4 RESULTATS

4.1 CARACTERISTIQUES GENERALS DELS INDIVIDUS

PARTICIPANTS EN L’ESTUDI

L’estudi va incloure un total de 40 individus. D’aquests, dos van ser exclosos, un per
no acudir a les visites de control programades i l'altre per deteriorament de la

mostra sanguinia corresponent a l'inici del seguiment.

Les caracteristiques demografiques i cliniques dels 38 individus que finalment van
ser inclosos en l'estudi es detallen en la Taula 9. La descripcié dels grups s’ha
realitzat primer per als pacients al- lergics de forma global, i després desglossats en
el grup que no seria tractat amb IT i el grup que si havia de rebre IT. A continuacio

s’exposen les caracteristiques dels individus no al- lergics.

GRUP DE PACIENTS AL LERGICS

El grup de pacients al- lergics va quedar constituit per 28 individus al- lergics a D
pteronyssinus amb simptomes d’asma i/o rinoconjuntivitis. La mitjana d’edat del

grup era de 20, 68 + 3,37 anys, amb un minim de 15 anys i un maxim de 29 anys.

Segons el génere, hi havia 12 homes i 16 dones.
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Taula 9. Individus de I'estudi

GRUP EDAT  HOMES DONES P.c.Dpt I!9E TOTAL
anys kU/I
o 20,68+3,37 447,21 +
Al-_lérgics (total) 12 16 100%
(15-29) 466,91
_ 21,17 £ 3,13 561,67 +
Al- lergics senselT 8 4 100%
(15-26) 550,75
o 20,31 + 3,59 361,38 +
Al- lérgics amb IT 4 12 100%
(15-29) 389,39
o 25,30 £ 2,21
No al- lergics 2 8 0% N.R.
(22-29)

P.C.D pt = prova cutania aD pteronyssinus; N.R.= no realitzada. L'edat i la IgE venen
expressades com mitjana * desviacio estandard.

Segons els criteris de seleccié exposats a I'apartat de Material i Métodes, es van

constituir dos grups en funcié de si rebrien o no IT:

Grup d’al-_lergics no tractats amb IT: El grup estava format per 12 pacients al- lergics,

amb una mitjana d’edat de 21,17 £ 3,13 anys (15-26 anys).

La mitjana d'IgE total era de 561,67+ 550,75 kU/l (90-1696 kU/l). La mitjana d’'IgE

especifica a D pteronyssinus era de 62,75 + 32,71 kU/I (22-100 kU/).

Grup d’al-_lérgics tractats amb IT: Aquest grup va quedar constituit per 16 pacients,

al- lergics a D pteronyssinus amb una mitjana d’edat de 20,31 + 3,59 anys (15-29

anys).

La mitjana de la IgE sérica era de 361,38 + 389,39 kU/l (26-1444 kU/l). La mitjana

d’IgE especifica a D pteronyssinus fou de 56, 5 + 32,33 kU/I (3 i 100 kU/).

Les caracteristiques cliniques dels dos grups de pacients al- lérgics expressades en

forma de puntuacio en una escala de simptomes, de medicacio, i els valors de les
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proves respiratories funcionals, que presentaven a [linici de l'estudi queden

reflectides a la Taula 10.

Taula 10. Caracteristiques cliniques dels grups de pacients segons van ser o

no ser tractats amb IT

Grup sense IT Grup amb IT

Simptomes (Escala punts) 9,48 +4,79 10,08 £ 2,00
Medicaci6 (Escala punts) 2,39+1,22 3,12 + 2,59
Proves cutanies a D pteronyssinus,

diametre papules (mm) 925£529 7150191
FVC (%) 95,25 + 13,12 86,44 + 12,52
VEMS (%) 97,58 +14,90 86,56 + 14,83
IgE total (kU/) 561,67 + 361,38 361,38 + 389,39
IgE especifica (kU/) 62,75+ 32,71 56,50 *+ 32,33

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard.

