotáctiques, amb un pes molecu-

lar de 1,200 a 2,500 i una activitat dirigida en primer

lloc a eosinSfils i en menor grau a neutrSfils. Actualment

s'ha diferenciat el NCF-A ("Neutrophil Chemotactic Factor

of Anaphylaxis"), mediador de pes molecular elevat, supe-

rior a 750,000 daltons, amb una accié primordial sobre

neutrófils, menor sobre eosinofils i nula per ais monocits.

El factor agregant de plaquetes o PAF C'Platelet

Activating Factor") és un altre mediador de menor impor-'

táncia que, actuant sobre les plaquetes, provoca l'allibe

rament d'amines vasoactives com la serotonina i del fac-

tor plaquetari III (AUSTEN 1977).

A mes d'aquests mediadors cal destacar a les pros»

taglandines. En front a 1'estimulacié antigénica, el tei-

xit pulmonar huma allibera PGE^^ i PGF^, endoperóxids i
TXA2. La PGF2ct/ els PG-endoperdxids i el TXA2 són forta-
ment broncoconstricors i actúen sobre el müscul llis a
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través de PG-receptors. Aqúest efecte pot ésser inhibit

mitjangant la inhalació de PGE d'acciS broncodilatado

ra (MATHE 1977).

S'ha trobat una relació quantitativa entre les ac

cions de les prostaglandines de la série E i l'augment

deis nivells intracel.lulars d'AMP-cIclic. L'axllament

d*un receptor de membrana específic per a la série E i la

capacitat d'estimular la síntesi d'AMP-c, demostra la im-

portancia que tenen a la regulació cel.lular. D'un altra

part, les accions de la PGF2a tenen lloc per modificacions
de GMP-cíclic i també s'ha vist que la concentració d'AMP

clclic está alterada per variacions elevades d'aquesta .

prostaglandina, degut a la interacció amb els receptors .

de la série E (KHUEL 1974).
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2.3.- ETIOLOGIA

Els malalts d'asma bronquial poden classificar-se

en tres grans grups segons la naturalesa de 1'antigen deja

encadenant específic: bacterians, ion 44.5 % de la totali-

tat, al.lergénics, un 25 % i mixtes, un 30 % (SCHEUERMAN

1963, PEREZ-GUERRERO 1970).

L'asma al.lergénica pura és la més important per

aquests treball ja que inclou a la pols doméstica que és

l'agent desencadenant més corrent i és el causal per ais

nostres pacients.

El poder antigénic de la pols de casa es deu prin

cipalment ais ácars del génere Dermatophagoides, sobre

tot el D. pteronysinus (MUÑOZ-LOPEZ 1975) , essent més

gran la densitat d'ácar en les mostres de pols procedents

de matalassos i del térra deis dormitoris (PORTUS 1977),

pero la composició de les pols doméstiques depén de les

condicions climátiques i geografiques.

Estudis fets amb diferents extractes de la pols.

de casa determinen una certa activitat enzimática en

aquests, per5 descarten la possibilitat que ella sigui la

causa antigénica en demostrar que alguns al.lérgens pols

de casa sÓn termoestables (BOUSQUET 1980) .

Peí diagnostic de l'agent causal de l'al.lérgia

s'han estandaritzat extractes de pols doméstic pero presen

ten gran heterogeneitat i aleshores no es poden establir

relacions entre les proves cutánies i la quantitat d'IgE

específica (BOUSQUET 1980).
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2.4.- DIAGNÓSTIC

2.4.1.- ANÁMNESI

L'anamnesi completa inclou la historia personal i

familiar, és a dir, els antecedents al.lérgics, tant del

malalt com de pares i parents propers. S'ha d'investigar

també 1*existencia d’altres processos al.lérgics concomi-

tants o patits anteriorment. La coexistencia d'eczema a-

topic amb asma incrementa la gravetat de la simptomatolo-

gia al principi de la malaltia, encara que estudis a llarg

terme demostren que l'efecte ha minvat. També s1 intentará

esbrinar la incidencia de rinitis i d'infeccions de l'apa

rell respiratori per diferenciar l'asma de les broncopa-

ties espástiques recidivants.

Hi ha una predisposiciÓ al.lérgica hereditaria:

la incidencia en nens és superior quan ambdés progenitors

han manifestat alguna patología atopica, essent máxima si

es trácta de la mateixa malaltia al.lérgica, el que demos^.

tra l’existéncia d'una influencia genética (MAYER 1973).

Fins ara, els estudis realitzats sobre la base genética

semblen indicar, que la transmissió hereditária és de ti-

pus dominant, incomplet i pleotrop, és a dir, que els gens

influeixen en més d'un carácter (MUÑOZ-LOPEZ 1974).

Hi ha una série de factors que contribueixen al

desenvolupament d'una crisi asmática, entre aquests fac-

tors. es poden destacar els agents climatologics, ambien-

tais i la intervenció del factor psicologic.
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S'han realitzat molt estudis sobre la influencia

del sexe i la raga. S'ha descrit un augment d'incidencia

entre els barons de la raga negra, sense repercutir en el

pronostic i la gravetat (BLAIR 1977) .

Entre els factors climStics que poden influir pre

dominen el fred excessiu, els canvis brucs de temperatura,

els corrents d'aire i la humitat. En relació a la contami.

nació ambiental, les elevades concentracions de dióxid de

sofre, dioxid de carboni, óxids de nitrogen, matéries en

suspensió, ozon i ions atmosférics, modifiquen, en dife-

rent grau, el curs de la malaltia (OSTERBALLE 1979). Tam-

bÓ s'ha demostrat que el tabac influeix, produint un pri-

merenc desenvolupament de l'asma i una réactivitat supe-

rior (WITTIG 1978) i a més a més condueix a ion estat no

específic causant un increment de la irritabilitat bron-
)

quial (JOHNSTONE 1981). S'ha observat que els nens de pa-

res fumadors tenen un nivell d'IgE superior (KJELLMAN 1981).

En referencia al component psicilogic, el fet de

patir una malaltia crónica com l'asma, implica un stress

emocional fort que pot comportar un empitjorament i inclús

alterar i condicinar *l'a vida del pacient.

2.4.2.- DIAGNOSTIC CLÍNIC

El quadre clínic de l'asma no está molt ben deli-

mitat, per tant cal fer un diagnostic diferencial amb al-

tres processos que es presenten amb simptomes semblants.

En una simptomatologia acusada es pot trobar el
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volum respiratori de reserva disminuit, la capacitat vi-

tal redulda un 50 %, la capacitat funcional doble del ñor

mal i es manté normal la capacitat pulmonar. En sang arte

rial es pot detectar hipoxémia, hipocapnia i alcalosi re_s

piratdria.

També es pot observar malformacions toráciques,

lesions eczematoses a la pell,. urticaria, etc. Conjunta-

ment pot haver certs gestos característics, com 1'anomena

da "salutaciÓ al.lárgica" (MUÑOZ-LOPEZ 1974).

2.4.3.- DIAGNÓSTIC DE LABORATORI

2.4.3.1.- Proves 11 in vivo"

Aqüestes proves van encaminades a descobrir l'al-

lergen desencadenant. Inclouen les proves cutánies i les •

proves de provocació.

Les proves cutánies posen de manifest les possirl

bles reagines tisulars, mitjanqant la introduccié d'un al

lergen a la pell de l'individu objecte de l'exploracié.

Si aquest está sensibilitzat i, per tant, té anticossos

específics, es desenvolupa una reaccié antigen-anticos que

dóna lloc a una sárie de fenómens cutanis característics.

Hi ha molts tipus de proves cutánies, entre ells

es pot assenyalar el prick skin test, el scratch skin test

i el test intradermic. La diferencia entre aquests assaigs,

essencialment, és la quantitat d'al.lergen introduit a la

pell i aixó comporta discordáncies en la sensibilitat. Un
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test intradérmic es considera gairebé 1,000 vegades més

sensible que un prick test. Per alguns al.lérgens els es-

tractes disponibles no són suficientment potents peí prick

test o el scrach test i per altres hi ha molt poca o cap

correlació entre un resultat altament positiu del test in

tradérmic i el quadre clínic (JOHANSSON 1975).

Les proves de provocació donen resultats més bons

que els de les proves cutánies, perqué combinen resultats

qüantitatius del procediment de titulació amb la localit-

zació amb la localitzacié de la reacció de l'drgan que ex

pressa els símptomes cllnics. Són proves difícils de fer

i presenten un relatiu perill, aixd fa que, sobre tot en

nens, no s'utilitzin gaire.

A més, a l'asma, es pot fer servir el test d'inha

lació per confirmar la responsabilitat d'un al.lergen com

agent causal.

2.4.3.2.- Eosinófllia

L'eosinofilia és una dada important per al diag-

nostic i en general, valors elevats están relacionats amb

la gravetat de l'asma.

El paper que executen els eosinofils en el fenomen

al.lérgic no esta ben establert. L'eosinofilia és deguda

a l'acció deis mediadors ECF-A alliberats en la reacció

antigen-anticós.

A l'asma extrínsec, la hipereosinofília sembla

teñir un beneficiós paper, dones són cél.lules capaces de
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fagocitar complexos immunes, sobre tot d'IgE. Els eosino-

flls neutralitzen també l'accié de la SRS-A i el PAF i

produeixen 1'alliberament de plasminogen, participant en

la resposta inflamatoria (HONSINGER 1972).2.4.3.3.- Poder histaminopéxic del serum

Aquest,carácter ve donat per la capacitat de pro-

tecció en front a la histamina i la propietat de captar !.

la histamina endógena. Esta disminuít en pacients asmátics.2.4.3.4.- Valoracié de la IqE

S'han projectat molts métodes per determinar els

nivells d1immunoglobulina E i cada vegada es van trobant

procediments més sensibles i precisos.

La técnica més simple és la immunodifusié radial,

pero és poc sensible. S'ha tractat d'augmentar la sensibi.

litat introduint l'ús de substancies radiactives o em-

preaíit substancies fluorescente.

Un altre métode és el "Enzime Linked Immunosorbent

Assay" o ELISA, que presenta 1'avantatge d'ésser senzill,

arribar a una sensibilitat acceptable i mostrar un alt

grau de correlacié amb els resultats obtinguts del "Radie

immunosorbent test" o RIST.

• Dins de les técniques de radioimmunoassaig, les

més importants fan servir anticossos fixats a una fase so

lida.'Un d’aquests métodes 0s el RIST, del que es descriu

rá el fonament al capítol 3.1.3.2. Si la fase solida a la

que s'uneix l'anticds és un disc de paper, el métode s'ano

34



melna PRIST ("Paper Radioimmunosorbent test").

El "Cellulose partióle radioimmunosorbent test" o

CRIST és una técnica "sandwich" degut a l'addiciÓ d'un se

gon anticos després de la primera incubacié.

La técnica del doble anticés o DAB també utilitza

un segon anticos que actúa com aglutinant del complex an-

tigen-anticos i permet la separacié; el fonament es des-

criu al capítol 3.1.3.2.

2.4.3.5.- ValoraciÓ de la IgE específica; RAST

Abans del descobriment de la immunoglobulina E,

í’estudi deis desordres atépics només es feia per procedí,

ments "in .vivo". L’aillament de la IgE i el desenvolupa-

ment d'anticossos contra aquesta immunoglobulina van fer

possible la realització de processos immunologics per a

la seva deteccié.

A 1953, COOMBS, HOWARD i MYNORS van idear ua meto

de "teoricament capag de detectar anticossos incomplets i

no precipitants", anomenat "red-cell-linked antigen-anti-

globulin reaction" o RCLAAR. Peré aquest assaig no va a-

conseguir aíllar reagines fins molts anys després quan es

van trobar anticossos anti-IgE eficagos (COMBS 1968).

A 1967, es va descriure per primera vegada el "Ra

dioallergosorbent test” (RAST) per WIDE i col.laboradors,

basat en el mateix principi que el RCLAAR, dones també me

sura directament les molécules d'IgE.específica, pero amb

algunes modificacions molt importants a la practica.