Quan es van comparar les caracteristiques demografiques i cliniques entre el grup
no tractat i el grup que seria tractat amb IT, no es van observar diferéncies

estadisticament significatives.

GRUP D'INDIVIDUS NO AL- LERGICS

Aquest grup estava constituit per 10 individus sans (vuit dones i dos homes) que
per la historia clinica no presentaven simptomes suggestius de malaltia al- lérgica.

Les proves cutanies a pneumoal- lergens, inclisD pteronyssinus, eren negatives.

La mitjana d’edat del grup era de 25,3 £ 2,21 anys (22-29 anys).

La comparacio de les caracteristigues demografiques del grup de pacients al- lérgics
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i el grup d’individus sans, no va demostrar diferéncies estadisticament significatives
en quant al sexe, si bé el grup d’al- lérgics presentava una mitjana d’edat menor que

el grup de no al- lergics (p<0,001).
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4.2 ESTUDI CLINIC

4.2.1 PROVES CUTANIES D'HIPERSENSIBILITAT A Dermatophagoides
pteronyssinus

En els dos grups de pacients al- lergics, les proves cutanies pel métode de “prick” es
van realitzar amb diferents concentracions de D pteronyssinus (0,1, 1, 10 i 100
HEP/mI) a l'inici, als sis mesos i a l'any, per tal d’avaluar un canvi de reactivitat
cutania al llarg de l'estudi. Els resultats obthguts tant amb el control positiu
(histamina) com amb D pteronyssinus a l'inici de 'estudi (previ al tractament) i en

els controls posteriors (6 mesos i un any) es mostren a la Taula 11.

Les papules induides per la histamina no es van modificar al llarg de I'estudi en cap

del dos grups de pacients (Taula 11).

A Tinici de l'estudi, no hi havia diferéncies estadisticament significatives en els
resultats obtinguts en les proves cutanies amb les diferents concentracions de D
pteronyssinus entre el grup que no seria tractat amb IT i el grup que si rebria
aquest tractament. En canvi, als 6 mesos i a l'any s'observava que el grup de
pacients tractats amb IT presentava una menor reactivitat cutania comparat amb el
grup que no havia rebut IT, amb una diferéncia estadisticament significativa
(concentracié 0,1 HEP/mI, p=0,029 a T2 i p=0,008 a T3; concentracio 1 HEP/mI,

p=0,013 a T2 i p=0,023 a T3) (veure Taula 11).
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Taula 11. Proves cutanies amb diferents concentracions de D
pteronyssinus a l'inici, 6 mesos i 1 any de I'estudi. Comparaci6 entre

grups.
Grup sense IT Grup amb IT p

T1 5,58 +1,08 534+ 0,77 N.S.
Histamina T2 5,29 + 0,58 5,41+ 0,92 N.S.
T3 5,42 + 0,90 5,19 + 0,66 N.S.
T1 154+1,44 1,44 + 1,37 N.S.
0,1 HEP/ml T2 2,33+1,50 1,06+ 1,34 0,029
T3 2,17+ 1,40 0,69 + 1,08 0,008
T1 3,67 £0,99 3,72+0,86 N.S.
1 HEP/mI T2 450+1,78 247+1,73 0,013
T3 3,25+1,29 163+1,71 0,023
T1 6,71+ 4,32 541+1,28 N.S.
10 HEP/ml T2 6,38 + 2,16 481+1,83 N.S.
T3 5,79+ 1,63 4,47 +1,55 N.S.
T1 9,25+ 5,29 750+ 191 N.S.
HElli)?mI T2 7,92+20 7,03 +2,37 N.S.
T3 825+ 1,97 6,34 £ 1,90 N.S.

Resultats expressats com a mitjana + desviacid estandard en mm. T1=inici de

I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

La comparaci6 intragrup, mostrava que el grup no tractat amb IT no presentava cap
modificacié de la resposta cutania front I'antigen al llarg de I'estudi, excepte per la
concentracié de 0,1 HEP/mI, que induia un augment lleuger de la reacci6 als 6

mesos respecte a la inicial (p=0,044). En canvi, en el grup de pacients que van
rebre IT, s’objectivava una reduccié progressiva de la reactivitat cutania per a totes
les concentracions de I'extracte de D pteronyssinus, que arribava a la significacio
estadistica per a la concentracié d'1 HEP/ml als 6 mesos respecte a l'inici (p=0,009)

i per a la concentracio de 10 HEP/mI, als 6 mesos i a I'any (p=0,002 i p=0,014,
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respectivament) (Fig. 33 i Fig. 34).
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Figura 33. Pacients no tractats amb IT. Resultats de les proves

cutanies amb D pteronyssinus a diferents concentracions.

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

* p=0,044
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Figura 34. Pacients tractats amb IT. Resultats de les proves cutanies

amb D pteronyssinus a diferents concentracions.

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
*p=0,044; **p=0,009; § p=0,014
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4.2.2 PROVES DE PROVOCACIO CONJUNTIVAL

Els resultats de les proves de provocacio conjuntival realitzades en els dos grups de
pacients (no tractats o tractats amb IT), es mostren a la Taula 12, on s’expressen el
nombre de positivitats per a cada concentracié de I'extracte en els tres temps (T1,
T2 i T3). Tots els pacients van presentar una prova positiva abans d’arribar a la

provocacié amb la concentracié de 100 HEP/mI.

Taula 12. Nombre de pacients que mostraven positivitat de les
proves de provocacié conjuntival amb diferents concentracions de
D pteronyssinus (0,1, 1 i 10 HEP/ml) en el grup de pacients no
tractats i en els tractats amb IT

Sense IT Amb IT
T1 0 0
0,1 HEP/mlI T2 > 0
T3 0 0
T1 9 11
1 HEP/mlI T2 10 13
T3 11 8
T1 3 5
10 HEP/mI T2 0 3
T3 1 8

Resultats expressats com a nombre de pacients que varen presentar una
prova conjuntival positiva amb aquella concentracié. T1=inici de I'estudi; T2=6

mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

La major part dels pacients presentaven una prova de provocacié positiva a les
concentracions d'l1 HEP/mI tant a l'inici com als 6 mesos, no observant-se cap
diferéncia estadisticament significativa entre els pacients no tractats i els tractats
amb IT. Quan la provocacié conjuntival es va efectuar a I'any de l'inici de I'estudi, es
va objectivar que els pacients que havien rebut IT precisaven una major
concentracié del extracte de D pteronyssinus per a induir una resposta positiva

(p=0,039) (Fig. 35).
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Figura 35. Percentatges de positivitat de les proves de provocacio
conjuntival a les concentracions de 0,1, 1 i 10 HEP/ml en el grup de
pacients no tractats i en els tractats amb IT.

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
* p=0,039 quan es compara a T3 el grup sense IT amb el grup amb IT

4.2.3 PROVES DE FUNCIO RESPIRATORIA

Els resultats de les proves de funcié respiratoria realitzades al grup de pacients

sense IT i al grup de pacients tractats amb IT s’exposen a la Taula 13.
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Taula 13. Resultats de les proves de funcié respiratoria en el grup no

tractat i en el tractat amb IT

Grup sense IT Grup amb IT
FVC T1 95,25+ 13,12 86,44 £ 12,52
T2 93,83 +9,54 93,31 £10,92
T3 91,92 +10,47 90,31+ 10,84
VEMS T1 97,58 + 14,90 86,31 + 14,83
T2 95,58 + 10,88 95,69 + 9,57
T3 94,00 + 13,04 91,13+12,52
MEF T1 88,75 + 26,84 73,81 £21,02
T2 88,67 * 26,18 84,94 £ 19,03
T3 89,00 + 28,50 77,44 £ 22,06
VEMS/ EVCY% T1 84,42 + 6,33 87,00 + 9,15
T2 83,75 + 6,66 87,00 = 8,81
T3 87,67 £ 9,49 83,19 + 8,13
PB T1 16,67 31,25
T2 25,00 6,25
T3 25,00 6,25