El RAST és un métode de radioimmunoassaig, tipus
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"sandwich" amb lina sensibilitat prácticament igual que

les reaccions intradérmiques de les proves cutánies. Els

resultats obtinguts aníb aquest métode no disminueixen peí

tractament simptomátic i la preséncia deis simptomes al-

lérgics no interfereix la mesura (JOHANSSON 1975) .

La concentraciÓ d'IgE que determina el RAST está

molt poc influenciada peí tractament amb drogues, com an-

tihistamínics, broncodilatadors, esteroides o cromoglicat

sodic. Sois s'han trobat petites variacions en el cas de

terapia amb esteroides (KUMAR 1971) i cromoglicat sodic

(BERG 1971).

Només cal una substancia marcada (anti-IgE) per

valorar els anticossos reagínics per a una amplia gamma

d'al.lárgens. A més és un métode segur i no té respostes

retrasades que podrien existir després que el pacient surt

de la clínica.

També es pot aplicar el RAST quan no es poden fer

proves cutánies al pacient per ser massa jove o massa vell,

está malalt, presenta complicacions tipus eczema, ha pres

drogues que interfereixen, com antihistamínics i en cas

de pacients embarassades. Aquest assaig té gran utilitat

quan cal seguir els efectes del tractament, com una hipo-

sensibilitzaciÓ, amb la síntesi d'IgE, o quan els resul-

tats obtinguts amb les proves cutánies són ambigus i neces

siten un suport (MERRET 1981).

Pero el RAST donará resultats erronis si es pro-

dueixen falsos positius o falsos negatius. Els resultats
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veritables poden indicar una sensibilitat antiga, una reac

tivitat creuada amb un altre al.lergen o algún mecanisme

que evita la degranulació deis mastocits a 1'interferir

amb l'atac deis anticossos IgE a aqüestes cél.lules.

Metodologicament, es poden produir falsos positius

quan la IgE sérica total Ós excepcionalment elevada (supe-

rior a 5,000 U/ml) i aleshores pot haver una adsorció ines;

pecífica d'IgÉ en els porus de les partícules o els dises

de paper utilitzats com a suport de 1'al.lergen, o una

unió no específica d'IgE a substancies, com lecitines,

deis extractes al.lergénics. Tambó es podria produir la

unió d'anti-IgE marcada d'especificitat inapropiada. Amb

el temps, es podran evitar aquests errors utilitzant su-

ports menys porosos i anti-TgE mós específica. D'una al-

tra part, la probabilitat d'obtenir un RAST positiu en un

individu no al.lérgic Ós inferior al 0.5 %.

Falsos negatius poden teñir lloc quan les reaccions

de la IgE están localitzades en el budell, la mucosa na-

sal o pulmons i, per.tant, no es detecten per proves cuta

nies, o quan els simptomes són massa recents per al RAST.

Tambó aquest métode pot no mesurar baixos pero signifi-

cants nivells d'IgE específica (MERRET 1981).

En comparar el RAST amb la prova cutania intradér

mica s'obtó una coincidéncia del 60 % (WIDE 1967). Tambó

hi ha una correlació d'aquest ordre entre les proves cutá

nies i el test de provocació. La majoria deis resultats

desavinents són .proves intradérmiques positives amb test
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de provocació o RAST negatius. Tanmateix, pot donar-se que,

pacients després d'una prolongada immunoterápia no tinguin

simptomes, pero, encara presentan suficients anticossos

IgE per donar una reacciÓ positiva peí RAST (JOHANSSON

1975). Pero, moltes vegades es prefereix les proves cuta-

nies per raons economiques i perque si s'utilitzen bons ex

tractes al.lergénics estandard, proporcionen resultats de

confianza més rápidaxnent.

. En estudiar el valor diagnostic del RAST es con-

fronten els resultats .d'aquest amb els del test de provo-

cació. Les correlacions varien del 74 al 100 %, segons el

tipus i purésa de les preparacions d'al.lergen utilitzades

i els pacients estudiats (JOHANSSON 1972, WIDE 1973). En

més del 90 % deis casos s'obtenen conjuntament resultats

positius del RAST i del test de provocació.

Finalment cal indicar qüe un RAST negatiu no es

considera com un res.ultat absolut i, si: el test de provo-

cació és positiu, es parla d'una al.lérgia de baix grau,

amb una importancia clínica més petita.

En-quant al paper o importancia del RAST en el

.diagndstic, MERRET (1981), ha proposat tres estudis per

diagnosticar un pacient atópic: en primer lloc, la realit-

zació del RAST per ais al.lérgens més comuns del medi am-

bient;' la historia del pacient a partir d'un qüestionari

establert i que es llegirá mitjanqant una computadora i,

per últim, els nivells sérics d'lgE total. Aleshores es

considera que existeix un procés atopic quan el resultat
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del RAST és positiu, la computadora resumeix la historia

i dona els al.lérgens de primera i segona elecció, i quan

el nivell d’IgE séric és superior al límit•considerat ñor

mal.

S.G.O. JOHANSSON (1975), després d'una experiencia

de cinc anys i haver analitzat més de 10,000 pacients, ha

proposat un esquema per realitzar el diagnostic a on con-

fereix al RAST un paper decisiu. Aquest esquema es troba

a‘la figura 3.

Després de considerar l'ampli paper que juga el

RAST com a tal, cal assenyalar que dins d'aquest s'han

considerat petites modificacions amb el fi d'arribar a

una técnica més idonia. A 1979, NALEBUFF i FADAL van in-

tentar aconseguir un métode amb una sensibilitat diagnos-

tica més gran, permetent la identificació de pacients amb

baixos pero significants nivells d'IgE i, a més, van asse

gurar predir mitjangant aquest métode 1'óptima concentra-

cié d’al.lergen per comentar la immunoterápia. Les modifi.

cacions més notables són, un increment en la incubació de

la primera fase fins a 16 hores i una ampliació del rang

de deteccié. A més a més, la determinació de la radiacti-

vitat deis problemes la realitzen en dos tubs, de forma

que amb un primer tub es mesura el temps necessari per ar

ribar a 40,000 cpm i amb un segon tub es troba el resul-

tat comptant un temps igual al valor mig deis temps mesu-

rats al primer tub de tots els problemes.

A 1980,.GLEICH i col.laboradors fan un estudi de
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la técnica del mini-RAST. Aquest assaig es realitza amb

al.lergen acoblat a cel.lulosa microcristal.lina i es va-

rien les quantitats d'aquest antigen i de la solució iso-

tópica. Es treballa amb un volum d*al.lergen acoblat a fa

se sólida deu vegades més petit, fet que comporta una téc

nica més susceptible a la interferencia deis anticossos

IgG en el sérum deis pacients tractats, i tembó es redu-
125

eix quatre vegades la quantitat d'anti-IgE I, augmen-

tant així la sensibilitat de 1'assaig.

A 1981, DE FILIPPI i col.laboradors comparen la

técnica comercialitzada Phadebas RAST amb dos assaigs mo

dificats. Un d’ells es realitza igual com aconsella la ca

sa subministradora amb l'excepció que s'utilitza una nova
125

anti-IgE 1 i una nova solució reguladora per.ais ren-

tats. El segon assaig es fa amb aqüestes modificacions i

amb un increment del volum séric i ailargant la primera

incubació a 16 hores.

Recentment tambó s'ha desenvolupat métode dife

rent al RAST capag demesurar nivells d'IgE específica;.

Ós la técnica anomenada "Microtiter Solid Phase Radioimmu

noassay" o MSPRIA (REID 1981). El procediment utilitza

plaques de clorúr de polivinil per a microtitulació a on

s’adsorbeix físicament, en cada pouet, 1'antigen i s’incu

ba suc'cesivement amb albtámina, serums problema i final-

ment anti-IgE humana marcada radioactivament; seguidament

es separen els pouets i en uns vials es realitza la mesu-

ra en el comptador gamma. Aquest assaig presenta l'avan-

tatge d'una manipulació més senzilla.
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2.5.- TRACTAMENT

El tractament básic de l'asma té com a fi modifi-

car la personalitat al.lérgica, evitar el contacte amb

els al.lérgens i dismiuir la sensibilitat a aquests. Per

aixé, cal que la terapéutica es realitzi continuadament i

seguint unes indicacions precises.

2.5.1.- HIPOSENSIBILITZACIÓ

La hiposensibilització és una terapéutica basada

en l'etiologia immunologica de la malaltia, que pretén re

duir la capacitat de reacció de l'organisme en front ais

diferents al.lérgens, ais que el pacient es troba sensibi

litzat. Per aixo, es posa en contacte l'individu al.lér-

gic amb l'agent causal i, consequentment, es desenvolupa

una tolerancia a l'al.lergen (NORMAN 1980).

El mecanisme d'acció de la hiposensibilització es

creu que és la formació deis anomenats anticossos bloque-

jants, després de les injeccions d'al.lérgens,que actúen

competitivament, impedint aixl la reacció antigen-anticés

en la superficie de les cél.lules grasses.

Les investigacions clíniques d'aquest tractament

parteixen deis treballs realitzats per NOON a l'any 1911.

Posteriorment, ARSDEL i MIDDLETON (1961) van demostrar

que després d'una terapia d'hiposensibilització específi-

ca, la quantitat d'antigen necessari per produir l'éptim
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alliberament d'histamina deis basofils deis pacients era

molt gran. Més tard, pero, LICHTENSTEIN (1971) demostrá

que els canvis que es produeixen en 1'alliberament d'his-

tamina justifiquen només alguns deis resultats beneficio-

sos de la immunoterápia.

Nombrosos assaigs de doble cec s'han realitzat

per estudiar l'eficácia de la hiposensibilització. Entre

els treballs que han tingut un percentatge d'éxit relati-

vament gran, en el tractament de nens amb asma bronquial,

es troben els efectuats per RACKERMANN i EDWARDS (1952),

MC ALLEN (1967), JOHNSTONE (1968 b i 1975), TAYLOR (1971)

i AAS (1971), concretament aquest últim va fer els estu-

dis en al.lérgics a pols de casa. Cal indicar, pero, que

nens asmatics que conjuntament presentaven o havien pre-

sentat febre del fenc o eczema, la persistencia de la ma-

laltia era més gran, és a dir, l'asma tenia una durada

més llarga (BUFFUM.1968, JOHNSTONE 1968 a). Paral.lela-

ment, s'han desenvolupat treballs que no han trobat dife-'

réncies entre els pacients en qui s1administrava placebo

i els tractats amb 1'extracte al.lergénic (FORGACS 1968,

TAYLOR 1974), pero aquests fracassos s'atribueixen a la

utilització d'una dosi massa baixa d'al.lergen, insufi-

cient per obtenir una resposta bloquejant o al fet que

els resultats s'han pres massa rápidament. També les. cau-

ses de fallida a la práctica de la immunoterápia es consi

deren degudes a l'üs d'antlgens no especifics o mal esco-

Hits, en una dosi inapropiada o, a la utilitzacié de con
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dicions de dubtós valor (JOHNSTONE 1981).

2.5.1.1. - Métodes d'hiposensibilitzacié

La desensibilització en general s'ha portat a ter

me per injeccions parenterals de l'al.lergen. S'han rea-

litzat treballs, pero, que tracten dé cercar altres vies,

com la via oral o la via intranasal.

Un estudi comparatiu ha demostrat que per extrae-

tes de pol.len, el métode oral és, categoricament, infe-

rior a 11administracié parenteral, pero, amb altres antí-

gens, pot teñir efectes més profitosos (FEINBERG 1940).

Així, en al.lérgics a la penicil.lina s'ha vist que la hi.

posensibilització per via oral és un procediment relativa

ment eficag (SULLIVAN 1980).

WELSH i col. 1aboradors (19 80) han estudiat uá me-

tode intranasal en al.lérgics a pol.len d'ambrosia i han

arribat a concloure que és una técnica efectiva i una al-

ternativa més barata que la via parenteral. També són bons

resultats els obtinguts per NICKERSON (1980) en la desen-

sibilitzacié per via nasal, encara que MATHEWS (1980) la

troba un métode inefectiu.

5'han fet nombroses investigacions amb el fi d'a-

llargar el temps entre injeccions o arribar abans a la hi

posensibilitzacié. Ja a 1957-(LOVELESS) es van preparar

emulsions de 1'extracte al.lergénic en oli mineral, peré

posteriorement es va descobrir uii potencial poder carcino

gen en les injeccions d'aqüestes emulsions.
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La utilització de precipitats d'alúmina d'extrae-

tes de pol.len sembla oferir algún avantatge, dones és

possible reduir el nombre d'injeccions necessáries a la

immunització pre-estacional.

Un altre material estudiat combina extractes d'a_l

lergen amb piridina, seguit d'una precipitació amb alúmi-

na (FUCHS 1959), perS així és desnaturalitza gran part de

1*antigen E.

Es va intentar fer un "al.lergoide" en tractar _

1*al.lergen amb formaldehid i es van obtenir bastant bons

resultats (MARSH 1970). El glutaráldehid també s'ha uti-

itzat per produir agregats o pollmers i ha mostrat Tina bo

na eficacia clínica per a la febre del fenc deguda a am-

brosia.

Un tractament amb glutaraldehid i posterior absor
é

cié en una suspensiÓ de 1-tirosina, ha aconseguit per al-

guns al.lérgens, amb tres administracions, reduir la inci

déncia de les reaccions sitémiques (MILLER 1974) i, re-

centment, s'ha vist que aquesta associació produeix ion in

crement de 1-200 vegades els nivells d'IgG especifica

(METZGER 1980). També per extractes de pol.len s'ha uti-

litzat amb bons resultats el polimer ácid D-glutámic : D-

Usina (GOLDSTEIN 1980).

2.5.1.2.- Anticossos bloquejants

COOKE, a 1935 va descobrir una activitat bloque-

jant, en trobar després d'una terapéutica per injeccions
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d*extracte al.legénic, el sérum tenia certa activitat neu

tralitzant (bloquejant) per a l'al.lergen, que no posseia

abans de la immunitzaciÓ. Més tard. LOVELESS (1940) va

ser capag de mesurar els anticossos bloquejants, mitjan-

gant proves cutánies després de la inactivaciS al calor

de 1'activitat reagínica (IgE). LICHTENSTEIN i col.labora

dors (1966 a i b, 196 8) van utilitzar 1'alliberament

d'histamina de leucócits, per determinar 1'activitat blo-

quejant i van demostrar que aquesta estava associada ais

anticossos IgG. Posteriorment s'ha indos dintre de la

subclasse IgG^ (GESSEN 1976).
Per mesurar els anticossos bloquejants s'ha utit

litzat la técnica de radio-immunoprecipitació específica

amb antígens marcats radioactivament i antisérum especí-

fie a IgG SOBOTKA 1976, PAULL 1978); també el rádioimmu-

noassaig en fase solida per anticossos IgG, utilitzant
125

cromatografía d'afinitát i anti-IgG I purificat (SHIMI

Zü 1978) i, recentment, HAMILTON (1979), ha desenvolupat

un métode amb proteina A estafilococica marcada radioacti

vament, per mesurar la IgG unida a 1'antigen sobre fase

sólida,

üns altres métodes utilitzats són el RAST (capí-

tol 3.2.1.) i una modificacié d'aquest, el RAST-I (capí-

tol 3.2.3.). Aquesta última técnica presenta els avantat-

ges següents: mesura anticossos IgG i IgE utilitzant el

mateix antigen acoblat a la fase sólida, permet mesurar

els anticossos IgG encara que es disposi d'antígens no pu
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rificats i només cal un reactiu isotópic anti-IgE (GLEICH

1981).

La mesura deis anticossos bloquejants ha esdevin-

gut de gran importancia perqué s'intenta trobar una asso-

ciació entre els nivells d’IgG bloquejant i la milloria

clínica. LICHTEINSTEIN (1971) no va observar cap córrela-

ció entre l'augment d'anticossos bloquejants i la millo-

ria clínica, fet comprovat per BERG (19 71) , peré el pri-

mer autor trobá una petita relació entre les respostes

d'anticossos bloquejants i els resultats clínics, donant

lloc a la hipótesi segons la qual els anticossos IgG pro-

tegeixen de les reaccions adverses de les injeccions d'aJL

legen. També s'ha postulat sobre la possibilitat que els

anticossos bloquejants interfereixin a la síntesi de les

reagines (BERG 1971).

2.5.1.3.- VariaciÓ de les immunoglobulines i AMP

cíclic durant la hiposensibització

Els nivells d'anticossos IgG han estat mesurats

per varis investigadors durant el curs de la immunotera-

pia, existint una gran disparitat d'opinions. Així, hom

ha observat que la taxa queda igual o a vegades augmenta

(NORMAN 1980); per altres autors s'eleva al llarg del

tractament fins un máxim, després del qual disminuéix lleu

gerament (CHIPS 1979); també en altres casos s'incrementen

els nivells d'IgG i IgA especifiques en les secrecions i

s'especula si aquest és el lloc ideal per desenv:olupar-se

la funció deis anticossos protectors en pacients amb al-

48



lérgia respiratoria (PLATTS-MILLS 1976) ; per uns altres

autors disminueix la IgG i es manté la IgA (KEELING 1979) ;

també s'ha vist una relativa constancia en els nivells

d'IgG i un augment en la IgA (CASTELLOTE 1980).

En quant ais nicells d'IgE hi ha casos on aquests

es mantenen al principi i després disminueixen rápidament

(CHIPS 1979), en altres s'observa un increment durant els

primers dies tant d'IgE total com d'IgE específica, fet

que s'associa a un efecte reformador, i després d'una .

llarga terapia disminueixen els anticossos reagínics

(BERG 1971) i en altres es mantenen els nivells d'IgE

(KEELING 1979, CASTELLOTE 1980). També s'ha observat que

amb la immunoterapia es suprimeix 1'augment estacional

d'anticossos IgE específics i disminueix en gairebé tots

els pacients, pero encara es manté un nivell elevat (LICH

TENSTEIN 1973).

Els nivells d'AMP-cíclic s'han vist augmentar im-

mediatament després de 1'administracié deis extractes en

una majoria deis pacients, potser degut a la molta hista-

mina secretada que estimula la formació d'AMP-c, o bé al

fet que aquesta és induida per catecolamines que la hista

mina és capag d'alliberar en virtut d'un balanq catecola-

mina-histamina (FARRERONS 1980). En altres estudis reía-

tius a 1'excreció urinaria d'AMP-c, que es troba reduida

abans de la immunoterapia, no s'ha observat normalització

deis nivells amb la hiposensibilització (CASTELLOTE 1981).
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2.5.2.- ALTRES TERÁPIES

Conjuntament al procés d'hiposensibilització hi ha

altres tractaments basats en 1'administració d'unes deter-

minades substancies. Aixi s'utilitzen corticosteroides, a-
/

-gents ^-abrenérgics, metilxantiñes . ..

L'administració de corticosteroides té lloc sovint,

sobre tot en estats aguts i semicrltics, peró presenten

noiribrosos efectes secundaris si el tractament éó prolongat.

Es fa servir gran diversitat de derivats, entre ells el di.

propionat de beclometasona, el valeriat de betametasona,

la triamcinolona, la hidrocortisona, la cortisona, la pred

nisona i la dexametasona.. El mecanisme d'accié d*aqüestes

substanies no es coneix exactament, se sap segur que ac-

tuen modificant el sistema deis nucleotids cíclics (SVED-

MYR 1978).

Els agents 82”a<^ren®rgics provoquen una broncodila

tació, úna inhibició de 1'alliberament de mediadors i un

increment de la depuració mucociliar, facilitant 1*elimina

ció del mucus viscés. Actuálment el més utilitzat és el

salbutamol, per la seva selectivitat i llarga durada.

Les metilxantines s'usen degut a la potent acció

broncodilatadora que posseixen, sobre tot la teofil.lina i

els seus derivats. Perd aqüestes substanies requereixen

una bona dosificació i per aixó s'ha de portar un rigorós

control deis seus nivells plasmátics.

Unes altres substancies utilitzades són el cromo-
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glicat disodic, expectorants i mucolítics i antihistamí-

nics. Actuálment están en estudi les prostaglandines de

la serie E per la seva activitat antiinflamatória i bron

codilatadora, pero s6n de curta durada, tenen efectes ir

-ritants i provoquen respostes xnolt variades.
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3. MATERIAL I MÉTODES



3.1.- MATERIAL

3.1.1.- GRUP CONTROL

El grup control está format per 21 nens sans d'amb

-dós sexes amb edats compreses entre 2 i 9 anys. Préviament

es van sotmetre a un "sreening" bioquímic, per assegurar

la total normalitat orgánica o funcional.

3.1.2.- MALALTS ESTUDIATS

Hem cercat la possible formació d'anticossos blo-

quejants i la inactivaciÓ "in vitro" del complement per

l'al.lergen en un total de 25 pacients d'ambdós sexes,

diagnosticats clínicament com asmátics al.lérgics, provi-

nents del Servei de Pediatría de l'Hospital Clínic Provin-

cial de Barcelona. Al moment de prendre les mostres, l'e-

dat d'aquests malalts oscil.lava entre 3 i 12 anys, presen

tant l'estatura i pes normáis: en cap s'observaren tras-

torns endocrins, nutritius o circulatoris.

Aquests pacients es van sotmetre a tractament sota

control del Servei de Pediatría de l'esmentát; Hospital.

El tractament va ésser básicament la hiposensibilitzacid

específica (capítol 2.5.1.), utilitzant les suspensions

d'extractes al.lergánics Pan'gramin Depot , subministrats

per la casa Abelld S.A.
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3.1.3.- ESTUDIS PREVIS REALITZATS

Els malalts objecte d'aquest treball han estat es

tudiats en el nostre Departamen't a anteriors investiga-

cions. Les dades obtingudes fins ara marquen un preludi i

completen els notres resultats, permetent una análisi en

profunditat que relaciona conjuntament tots els paréme-r

tres aconseguits.

3.1.3.1.- Proves cutánies

Es va utilitzar la técnica de la intradermorreac-

ció, basada en la producció d'una petita pápula blanca a

la pell per 1'administraciÓ intradérmica d'una solució de

1*extracte al.lergénic, llegint-se els resultats després

de 15 6 20 minuts de la injecció.

Els extractes emprats que váren ésser els respon-

sables de la majoria de respostes d'hipersensibilitat,

subministrats per la firma Abelló, es resumeixen a conti-

nuació:

1. Pols doméstica

2. Dermatophagoides s.p.

3. Arbres

4. Arbusts

5. Gramínees

6. Fongs

Els resultats es troben a la'taula II a.
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TAULA II a : PARÁMETRES ESTUDIATS ABANS

BILITZACIÓ

PROVES CUTÁNIES : Pols doméstica

Dermatophagoides s.

Arbres

Arbusts

Gramlnees

Fongs

LATEX-HISTAMINA 55.6 %

EOSINOFÍLIA 73.5 % >

ANTECEDENTS PERSONALS

ANTECEDENTS FAMILIARS

DE LA HIPOSENSI-

92 % > +++

. 64 % > +++

16 % > ++

24 % > ++

16 % ++

48 % » +++

dilució 1/80

% eosinófils

32.4 %

73.5 %
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3.1.3.2.- Valors d 11 inmunoglobulina E

La mesura de la IgE total es va assajar per dos

métodes diferents: el "Radioimmunosorbent test" o RIST i

la técnica del RIA per doble anticos o DAB.

El primer métode es basa en una reacció competitj.

va fins arribar a l'equilibri de saturació: la concentra-

ció d'IgE d'una mostra desconeguda es valora per la capa-

citat que té de competir amb una quantitát fixa d'IgE mar

cada per unir-se a anticossos anti-IgE incorporats cova-

R
lentment a partícules de Sephadex ; es mesura la radioac-

tivitat lligada a aqüestes partícules, separades per cen-

trifugació, radioactivitat qúe és inversament proporcio-

nal a la'quantitat d'immunoglobulina present ais plasmes.