Els resultats de FVC, VEMS i MEF, venen expressats com a percentatge del valor
tedric. La PB ve expressada com a percentatge de proves broncodilatadores
positives sobre el total de realitzades. FVC=capacitat vital forcada; VEMS=volum
espirat en el primer segon; MEF=messofluxe 25-75%; VEMS/ FVC%=relacié entre
VEMS i FVC, expressat com percentatge PB=prova broncodilatadora; T1=inici de

I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Quan es va realitzar I'estudi estadistic d’aquests parametres, no es va trobar cap

diferéncia significativa entre el grup de pacients que no varen ser tractats amb IT i

els que van ser tractats amb IT en cap dels periodes de I'estudi.

En el grup no tractat, no es va observar cap modificacié en les proves de funcid

respiratoria, mentre que en el grup tractat amb IT, hi havia una milloria dels

parametres FVC, VEMS i MEF, que era estadisticament significativa respecte a

l'inici en els resultats obtinguts als sis mesos (p=0,022, p=0,007 i p=0,021,

respectivament) (Fig. 36 i Fig. 37).
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Figura 36. Pacients no tractats amb IT: resultat de les

proves de funcié respiratoria.

Els resultats de FVC, VEMS i MEF, venen expressats com a
percentatge del valor tedric. FVC=capacitat vital forcada;
VEMS=volum espirat en el primer segon; MEF=messofluxe 25-
75%; VEMS/ FVC%-=relaci6 entre VEMS i FVC, expressat com
percentatge; Tl=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12
mesos de l'estudi.
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Figura 37. Pacients tractats amb IT: resultat de les

proves de funcio respiratoria.

Els resultats de FVC, VEMS i MEF, venen expressats com a
percentatge del valor teodric. FVC=capacitat vital for¢ada;
VEMS=volum espirat en el primer segon; MEF=messofluxe 25-
75%; VEMS/FVC%=relaci6 entre VEMS i FVC, expressat com
percentatge; Tl=inici de I'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12
mesos de l'estudi.
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4.2.4 SIMPTOMES CLINICS

Els simptomes clinics que presentaven els pacients es van mesurar mitjangant una
escala d’autoavaluaci6 en els tres controls que es van efectuar (a I'inici, als 6 mesos
i a 'any d'iniciar I'estudi). A la Taula 14 s’exposen els resultats del grup de pacients

no tractats i dels tractats amb IT.

Taula 14. Puntuacié de simptomes presentats pels pacients

Grup sense IT Grup amb IT p
T1 9,48 £ 4,79 10,08 £+ 8,01 0,945
T2 10,64 £ 5,46 9,64 + 8,14 0,133
T3 11,25+ 7,45 6,67 £ 5,32 0,068

La puntuacié dels simptomes esta expressada com mitjana + desviacié estandard.
T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Quan es comparaven els dos grups (el no tractat i el tractat amb IT), no
s’observaven diferencies, excepte en el control de I'any (T3), on els simptomes eren
menors en el grup tractat amb IT encara que no s’arribava a la significacio

estadistica (p=0,068).

L’avaluacié durant el temps de duracié de 'estudi dels simptomes que presentava
el grup no tractat amb IT no va mostrar modificacions. En canvi, en el grup tractat
amb IT s'observava que a l'any, comparat amb [inici, hi havia una reduccio

significativa dels simptomes (p=0,014) (Fig. 38)
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Figura 38. Simptomes presentats pels pacients

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
*p:0,014, comparant T3 amb T1

4.2.5 US DE MEDICACIO

L’0s de medicacio es va avaluar a I'inici, als 6 mesos i a I'any d'iniciar-se I'estudi, en

funcié a una escala de puntuacid atribuida a cad a possible tipus de medicacié

(Annex ), calculant-se la mitjana setmanal d'us.