Es van utilitzar per fer el RIST, els reactius

subministrats per la casa Phadebas i, préviament, es van

diluir les mostres 1/10 per tractar-se de pacients asma-

tics al.lérgics en qui s'esperava elevats nivells d'IgE.

La técnica del radioimmunoassaig per doble anti-

eos esta basada en la competéncia entre la IgE problema i

la IgE marcada per unir-se a un antisérum' anti-IgE especí

fie, obtingut de moltó. Després d'aquesta primera incuba-

ció, a diferéncia del métode anterior, les dues fraccions

se separen per l'addició d'una quantitat fixa d'un segon

antisérum que presenta uns punts d'unió especí fies per ..

les immunoglobulines de moltó. Posteriorment es centrifuga.

Els reactius utilitzats en aquest últim assaig va

£
ren ésser proveíts per Kallestad Inc (IgE Quantitope ).

'
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Els resultats obtinguts deis malalts en els diferents in-

tervals estudiats es mostren a la taula II b.

3.1.3.3.- Valors de les immunoglobulines G, MI A

Els nivells d'IgG, IgM i IgA es van establir per 1

la técnica de la immunodifusió radial simple, que es fona

menta en qué en posar en contacte antígens multivalents i

anticossos divalents es combinen, formant xarxes tridimen

sionals que s'agreguen i precipiten. En aquest métode en

concret es visualitzen anells de precipitació després de

la difusió de 1'antigen en una capa de gel que conté l'an

tisérum corresponent. L'área limitada per l'anell és di-

rectament proporcional a la concentraciÓ de 1'antigen.

La quantificacié de les immunoglobulines es va

R
realitzar per les plaques d'immunodifusió Tri-Partigen ,

utilitzant solucions estandard subministrados, al igual

que les plaques, per l'Institut Behring.

Els resultats es troben a la taula II b.

3.1.3.4.- Valors de l'Activitat Complementaria To-

tal i deis components C3, C4 i C3 proac-

tivador

Aquests nivells es van estudiar utilitzant la ma-

teixa técnica d'immunodifusió radial (capítol 3.1.3.3.).

Per determinar 1'ACtivitat Complementaria Total o

A.C.T. els reactius varen ser submindstrats per la casa Ka

llestad, tant la solució estandard com les plaques d'immu-

nodifusió radial.
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En el cas del component C3 es va fer servir la so

lució esténdard proporcionada per l'Institut Behring i Im
T5

muno-plate III Radial Immunodiffusion test Plates .

L'estudi deis niVells de C3 proactivador i C4 es

va fer utilitzant el Protein esttndard plasma (huma) i i

les plaques d'immunodifusió M-Partigen proporcionats per

l'Institut Behring.

Els resultats d'aqüestes determinacións están re-

sumits a la taula II b.

3.1.3.5. - Altres parametres

Es va determinar el poder histaminopéxic del sé-

rum mitjangant la técnica de LABORDE i MESKLEN (Test de

latex-histamina), resultant que ion 55.6 % deis pacients

presentaven títols inferiors al valor normal fixat en 1/80.

També es va fer el recompte d'eosinófils, realit-

zant una extensió en porta i tenyint mitjangant la técni-

ca de MAY-GUINEALD-GIEMSA: el 73.5 % deis pacients presen

taven eosinofília superior a un 3 %.

Per ültim, cal considerar que en el primer pas

del diagnostic es va recollir la historia al.lérgica fami.

liar i la immunologica personal, obtenint-se les dades ex
*>

tractades a la taula II a.

3.1.4.- OBTENCIÓ DE LES MOSTRES

Les mostres varen ser preses abans de comengar el

tractament, després de tres mesos d'aquest i ais set me-
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sos del principi.

En els tres casos, es retirá tot tipus de me ica-

ció ais pacients 4 8 hores abans.,. de l'extraccid, per evi-

tar les alteracions que haguessin pogut implicar. L'educ-

ci6 es va realitzar mitjangant una punció venosa, es va

utilitzar l'EDTA disddica com anticoagulant, es va centró,

fugar a 1,500 g durant 10 minuts i es varen congelar les

mostres a -20° C.

Els resultats que han donat aquests plasmes són

els mateixos que hauriem obtingut utilitzant serums, fet

que s'ha comprovat en el nostre Departament (BARBERA 1975).
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3.2.- MÉTODES3.2.1.- "RADIOALLERGOSORBENT TEST" (RAST)

Aquest assaig quantifica la IgE al.lergen especl-

fica. S'ha fet utilitzant els reactius comercialitzats

per la casa Phadebas.3.2.1.1.- Fonament

R
La prova "in vitro", Phadebas RAST , es fonamenta

en la reacció que té lloc entre 1'al.lergen d'interés, u-

nit per un enllag covalent a un disc de paper i la IgE es

pecífica de la mostra problema. Després de rentar la IgE

inespecífica, s'afegeixen anticossos anti-IgE marcats iso
125

topicament ( I) que formaran un complex. La radioactivo,

tat d'aquest complex es mesura aleshores, mitjangant un

comptador gamma. L'IgE específica present a la mostra és

directament proporcional a la radioactivitat lligada al

disc.

A la figura 4 es representa, esquemáticament, la

valoracié d'aquesta immunoglobulina.3.2.1.2.- Reactius

125
- Reactiu isotopic: anti-IgE I, provinent d'un

antisérum de conill. Es va reconstituir amb aigua destil-

lada i presentava una activitat d'aproximadament 5 yCi a

la data de marcada.

- Solucié de rentat per afegir al sérum fisiolé-
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FIGURA 4 : REPRESENTACIÓ ESQUEMATICA DEL R A S T
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gic en vina concentració de l'l %, per extreure la IgE in-

especifica.

- Reactius de referencia: sérums A, B, C i D i

dises de referéncia . Els serums es reconstituiren amb ai

gua destil.lada i es varen aliquotar en dosis de 50 yl,

congelades fins el moment d'utilitzar-les.

- Dises d'al.lergen de qualitat uniforme, d'esta-

bilitat consistent i d'adsorció inespeclfica mínima. En

el nostre cas vam utilitzar al.iergens pols de casa tipus

Bencard H3 per ser els que más s'adapten a la fauna pro-

pia de la ciutat de Barcelona.' La concentració d'al.ler-

gen en els dises és d'uns 3 mg de protelna per disc, op-

tim per l'estudi.

3.2.1.3.- Técnica

S'ha seguit el procediment assenyalat per la casa

Phadebas, amb alguna modificació, acoblant el RAST al

RAST-neutralitzaciÓ.

A 150 y1 de sérum, tant d'abans com de després.

del tractament d'hiposensibilització, s'afegeix un disc

d’al.lergen; es deixa incubar 24 hores a temperatura am-

bient i seguit d'aquest temps es succionen 100 yl de cada

sérum per realitzar, amb aquest volum, el RAST-neutralit-

zació,- segons es descriurá més endavant (capítol 3.2.2.3),
Els dises es renten tres vegades amb sérum fisiolégic i

solució de rentat, després s'addicionen 50 yl d'anti-IgE

125I deixant incubar tota la nit a temperatura ambient i,
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posteriorment, s'elimina la radioactivitat no lligada per

rentat.

El complex al.lergen-IgE específica-anti-IgE 125I
es porta al comptador on es mesura directament la radioac:

tivitat, durant 10 minuts. L'activitat total correspongué
125

a un volum d'anti-IgE I igual a l'afegit ais problemes.

3.2.1.4.- Expressió deis resultáis

Els comptes de radioactivitat mesurades per a ca-

da serum (capítol 3.2.7.) s'expressen en referéncia a l'ac

tivitat total, segons la fórmula:

cpm dise problema
Percentatge d'activitat lligada = x i00

(% RAST) cpm activitat total

3.2.2.- ASSAIG DE LA NEUTRALITZACIO DEL RAST

L' assaig de la neutralització del RAST o RAST-N
és una técnica introduida per WIDE (1976) per detectar la

preséncia d'anticossos bloquejants en el sérum de pacients

al.lérgics després del tractament. En aquest treball s'ha
utilitzat aquest fonament, emprant els mateixos reactius

aplicats en el RAST (capítol 3.2.1.)

3.2.2.1.- Fonament

La valoració es basa en la competencia que es crea

entre els anticossos bloquejants i els anticossos reagl—
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nics IgE per a la unió amb l'al.lergen.

Quan els anticossos bloquejants són presents al

sérum, competeixen airib la IgE especifica i-aixé es tradu-

eix en vina disxninució d'aquesta IgE unida a l'al.lergen i

per tant, en un descens en la radioactivitat lligada.

El sérum s'incuba dues vegades amb el disc per ob

servar la resistencia que ofereix la mostra posthiposensi.

bilització a la neutralització. Aquesta técnica está es-

qúematitzada a la figura 5.3.2.2.2.- Reactius

S'han utilitzat els mateixos reactius esmentats

al capítol 3.2.1.2.3.2.2.3.- Técnica

A 150 pl de cada sérum s'incorpora un disc d'al-.

lergen i es deixa incubar 24 h a temperatura ambient. Des

prés se separen 100 yl del llqúid que s'incuben un mínim

de 3 h a temperatura ambient, amb un nou disc. El primer

disc segueix la técnica del RAST.

Un cop finalitzada la incubació es renta el disc

tres vegades, amb la solució de rentat en sérum fisiolé-

gic, per eliminar la IgE lliure. Seguidament, s'afegeix

una quantitat de reactiu isotdpic, deixant-lo tota la nit

en contacte. Després es fa un segon rentat per eliminar

l'excés d'anti-IgE 125I i es mesura la radioactivitat lli

gada al disc en el comptador gamma.
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FIGURA. 5 : REPRESENTACIÓ ESQUEMÁTICA DEL R A S T - N
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3.2.2.4.- Expressi6 deis resultats

Els comptes mesurats a la técnica RAST-N s'expres
sen com a percentatge d'activitat Hígada, tal com s'ex—

plica al capítol 3.2.1.4.

3.2.3.- ASSAIG D'INTERFERÉNCIA DEL RAST

L'assaig d'interferéncia del RAST o RAST-I és una

prova desenvolupada recentment per GLEICH i col.laboradors

(1981) per detectar, a l'igual que el RAST-N, la presencia

d'anticossos bloquejants després del tractament hiposensi-

bilitzant a individus al.lérgics.

3.2.3.1.- Fonament

Aqúest assaig es basa en aíllar l'activitat bloque

jant deis serums hiposensibilitzats i determinar-la poste-

riorment per la interferéncia que produeix a la unió d'an-

ticossos IgE addicionats amb l'al.lergem fixat a xana fase

sólida.

L'aillament deis anticossos bloquejants es pot fer

grácies al carácter relativament termoestable que presen-

ten i a la destrucció deis determinants termolábils Fe de

la IgE a 56° C. La interferéncia es mesrara mitjangant la

técnica del "radioallergosorbent test" per un colum del sé

rum préviament escalfat i una quantitat constant de sérum

al.lérgic control, sense haver rebut cap tractament (fig.6)

67



FIGURA 6 : REPRESENTACIÓ ESQUEMATICA DEL R A S T - I
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3.2.3.2.- Reactius

L'estudi es realitzá en el sérvun deis malalts dej5

prés de la hiposensibilització, que en el nostre cas cor-

respongueren a les mostres extretes ais set mesos del ...

tractament i, en el serum de referencia, que per aquest

treball va ésser un "pool" de sérums deis mateixos malats

d'abans de comengar la terapia.

La resta de reactius utilitzats van ésser els em-

prats en el RAST (capítol 3.2.1.2.).

3.2.3.3.- Técnica

En un principi, tots els serums problemes s'escal.

fen a 56° C durant 4 h, espai de temps que, segons estu-

dis anteriors, desproteínitza aproximadament el 91.2 % de

la IgE (GLEICH 1981) . Posteriorment es centrifuga 15 min

a 1,600 g per assegurar la bona separació del precipitat.

El serum resultant segueix el procediment del

RAST, tal com s1indica al capítol 3.2.1.3., perS, amb una

petita modificaciÓ en el volum inicial: es parte i x de 5'0yl

del serum problema escalfat a on s'afegeixen 2.5 pl del

"pool" de referencia i un disc de l'al.lergen. S'incuba a

temperatura ambient i se segueix tal com assenyala la tec

nica.

A més a més es realitza el RAST per 2.5 y1 d'a-

quest "pool" no hiposensibilitzat amb 50 yl de serum fi-

siologic, sota les mateixes condicions.
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3.2.3.4.- Expressig deis resultats

Els resultats es tracten matemliticament per deter

minar el percentatge d'interferencia:

% RAST serum escalfat + "pool"
% INTERFERÉNCIA = (1 ———— ) —. 100

% EAST "pool"

a on

% RAST serum escálfat + "pool" = tant per cent d'activitat

lligada mesurada en el RAST de 50 yl de sérum escalfat i

2.5 yl de "pool" de referencia.

% RAST "pool" = idem per 50 .yl de sérum fisiologic i igual

quantitat de "pool".

3.2.4.- QUANTIFICACIÓ DEL RAST-INTERFERÉNCIA I

. D'ANTICOSSOS BLOQUEJANTS

A la fase experimental de l'assaig d'interferén-

cia del RAST es va fer un estudi complementari amb l'intent

de quantificar l'activitat bloquejant que presentaven els

sérums posthiposensibilitzaciÓ.

3.2.4.1.- Fonament

Aquest assaig té dues vessants fonamentades en

els treballs realitzats per GLEICH (1981). Per una part me-

sura la interferencia que produeixen quantitats creixents
de serum préviament escalfat a 56° C amb una dosi constant
d'anticossos IgE. D'una altra banda, dóna per a cada serum

una concentració d'anticossos bloquejants, ...basant-se en una
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equivalencia establerta arbitrariamente

3.2.4.2.- Reactius

Básicament aquesta prova és un RAST-I i, per tant,

s'utilitzen els mateixos reactius esmentats al capítol

3.2.3.2. 3.2.4.3.- Técnica

La técnica per mesurar la interferéncia que produ

eixen els anticossos bloquejants només es va realitzar en

un sérum, triat al atzar deis que s'havia deduit prévia-

ment, mitjangant els resultats del RAST-N, presentaven ..

certa activitat bloquejant.

La quantitat constant de "pool” no hiposensibilit

zat va ésser de 2.5 yl i els volums creixents del sérum

del pacient ais set mesos de la terapia correspongueren a

5, 25, 50, 100, 150 i 200 yl, ais quals s'hi va afegir

l'esmentada dosi i es va procedir al RAST (capítol 3.2.3.3)

En els dos primers casos es va corregir el volum, addicio

nant sérum fisiolégic.3.2.4.4.- ExpressiÓ del resultats

Ais resultats aconseguits a'aplica la formula ci-

tada per calcular el percentatge d'interferéncia (capítol.
3.2.3.4.).

Per quantificar els anticossos bloquejants s'ator

ga al valor mig d'interferéncia de tots els sérums mesu-

rats una concentració de 100 U/ml deis esmentats anticos-
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sos i a partir d'aquí es calcula proporcionalment el ni-

vell bloquejant serie per a cada pacient després de set

mesos d1immunoterápia.

3.2.5.- ADSORCIÓ PER CROMATOGRAFIA D'AFINITAT DE
>

LA IgG I "RADIOALLERGOSORBENT TEST"

Axnb el fi d'arrodonir els resultats sobre la pre-

séncia d'anticossos bloquejants, encara es va fer un altre

assaig: 1'adsorciÓ de la immunoglobulina G, fracció en que

presumiblement es troben els anticossos bloquejants (LICH-

TENSTEIN 1968, AALBERSE 1976, SOBOTKA 1976, WIDE 1976,

PAULL 1978, SHIMIZU 1978, HAMILTON 1979, ZIMMERMANN 1980,

GLEICH 1981).

3.2.5.1.- Fonament

L'adsorciÓ de la IgG es va realitzar mitjangant la

técnica de cromatografía d'afinitat, que respon a un tipus

de cromatografía d'adsorció on el material del Hit presen

ta una afinitat específica per a la substancia que s'ha

d'aillar. Les propietats adsorbents especifiques del mate-

rial del llit s'obtenen acoblant covalentment en una ma-

triu insoluble, una molécula, en general una proteina, ca-

pag d'unir sota unes condicións determinades al material a

separar. Canviant les condic'ions experimentáis es pot e-

luir la substancia adsorbida, pero-aquesta part no ha inte

ressat en el nostre treball. La separacid és rápida i espe
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cífica, perqué deriva de 1'especificitat natural d'anti-

gen-anticés (fig. 7).

3.2.5.2.- Reactius

- Llit: Format per gel de Sepharosa 4B CNBr-acti-

vada, obtingut de la reacció de la Sepharosa 4B amb bro-

mur de cianogen. El producte actiu es liofilitza en pre- '

séncia de dextré. i lactosa, per preservar la seva activi-

tat i així pot conservar-se fins a 18 mesos a temperatura

inferior a 8o C. Un cop inflat el gel, la Sepharosa 4B

CNBr-activada és estable físicament i químicament en les

condicions experimentáis, permet un flux adequat i l'ad-

sorció inespecífica Ss mínima.

Activació del gel: El bromur de cianogen reaccio-

na amb els grúps hidroxil de la Sepharosa formant grups

imidocarbonats i carbamats, i es constitueixen enllaqos

creuats en la Sepharosa que contribueixen a millorar les

estabilitats física i térmica de 1'estructura del gel.

Posterorment, s'acobla la proteina "lligant” mitjanqant

una reaccié entre els grups amino d'aquesta i els grups

imidocarbonats, donant lloc a enllaqos covalents.
- Antisérum anti-IgG: Compost per immunoglobuli-

nes de conill a IgG humana (cadenes-y ) i conservat en u-

na sol-ucié 0.1 M de NaCl i 15 mM de NaN3< Es guarda a 4o
C mentre no s'utilitza.

- Solucié de HCl lmM.

- Solucié amortidora carbonat/bicarbonat 0.1 M de
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pH 8-10 amb NaCl 0.5 M, que per la seva forga iónica mini

xnitza .1' adsorció no específica deis grups carregats.
- Solució amortidora d’acetat 0.1 M, pH 4 amb

NaCl 1 M, que tambó contribueix que hi hagi la mínima ad-

sorció inespecífica.

- Solució amortidora de borat 0.1 M, pH 8.5 amb

NaCl 1 M, que té el mateix efecte esmentat.

- SoluciÓ amortidora de fosfat (PBS), 0.15 M,.pH

7.2; preparat a partir de NaH2P04.H20 i Na2HP04.2H20.
- Etanolamina 1 M, pH 8.0; elaborada d'una solu-

ció mare al 100 % d'etanolamina.

- Reactiu de Biuret, subministrat pels Laborato-

ris Knickerbocker S.A., compost a base de CuS04.5H20, KI,
NaOH 2.5 N, NaCl.

Tri-Partigen-IgG , placa d'immunodifusió per a

la quantificació d'IgG humana sérica a concentracions de

16.4 mg/100 mi a 197.4 mg/100 mi, de l'Institut Behring.
- LC-Partigen-IgG, placa d'immunodifusió per a la

dosificació d’IgG humana a baixes concentracions: 0.8 mg/

100 mi - 13 mg/100 mi; comercialitzada per la mateixa casa

3.2.5.3.- Técnica

Es disposa d'una columna (1 x 20 cm) per cada sé-
rum.

- Inflat i rentat del gel: El dextra i la lactosa

que s'afegeixen abans de la liofilitzaciÓ es renten du-^
rant aquesta fase. Un gram de Sepharosa en pols s'infla
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amb uns 200 mi de HC1 1 mM, divldits en aliquotes/ ja que

a baix pH es conserva millor l'activitat del gel. El pro-

cediment té lloc a la columna amb un filtre de fibra de

vidre.

- Acoblament: 200 yl d'anti-IgG per columna s'afe

geixen, un cop inflat el gel, dissolts en solució carbo-

nat/bicarbonat en proporcié 1 : 25. La columna es déixa a

temperatura ambient durant 2 hores, o bé, a 4o C 16 hores

- Rentat: Amb solució carbonat/bicarbonat, fins

qué no quedin protelnes al liquid eluit, fet que es pot

comprovar per la reacció de BIURET: A 2 mi de sérum fisio

lógic s'afegeixen 100 yl del lfquid problema i 8 mi de

reactiu de BIURET, es deixa 30 minuts a temperatura am-

bient i es llegeix 11absorbáncia a 550 nm. Conjuntament,

es fa un control positiu i un de negatiu. Posteriorment,

s'addiciona etanolamina i es deixa 2 hores a temperatura

ambient.

Aleshores, el producte final es renta amb solu-

cions reguladores d'alt i baix pH: així es tracta una ve-

gada amb solucié carbonat/bicarbonat, tres amb solució a-

cetat, tres amb solució borat i tres o més amb PBS fins

que el pH estigui compres entre 7.2 i 7.4.
- Experiment propiament dit: A la columna prepara

da com s'ha esmentat s'afegeixen 200 yl de serum del pa-

cient i es deixa incubar 1 h- a temperatura ambient. Per

eluir s'addicionen 800 yl de serum.fisiologic. Amb el pro

ducte resultant.es realitzen dos Controls per assegurar
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la manca d'IgG: primer en plaques Tri-PartigenR i en ob-

servar la negativitat del resultat, en plaques LC-Parti-
R

gen .

Comprovada l'abséncia d'anticossos bloquejants,

a partir deis sérums diluits es fa el RAST, tal com es

descriu al capítol 3.2.1.3., amb la correcció de volum ne

cessária.

3.2.5.4.- Expressid deis resultats

Ais comptes obtingúts de l'assaig s1aplica la for

muía proposada al capítol 3.2.1.4.

Els resultats del RAST-PA sdn superiors ais del

RAST, perqué no hi ha la competencia deis anticossos blo-

quejants. Aquesta competencia s'expressa per la diferén-

cia entre el RAST-PA i el RAST.

3.2.6.- QUANTIFICACld DE LES MOSTRES PER CENTE-

LLEIG SÓLID

125
L'átom de I es desintegra en un temps rapidís-

sim donant eitiisions y i X que es comporten com una sola

radiacid de baixa energia que es pot detectar per cente-

lleig sólid amb ion grau d'eficiencia acceptable.
El comptador gamma mesura la radioactivitat a tra

Vés d*un detector de centelleig. Aquest detector és sensi.

ble a la radiacid i sera capag de transformar 1'energia

dipositada en ell pels fotons gamma, en impulsions elec—
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triques proporcionáis, que un cop amplificades i classi-

ficades, serán enregistrades per un Circuit electronic,

acoblat de forma que els resultats permetran conéixer l'es

nergia»i nombre de fotns gamma que han interaccionat amb

el detector.

El detector de centelleig consta fonamentalment

de dues parts, la substancia luminiscent i el tub fotomuJL

tiplicador. La substancia luminiscent més utilitzada és

el iodur de sodi activat amb tali, perqué té un elevat

rendiment de deteccié. En el si d'aquesta substancia, en

incidir els raigs gamma, els étoms s'exciten i en tornar

al seu estat fonamental es produeixen llampades de llum

■que són captades peí tub fotomultiplicador. Aquest tub,

essencialment., és una cél.lula fotoeléctrica de gran sen-

sibilitat, capag d'ampliar els senyals lluminosos i con-

vertir-los en impúlsions eléctriques.

La radioactivitat lligada ais dises provinents

del RAST (técnica 3.2.1.3.) ha estat determinada mitjan-

gant un comptador de "Searle Analytic Inc”, model 1197

"Series Automatic". Les condicions de la mesura varen ser

amplitud de la finestra 6.8, base 1,20 i "Coarse" 1. ca(^a

mostra es compta durant 10 minuts.

r . 3.2.7.- TEST D'INACTIVACIO. DEL COMPLEMENT

Aquesta técnica va ser realitzada segons el meto—
de de BERRENS i col.laboradors (1978).
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3.2.7.1.- Fonament

Basicament l*experiment vol establir si existeix

una interacció "in vitro" entre al.lérgens i el sistema

del complement. Per manifestar aixó, es posa en contacte

una dosi fixa de complement (1 CH50), amb el compíex al-1

lergen-anticossos IgE i, posteriorment, es valora l'hemó-

lisi que produeix el complement, "hipotéticament modifi-

cat? a una concentrado d'hematies de moltó dptimament

sensibilitzats. Els resultats es comparen amb els obtin-

guts, sota les mateixes condicions, en un grup control.

3.2.7.2.- Reactius

- Dises d'al.lergen: han estat del mateix tipus

que els utilitzats en el RAST (capítol 3.2.1.2.).
- Complement: preparat a partir d'un "pool" de sé

rums de conillets d'Indies i subministrats per Miles Labo

ratories Inc. S'ha mantingut liofilitzat fins el moment

de la seva titulació (capítol 3.2.8.) i la resta ha estat

congelada en aliquotes destinada a posteriors assaigs de

valoració o inactivaciÓ.

- Hematies de moltó optimament sensibilitzats.

Els hematies provenien d'extraccions recents i estaven

dissolts en solució Alsever. Per la seva sensibilització,

un cop rentats amb solució amortidora de barbital, es van

barre jar amb igual quantitat. d'hemolisina, deixant incu-
bar 15 minuts a 37° C. Aquesta he'molisina va ser subminis

trada per l'Institut Pasteur i consistia.en sérum hemolí-
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tic de conill antihematies de moltó.

- SoluciÓ amortidora de barbital amb calci i mag-

nesi, pH 7.6, preparada a partir de NaCl, barbital, barbi

tal sodic, ^gCl^^I^O i CaC^. Es va conservar a 4o C.
- Dises <!'albúmina: guardats a 2-8° C, fabricats

per Pharmacia Diagnostics i proveits en flascons on es

trobaven liofilitzats.

3.2.7.3.- Técnica

Com a control l'assaig es realitza sota les mateó,

xes condicions i pels mateixos serums, amb dises d'albúmi

na en lloc de dises d'al.lergen.

En comengar l'experiment s'ha de disposar d'hema-

ties óptimament sensibilitzats i complement titulat.

A 500 1 de solució reguladora de barbital en un

tub d'assaig, s'afegeix un disc, ja siguí d'al.lergen o

d'albúmina, i desprús 25 1 de cada serum. La barreja

s'incuba a 37° C durant 20 minuts amb agitació suau.

- Posteriorment, es renta el disc dues vegades amb

solució amortidora i s'afegeix la dosi de complement esta

blerta amb 500 1 de barbital; es deixa incubar 30 minuts

a 37° C i després s'addicionen 2 mi de la mateixa solució

i 1 mi d'hematíes, portant un altre cop a 37Ó C durant 1

hora. Tot seguit es centrifuga a 1,250 g un temps de 10

minuts i es llegeix l'hemólisi en el sobrenedant a 541 nm.

Conjuntament es realitza un tub blanc, tractat so

ta idéntigues condicions peró només amb hematies i solu-
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ció barbital completant el mateix volum i, un control

d'hemólisi al 100 %t aitib hematies i aigua destií.lada a

les mateixes quantitats respectivament.

3.2.7.4.- ExpressiÓ deis resultats

Els valors de 1' absorbáncia .obtinguts per cada pro

blema s'expressen en forma de percentatge d'hemólisi:

A
% HEMÓLISI = 2 x 100

A100

a on

A = absorbáncia deis problemes.
P

AÍ00 = ^sorbáncia en el tub 100 % d'hemólisi realitzat a
les mateixes condicions.

3.2.8.- TITULACIÓ DEL COMPLEMENT

A l'assaig d*inactivació del complement es fa ser

vir una quantitat d'aquest establerta en 1 CH50. La deter

minació d'aquesta dosi es realitza per la titulado del

complement.

3.2.8.1.- Ponament

Es mesura, l'activitat del complement segons el

grau de lisi que produeix* en un temps determinat, a una

suspensió patró d'eritrdcits de moltÓ recoberts d'anticos
sos en grau óptim (dptimament sensibilitzats).

Per aixo s'estudien varis volums de complement i
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es construeix la corba dosi—hemólisi i, segons ella, es

pot conéixer la concentració que produeix el 50 % d'hemd-

lisi. •3.2.8.2.- Reactius

Deis esmentats en el capítol 3.2.7.2., én aquesta

técnica es fan servir:

- Hematies optimament sensibilitzats

- Complement de conillet d'Indies

- SoluciÓ reguladora de barbital.3.2.8.3.- Técnica

La titulaciÓ del complement utilitzat va necessi-

tar una dilució prévia d'aquest a 1/100 amb sérum fisiolé

gic.

En comengar l'assaig es preparaven diferents tubs

on es va posar el complement diluit a quantitats de 0,

100, 150, 200, 300, 400, 500 i 700 yl, solució amortidora

per igualar tots els volums a 2 mi i 1 mi d'hematies opti

mament sensibilitzats.

Tots els tubs es van incubar a 37° C durant 1 ho-

ra. Desprós es va centrifugar 10 minuts a 1250 g i amb el

sobrenedant i 1 mi d’aigua destil.lada es va llegir l'ab-

sorbáncia en 1’espectrefotometre, a una longitut d'ona de

541 nm.

A mós a mós es van fer tubs Controls de 50 % i

100 % d'hemdlisi que contenien 0.5 i 1 mi d'hematies res-
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pectivament i aigua destil.lada fins a un volum total de

4 mi.

La corba de calibrat s'obtó expressant a les abci

ses les concentracions de complement de conillet d'Indies

aplicades i a les ordenades el percentatge d'hemólisi tro

bat amb. aqüestes concentracions. A la figura 8 es mostra

la corba de calibrat mitja obtinguda per nosaltres amb la

desviació estándard que informa de la seva variabilitat.

Els coeficients de correlació (r) calculats en una série

de quatre corbes patrS han oscil.lat entre 0.8411 i 0.9757

(p < 0.001).

3.2.9.- TRACTAMENT ESTADÍSTIC DELS RESULTATS

3.2.9.1.- Index del grau de dispersifi

Com a Index del grau de dispersió deis resultats

experimentáis, s'ha utilitzat la desviació estándard i 1

l'error estándard o desviació estándard dellvalor mig.

Quan la mostra ofereix una distribució logarítmico-normal,

com en el cas de les immunoglobulines, el cálcul es realit

za sobre els valors obtinguts aplicant els logaritmes de

la concentració plasmática. A les taules s'exposa el valor

mig i la desviació estándard segons les expressions (LICH-
TENSTEIN 1973):

m = antilog (log m)
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s
antilog (log m + 1.96 log<e) - antilog (log m - 1.96 log s)

3.92

Deis valors obtinguts s'han establert els límits

fiducials, acceptant un risc d'error del 5 % on les pobla-

cions eren de distribucid normal o logarítmico-normal. El

calculdels límits de confianga del valor mig trobat s'ha

fet en funcid de la mostra, que va ésser de N < 30 i per

tant es defineixen com m+e t.

Paral.lelament s'ha realitzat el cáñcul deis lí-

mits de confianga per a un individu, m±sxi.96, interval que

es refereix a un subjecte i permet detectar els estats pa-

toldgics.

3.2.9.2.- Recta de regressid i coeficient de

correlacid

S'han realitzat estudis de la relacid o dependen-

cia entre dues variables quantitatives, basades en el cal-

cul d'un Índex "r" (FISHER-YATES 1952).

El coeficient de correlacid, "r"f mesura la ten-

déncia a l'alineament deis punts obtinguts a partir de les

dues variables. Es pot calcular per:

E (x - mx) (y ~ my)
r

El resultat es compara amb un valor teoric tabú-

lat segons el risc acceptat i els graus de llibertat que
en aquest cas sdn (N - 2). Si el valor trobat per "r" ds
mds petit que el teoric per a un risc del ,5 % no hi ha
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correlació; si el valor trobat es més gran si que hi ha

correlació, i direm que aquesta és molt significativa

quan el valor teoric s'estableix per a un risc de l'l %.

3.2.9.3.- ComparaciÓ entre percentatges d'activi-

tat lliqada en séries aparellades

Amb el fi d'avaluar la possible significaciÓ esta

dística entre les quantitats d'IgE específica, d'abans i

després de set mesos de tractament, expressades com a per

centatge d'activitat lligada es va calcular, per a cada

individu, la diferencia entre els dos tants per cent apli.

cant el test de comparaciÓ de percentatges per a séries

que compleixen la distribució de POISSON. Per aixd, s'ha

d1aplicar la fórmula següent:

a - b.

——ZZZZT- ^ 2,57
y a + b .

a on

a = percentatge d'activitat lligada mesurat després deis
set mesos de tractament.

b = idem mesurat abans d'iniciar la terapia.

El valor obtingut a la relació ha d'ésser superior
o igual a e = 2.57 per a un risc de l'l % si hi ha signi—
ficació estadística.
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3.2.9.4.— Comparadió entre dos grups segons la

diferencia entre els valors migs ("t”

de STUDENT) .

L'anSlisi de la possible significació de la dife-

réncia entre dos valors migs s'aplica quan les distribu--

cions deis conjunts d'on provenen els valors migs són ñor

mal o logarítmico-normals.i quan ambdós grups tenen una

varianga del mateix ordre.

En el nostre cas, com N < 30, el valor "t" de STU

DENT trobat, considerant el risc consentit i els graus de

llibertat, es compara amb el valor "t" tabulat segons la

llei de STUDENT-FISHER. En tots els casos el risc accep-

tat ha estat a = 0.05.

Cal puntualitzar que l'abséncia de significació

no éSj en principi, un resultat absolut i potser en iones

altres condicions experimentáis es podria observar-una di

feréncia significativa. Per aixó, és preferible referir-

se a la impossibilitat de demostrar una diferencia en

unes condicions experimentáis concretes que parlar d'una

abséncia de significació.

Al contrari, si s'observa una discrepancia signi-

ficativa entre dos valors migs, malgrat el nombre de ca-

sos sigui reduit, aquesta dada té valor absolut, de forma

que en altres condicions experimentáis es podra, com a ma

xim, augmentar el grau de significació, pero mai observar
l'abséncia de significació.
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3.2.9.5.- Prova de comparació entre dos grups amb

dades aparellades

Amb el fi d'evitar la variació individual s'ha a-

plicat, de la mateixa manera,el test de "t-paired (corre-

lated) samples", és a dir, una prova de comparació de dos

grups amb dades aparellades, que no estudia les diferén-

cies entre les dispersions, sinó que analitza les diferén

cies entre la tendencia central d'ambdues mostres amb da-
v

des aparellades. En el nostre estudi s'ha aplicat a les

dades deis pacients obtingudes al llarg del tractament.

Tots els calculs s'han realitzat amb l'ajut d'un

programador ATAIO COMPUCORD 327 Scientist i un computador

TEKTRONIX 4051, proveit d'"interactive digital plotter"

Tektronix 4662.
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4. RESULTATS



4.1.- DETERMINACIÓ DE LA IqE ESPECÍFICA

Com ja s'ha esmentat al capítol 3.2.1.4., els va-

lors resultants referents a la IgE específica s'han exprejj

sat com a percentatge d'activitat lligada. A la taula III

s'assenyalen els resultats individuáis trobats a les tres

fases del tractament estudiades i, també s'indiquen el va

lor mig i la desviació estándard obtinguts.

En fer les comparacions estadístiques mitjanqant

la "t" de STUDENT per a dades aparellades, no s'han evi-

denciat diferencies significatives al llarg del tracta-

ment, conservant-se els nivells d'IgE específica, del ma-

teix ordre.

S'ha observat correlació entre la IgE específica

i la IgE total, tant abans del tractament (p < 0.01) com

ais set mesos d'iniciat aquest (p < 0.05) i entre el com-

ponent C4 i IgE específica ais set mesos d'immunoterápia

(p < 0.05)
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4.2.- RESULTATS DE L'ASSAIG DE NEUTRALITZACIÓ

DEL RAST (RAST-N)

A la taula III s'indiquen els resultats indivi-

duals trobats peí RAST-N en els pacients asmétics abans

i durant el tractament (capítol 3.2.2.).

Globalment, 1'existencia d'anticossos bloquejants

ais set mesos d'iiranunoterápia no es manifesta, perqué de

fer-ho s' observarla un increxnent significatiu del valor

mig trobat ais set mesos respecte a l'estat inicial. A-

quest augment estarla originat a la competencia que s'es-

tableix, a la preincubació, amb l'al.lergen específic, en

tre la IgE específica i els anticossos bloquejants: a un

nivell més gran d'aquests anticossos, correspon una quan-

titat més gran d'IgE específica capaq d'unir-se posterior

ment a l’al.lergen.

Per5, un estudi detallat deis valors individuáis

mostra que un 40 % deis pacients, presenten un increment

significatiu (p < 0.01, capítol 3.2.9.3.) al percentatge

d'activitat lligada, després deis set mesos del tracta-

ment respecte a l'estat inicial, fet que és indicatiu de

1'existencia d'anticossos bloquejants ais esmentats malalts.

Alguns d'aquests pacients es varen escollir per a un estu-

di posterior, amb l'objectiu d'establir la classe d'anti-
cds responsable de l'activitat bloquejant mitjanqant el
test RAST-PA descrit al capítol 3.2.5.

S'ha trobat correlaciS entre el RAST-N i el nivell

d'IgE específica ais set mesos del tractament (p < 0.001).
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4 i 3.- RESULTATS OBTINGUTS A L'ASSAIG D1INTERFERÉN-

CIA DEL RAST (RAST-I)

A la taula IV s1indiquen els valors trobats per

l'assaig del RAST-I en els pacients asmatics ais set me-

sos d'hiposensibilització. Amb aquesta prova s'han de po-

sar de manifest els anticossos bloquejants, prévia destruc

ciS per escalfament i separació de la IgE. El obtenir un

percentatge d'interferéncia elevat, respecte al valor re-

sultant d'un "pool" de pacients asmatics sense tractar, es

tradueix en l'existéncia d'anticossos bloquejants. En el

88 % deis serums deis set mesos de terápia es produeix un

increment superior al 20 %. Per una altra banda, s'ha tro-

bat correlació (p < 0.01} entre els resultats d'aquest as-

saig i la técnica de neutralitzaciS del RAST.

En relacionar els valors obtinguts del RAST-N i

del RAST-I s'observa que la primera técnica, per ais matei.

xos malalts, només palesa l’existéncia d'anticossos bloque

jants en un 50 % d'ells, mentre que el percentatge s'aug-
menta al 88 % en aplicar l’assaig del RAST-interferéncia.

Aquells pacients en qui es va trobar en un principi, mit-

jangant la técnica RAST-N, anticossos bloquejants, en mos-

tren de non en l'assaig RAST-I, realitzat posteriorment.
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4.4.- RESULTATS OBTINGUTS A L'ASSAIG DE QUANTIFI-

CACIÓ DEL RAST-I. NIVELL D'ANTICOSSOS BLO-

QUEJANTS

A la figura 9 es mostra la regressió linial entre

el valor logarítmic deis volums afegits a un serum posthi

posensibilitzaciS escalfat préviament a 56° C i el percen

tatge d'interferencia respecte al RAST, realitzat amb una

guantitat fixa d'un "pool" de pacients asmátics abans d'i.

niciar el tractament. Com es pot observar a partir de 100

yl, els percentatges sobrepassen el valor de 100 fet que

podria ésser degut a la gran variació de volum que repre-

senta al volum final de l'assaig.

Els nivells d'anticossos bloquejants s'han esta-

blert fixant xan nivell arbitrari de 100 U/ml, de manera

que cadascun deis valors individuáis s'ha referit a aquejs

ta equivalencia. A la figura 10 es representa graficament

la concentració d'anticossos bloquejants deis sérums estu

diats.
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4.5.- RESULTATS DEL RAST-PRÉVIA ADSORCIÓ

A la taula IV s'indiquen els valors individuáis

d'aquells pacients que varen ser seleccionats, d'acord

amb l'assaig RAST-N, ais set inesos del tractament. En a-

questa prova ha d'evidenciar-se la IgE específica, sense

la interferencia que produeixen els anticossos bloquejants,

que hom suposa pertanyen a la classe IgG i que s'han sepa-

rat mitjanqant una cromatografía d'afinitat (cap£tol3.2.5)t

A la mateixa taula IV s'assenyalen les diferencies

entre RAST i RAST-PA. Aquests valors representen la compe-

téncia que creen els anticossos bloquejants a la unió de

la IgE amb el disc d'al.lergen. Aquesta competencia no es

correlaciona amb els resultats trobats a partir del RAST-I,

resultats que a la vegada indiquen la taxa d'anticossos

bloquejants.

S'ha observat una correlació (taula V a) entre el

RAST-interferéncia i el RAST-neutralització (p < 0.01),

de la mateixa manera que entre el RAST-prévia adsorció .i

el RAST (p < 0.01). Pero, per altra banda, no s'ha trobat

una bona correlació entre RAST-I i RAST ni entre RAST-PA

i RAST-N.
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TAULA IV : RESULTATS DEL RAST-INTERFERENCIA (% INTER-

FERÉNCIA) I DEL RAST-PRÉVIA ADSORClS (% AC

TIVITAT LLIGADA) ALS 7 MESOS DE TRACTAMENT

N° R A S T - I R A S T - PA RAST-PA - RAST

1 46.99 - -

2 66.29 14.05 8.548

3 57.27 27.72 21.276

5 59.01 18.00 6.324

6 62.18 - -

7 59.49 18.55 8.156

8 - 19.15 7.006

11 28.48 - -

12 29.74 - -

15 28.00 23.87 21.080

16 34.17 - -

17 6.01 -

'

__

18 14.71 16.25 5.587

19 35.2 8 - -

23 41.77 30.00 28.690

24 20.63 - -

25 46.67 24.90 16.160

m 39.79 21.39 -

s • 18.12 5.45 -

e 4.53 1.82 -

N 16 9 ••
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4.6.- RESULTATS DEL T.I.C.

Els resultats obtinguts a partir del test d'inac-

tivació del complement al grup control i ais pacients as-

matics es troben a les taules VI a i VI b respectivament.

No s'ha obsevat correlació entre el T.I.C. i l'ac

tivitat complementaria total, ni tampoc entre el compo-..

nent C3-PA i el T.I.C., pero, s'ha trobat correlació en-

tre el test d*inactivació del complement i el component

C4 (p < 0.01), representant de la via classica del siste-

ma del complement (taula V b).

De les comparacions estadistiques efectuades (tau

la VII) resulta una diferencia significativa en el T.I.C.

entre els nenes sans i els asmátics, quan s'incuben en

presencia de dises d'al.lergen, mostrant-se reduit el con

sum ais pacients atópics.

Per una altra part, els nens sans presenten una

inactivació menor amb el disc d'al.lergen en referencia a

la mesurada amb disc d'albúmina, fet que no es produeix

ais malalts asmatics.
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TAULA VI a : RESULTATS OBTINGUTS DEL T.I.C. EN EL

GRUP CONTROL (% HEMÓLISI)

N° amb AL.LERGEN amb ALBÚMINA

1 32.87 33.22

2 32.72 39.54

3 35.27 30.13

4 45.00 13.50

5 30.13 31.85

6 43.50 11.50

7 31.50 8.00

8 35.27 29.79

9 41.81 34.09

10 26.50 3.50

. 11 32.37 _ 30.82

12 34.00 5.50

13 28.76 26.71

14 34.54 34.09

15 40.00 -

16 38.63 40.45

17 40.91 48.18

18 42.27 33.63
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TAULA VI a (Continuaci.6)

N° amb AL.LERGEN amb ALBÚMINA

19 40.45 41.36

20 35.90 38.18

21 31.50 30.48

m 35.88 28.22

s 5.16 12.85

e 1.12 2.87

N 21 20

- = no ha estat realitzat
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TAÜLA VI b : RESULTATS OBTINGUTS DEL T.I.C. EN

ELS PACIENTS ASMÁTICS (% HEMÓLISI)

N° ciinb AL .LERGEN amb ALBÚMINA

1 24.00 32.00

2 42.00 41.00

3 30.00 39.00

4 19.50 38.00

5 45.50 8.00

6 47.00 12.50

7 34.24 35.00

8 35.91 34.54

9 33.18 36.81

10 33.63
.

38.18

11 34.54 -39.09

12 35.00 35.91

13 30.00 38.63

14 37.72 34.54

15 32.72 38.63

16 28.76 30.82

17 32.53 31.16

18 34.24 31.16
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TAULA VI b . (Continuado)

N° amb AL.LERGEN amb ALBÚMINA

19 27.05 27.73

20 30.82 32.19

21 33.22 31.50

22 32.87 32.87

23 31.84 30.13

24 32.53 29.79

25 30.82 29.79

m 33.18 32.36

s 5.84 7.61

e 1.17 1.52

N 25 25
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5. DISCUSSIÓ



5.1.“ DETERMINACIO DE LA IqE ESPECÍFICA

NALEBUFF i FADAL (19 79.). han proposat una serie de

modificacions al RAST, descrites al capítol 2.4.3.5., per

a una mesura més sensible deis nivells d'IgE específica,

pero, pósteriorment, SANTRACH (1981) i HOFFMAN (1980),

han assenyalat que el fet d*ampliar el rang de detecció

comporta una disminució a 1'especificitat de 1'assaig amb

un increment de falsos positius.

GLEICH (1980), ha comparat les técniques mini-RAST,

maxi-RAST i RAST, en qué la fase solida €s un disc de pa-

per (PHadebas RAST ). Al primer assaig s'utilitzen quantjL

tats d’anti-IgE radioactiva i d'al.lergen acoblat a una

fase solida més petites i aixo representa, d*entrada, una

disminucié del cost de la técnica. La sensibilitat és i-

gual per al mini-RAST i maxi-RAST i superior a la del Pha

debas RAST , perd, en canvi, aquest ültim assaig té l'a-

vantatge de trobar-se estandaritzat i portar-se a terme

en un temps considerablement inferior.

DE FILIPPI (1981), ha realitzat un estudi de la
R

sensibilitat i especificitat en el Phadebas RAST i dues

modificecions d'aquest (capítol 2.4.3.5.). En general.,

els dos parametres considerats s6n millors a les varia-

cions que al RAST convencional i entre les dues primeres,

s'observa una sensibilitat superior i uns especificitat

inferior en la técnica que només canvia les solucions iso

tópica i de rentat.
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D'una altra banda, eis treballs realitzats amb la

técnica MSPRIA o "Microtiter Solid P.hase Radioimmunoassay"

(capítol 2.4.3.5.)» presenten una correlaciS amb els resul

tats del RaST de l'ordre de 0.95 i també assenyale que

respecte a aquest tiltim, el primer és més fécil de mani-

pular i el seu cost és més petit.

La majoria de les modificacions proposades fins

ara intenten aconseguir una sensibilitat més gran (NALE-

BUFF 1979, GLEICH 1980, DE FILIPPI 1981, REID 1981). Al

present treball, com hem estudiat pacients amb elevats ni.

vells d'IgE total, en qui esperáven una alta concentracié

d'IgE especifica, no ens calia una técnica de gran sensi-

bilitat i també ens hem trobat, que els métodes proposats

requereixen xana preparacié més laboriosa. Només hem uti-

litzat les modificacions de NALEBUFF-FADAL (1979) i DE F_I

LIPPI (j.981) , en el sentit d'allargar el temps de la incu

baci6 del sérxam amb l'al.lergen, ja que optimitza, segons

aquests autoirs, l'especificitat de l'assaig.

En quant els resultats obtinguts amb el RAST so-

bre la taxa d'IgE específica, no trobem, a 1'igual que WI

DE (1976) cap variacié amb el tractament hiposensibilit-

zant, ja que xon 64 % deis maialts mantenen elevats els

seus nivells.
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5.2.- DÉTECCIÓ D1ANTICOSSOS BLOQUEJANTS

Diferents autors han intentat adaptar la técnica

del RAST per posar de manifest anticossos bloquejants.
/

Així, WIDE (1976) utilitza aquest métode amb la variant

d'una segona incubació amb un nou al.lergen. L1autor tro-

ba resultats positius en un 84 % de pacients asmatics des;

prés de quatre mesos d'immunoterépia i demostra que la re

sisténcia a la neutralització s' incrementa en presencia

de la fracciÓ IgG de serums posthiposensibilització.

L"existencia d'un factor bloquejjant al sérum palé

sa en un 40 % deis nostres pacients ais set mesos d'immu-

noterapia. La diferencia entre el nostre percentatge i el

trobat per WIDE (1976) , ha d'atribuir-se ais reactius utJ.

litzats a la técnica del RAST; així, nosaltres hem emprat

al.lergen acoblat a la fase solida a una concentració es-

tandaritzada i el sobrenedant romanent de la primera incu

bació, seguia el RAST segons les indicacions de la casa

subministradora/ diferenciant-nos de l*esmentat autor, que

utilitza un métode desenvolupat per ell mateix (WIDE 1967).

Una altra variant del RAST per a la quantificació

d*anticossos bloquejants és la técnica descrita per

GLEICH (1981), anomenada "RAST-interference assay for

blocking antibody" (RAST-I) i basada a la interferéncia
que produeix 1'addiciÓ d’un sérum postfiiposensibilització,
lliure d'IgE prévia termdlisi i sep raciÓ, a un "pool" de
sérums de pacients asmatics no tractats, §s a dir, que no
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té, presumiblement, anticossos bloquejants. Nosaltres hem

seguit la mateixa técnica a excepcié del volum de "pool"

que al nostre cas ha estat més.gran. Mitjangant el RAST-I,

GLEICH palesa un factor capag d'interferir la unió IgE-aJL

lergen en un 80 % deis pacients. Els nostres resultats e-

videncien un 88 % de casos amb un- pe’rcentatge d'interfe-

réncia superior al 20 %. Segons GLEICH, aquesta interfe

réncia té lloc a nivell de 1'al.lergen i no per una unió

anticos bloquejant-IgE, dones va observar que al realit-

zar l'assaig amb una incubació previa de 1*al.lergen en

el serum tractat, després de la qual addicionava el "pool"

el percentatge d'interferéncia era del mateix ordre.

En analitzar els percentatges deis resultats pos!,

tius obtinguts a partir del RAST-N i el RAST-I per ais ma

teixos pacients, el RAST-neutralització només demostra

1'existencia d'una activitat bloquejant en un 50 % d'ells,

mentre que augmenta al 88 % quan s'aplica l'assaig d'Ínter

feréncia del RAST. Aleshores, segons aqüestes dades, la

técnica del RAST-I es mostra més sensible per evidenciar

els esmentats anticossos bloquejants, coincidint així amb

la tesi de GLEICH. A més a més, cal assenyalar que-té l'a-

vantatge en front el RAST-N, que permet determinar, a la

vegada, IgG i IgE, utilitzant només un al.lergen en fase

gélida i no requereix una pu^ificació excesiva de l'anti—

gen per a la determinaciÓ de la IgG.

No hem trobat autors que 'hagin emprat una técnica

semblant a la utilitzada per nosaltres i anomenada RAST-
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previa adsorciÓ o RAST—PA. En aquest assaig es manifesta

la IgE especifica sense la competencia que produeixen els

anticossos bloquejants, ja que aquests han sigut separats

mitjangant una cromatografía d'afinitat, basant-se en el

fet que pertanyen a la fracció IgG (LICHTENSTEIN 1968,

AALBERSE 1976, SOBOTKA 1976, WIDE 1976, PAULL 1978, SHIMU

ZU 1978, HAMILTON 1979, ZIMMERMANN 1980, GLEICH 1981). La

técnica s'ha realitzat en sérums provinents de pacients

hiposensibilitzats que segons el RAST-N demostraven una

activitat bloquejant i s’hi ha observat un increment de

l’activitat lligada al disc d’al.lergen en abséncia d'IgG,

fet que recolza la teoria que el factor bloquejant esta

inclés a la fracció IgG.

L'augment d'IgE lligada a l'al.lergen en abséncia

d1anticossos bloquejants, expressat per la diferéncia

RAST-PA - RAST, no es correlaciona amb els resultats ob-

tinguts a partir del RAST-N i RAST-I, dades que indiquen

els nivells d’anticossos bloquejants, Peré, encara que no

es pot parlar d’una correlació entre els nivells de blo-

queig, és a dir, resultats del RAST-I i RAST-N, i compe-

téncia amb IgE, que es manifesta a les diferencies relata,

ves del RAST-PA en front el RAST, es podria pensar que la

milloria clínica que s’observa en els malalts després del

tractament, sigui deguda ais anticossos bloquejants, ja

que els nivells d’IgE específica no disminueixen amb el
tractament a la majoria deis pacients (64 %).

En quant a les correlacions realitzades entre els
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resultats de les técniques assajades (RAST, RAST-N, RAST-

I i RAST-PA, taula Va), s'obté una bona correlació entre

RAST-N i RAST-I, procediments que reflécteixen la presén-

cía d’un factor bloquejant, ja que els dos mesuren la re—

sisténcia a la neutralització i la interferencia,:respec-

tivament, que produeixen els esmentats anticossos. També

entre RAST i RAST-PA es troba correlació, ja que ambdues

técniques determinen nivells d'IgE específica amb IgG i

sense IgG respectivament. Es podria aleshores afirmar que

la técnica del RAST-PA, un cop estandaritzada, ofereix u-

na alternativa en el camp de la mesura d'anticossos blo-

quejants en sérums posthiposensibilitzaciÓ.

També s'ha trobat una correlació significativa en

tre la concentració d'immunoglobulina G plasmática ais

set mesos del tractament i els nivells d'anticossos blo-

quejants mesurats mitjangant el RAST-N i el RAST-I al ma-

teix sérum.

Coincidim amb BERG (1971) i LICCHTENSTEIN (19 71)

en afirmar que existeix una relació éntre els nivells

d'anticossos bloquejants i la milloria clínica que s'ob-

serva ais malalts.

La correlació entre RAST i RAST-N, és a.dir, entre

els nivells d'IgE específica i la taxa d'anticossos bloque

jants, indica que la formado deis esmentats anticossos es

realitza proporcionalment a la concentració d'IgE especí-
fica i, per tant, els nivells d'IgE específica no están en

contradicció amb una milloria clínica.
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Ais resultats obtinguts a l'assaig del RAST-inter

feréncia, la relaciS lineal que hi ha entre el valor loga

rítmic deis volums afegits d'un serum hiposensibilitzat,

escalfat préviament a 56° C, i el percentatge d'interfe-

réncia a qué dóna lloc, indica qúe l'assaig d'interferén-

cia del RAST podría ésser estandaritzat mitjangant l'ús

d'un "pool", on s'assignarien unitats arbitrarles. Tanraa-

teix, els anticossos bloquejants s'han quantificat en a-

quest procés establint unitats arbitráries de manera sem-

blant a la descrita per GLEICH (1981), (capítol 3.2.4.).
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5.3.- INACTIVACIÓ "IN VITRO" DEL COMPLEMENT PER

L'AL.LERGEN

En referéncia a l'estudi realitzat sobre la inac-

tivació "in vitro" de complement, hem comprovat, a l1 igual

que ETIEVANT (1975), WEEMAES (1977) i BERRENS (1978), que

els serums de pacients asmátics son més sensibles a una in

activaciO del complement, en posar-se en contacte amb l'al

lergen, ja que existeix una diferencia significativa amb

el grup control, encara que fins ara es desconeixin les

raons d'aquesta sensibilitat més gran ais pacients atopics

Amb el fi de determinar si es tractava d'un fenó-

men inespecífic, es van reaiitzar assaigs amb dises d'al-

lergen i d'albúmina per separat. Els resultats mostren

que en nens sans es produeix un consum "in vitro" de com-

plement més gran en icubar en presencia d'al.lergen que -

ámb albúmina. Cal assenyalar que la pols doméstica és 1'aJL

lergen inhalant amb una capacitat d'inactivaciÓ més gran i

aquesta és dosi-dependent, segons l'estudi fet per BERRENS

(1973), encara que, basant-se en el treball d'aquest autor

la potencia d'un al.lergen per inactivar el complement es-

ta en relaciO amb el nombre de locus lisina-resta glucídi-

ca de la molécula, el que al nostre cas podxia succeir al

provenir la Usina de 1'albúmina (11 % de la seva composi—
ci6 aminoacldica) i formar-se els locus al unir-se l'albú-

mina ais dises de cel.lulosa.

WEEMAES (1977) i BERRENS (1978) observen córrela-
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ci6 entre el component C4 i el T.I.C.; ETIEVANT U975) de

mostra un consum de coxnplement "in. vitro" amb la partid-

pació de la via clássica. Coin.cidim amb el.s esmentats au-

tors, dones els^.nostres resultats ofereixen una estreta

correlació entre C4 i T.I.C., pero no entre C3-PA i T.I.C,

fet que recolza la hipótesi que la inactivació es produ-

eix amb la intervenció de la via clássica. Finalment, tam

poc trobem correlació entre el RAST i el.test d'inactiva-

ció del complement i aixó, afegit ais resultats deis ante

riors autors, permet assegurar que el oonsum del comple-

ment per l'al.lergen no es realitza a través de la IgE e^

peclfica.
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6. CONCLUSIONS



!•“ La preséncia d'anticossos bloquejants, des-

prés de set mesos d'immunoterápia s'ha detectat mitjan—

9ant tres técniques isotopiques de diferent disseny expe-

rimental.2.- Ais pacients asmátics sotmesos a tractament

hiposensibilitzant, la milloria clínica observada coexis-

teix amb la persistencia d'elevats nivells d'IgE específi.

ca. Aquesta milloria está relacionada amb la taxa d'anti-

cossos bloquejants.3.- s1observa correlació significativa entre els

resultats trobats mitjan9ant la neutralització del RAST i

la interferencia del RAST, tecniques que, amb fonament di

ferent, palesen 1'existencia d'anticossos bloquejants.4.- La técnica de la interferencia del RAST es ma

nifesta més sensible que la neutralització del RAST, per

demostrar la presencia d'un factor bloquejant.5.- La técnica prévia adsorció del RAST desenvolu

pada en aquest treball, és una nova alternativa per a la

detecció d'anticossos bloquejants, ja que, en abséncia

d'IgG, determina nivells d'IgE específica que ofereixen

bona correlació amb els valors del RAST.6.- Els anticossos bloquejants són, segons la téc

nica d'interferéncia del RAST, estables a 56 C i, segons

l'assaig de prévia adsorció del RAST, pertanyen a la cías
se IgG. 7.- Els nens asmátics presenten un grau d'inacti-

vació del sistema del complement per a la pois doméstica,
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significativament augmentat respecte ais nens sans.8.- Els pacients asmátics no discriminen la natu-

ralesa de 1'antigen utilitzat a l'assaig, sent la inacti-

vació complementaria produida, del mateix.ordre a l'obtin

guda en el grup de referencia amb l'albümina.9.- En presencia d'al.lergen, els nens sans mos-

tren vina inactivació del complement "in vitro", significa

tivament més petita que l'obtinguda en presencia d'albümi

na. 10.- Al procós d'inactivació "in vitro" del siste

ma del complement per l'alvlergen pols domestica, no in-

tervé la IgE específica i es realitza mitjangant la via

clássica.
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