No es va objectivar cap diferéncia entre el grup de pacients no tractats amb IT i

aquells que si van rebre IT, en cap dels tres moments de l'estudi, encara que hi

havia una tendencia a la disminucié en I'is de medicacio en el grup tractat amb IT

respecte als no tractats (Taula 15).

Taula 15. Us de medicacio

Grup sense IT Grup amb IT
T1 2,39+1,22 3,12 £ 2,56
T2 2,39+1,38 2,75+ 281
T3 2,52+1,90 1,83+ 1,56

La puntuacié dels simptomes esta expressada com mitjana +
desviacié estandard. T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi;
T3=12 mesos de I'estudi.
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L’estudi longitudinal va mostrar que en el grup no tractat amb IT no es modificava
I'ts de medicacié mentre que en el grup tractat amb IT s’observava una disminucio
en I'is de medicacié, que arribava a la significacié estadistica quan es comparava

la puntuacié a I'any amb la de l'inici de I'estudi (p=0,006) (Fig. 39).

Puntuacié de —— Grup sense IT ——Grup amb IT |
medicacié

35

3_

2,5 1

2_

15 T T

T1 T2 T3  Temps

Figura 39. Us de medicacio pels pacients

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

*p:0,006 comparant T3 amb T1 en el grup amb IT
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4.3 ESTUDIS “IN VITRO”

4.3.1 CONCENTRACIO SERICA D'IgE TOTAL | IgE ESPECIFICA EN ELS
PACIENTS NO TRACTATS | EN ELS TRACTATS AMB IT
Tant en el grup no tractat com en el grup tractat amb IT, es van estudiar els nivells

serics d'IgE total i d'IgE especifica abans d'iniciar I'estudi, als 6 i als 12 mesos. Els

resultats d’aquestes determinacions s’exposen a la Taula 16.

A Tlanalisi estadistica no es van trobar diferéencies en els valors d’IgE total i
especifica en cap moment de I'estudi entre els pacients no tractats amb IT i els que

si la van rebre.

Taula 16. Valors d’IgE total i IgE especifica per D pteronyssinus

Grup sense IT Grup amb IT
T1 561,67 + 550,75 361,38 + 389,39
IgE total
T2 504,33 + 488,58 526,56 + 587,65
(kU/)
T3 406,25 + 303,67 477,56 + 553,76
IgE especifica per D T1 62,75 £ 32,71 56,50 * 32,33
pteronyssinus T2 57,17 £ 33,74 62,13 £ 34,76
(kU T3 50,25 + 37,61 63,63 + 35,23

T1=inici de I'estudi; T2=als 6 mesos; T3=als 12 mesos

L’estudi de les variacions dintre de cada grup va mostrar que al cap de mig any de
tractament amb IT es constatava un augment significatiu de la IgE total (p=0,044),
gque tornava a disminuir a 'any encara que es mantenia per sobre dels valors

inicials (Fig. 40). Aquesta tendéncia no es va objectivar per la IgE especifica.
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Figura 40. Valors d’IgE sérica total en els dos grups de pacients al- lérgics.

4.3.2 EOSINOFILIA PERIFERICA

La determinaci6 dels eosinofils en sang practicada a I'inici, 6 mesos i 12 mesos de
'estudi, no va mostrar diferéncia entre els dos grups de pacients (no tractats i

tractats amb IT) (Taula 17).

Taula 17 . Eosinofilia sanguinia en el grup de
pacients no tractats i en els tractats amb IT al llarg de

I'estudi
Grup sense IT Grup amb IT
T1 466,58 + 243,64 370,19 + 249,83
T2 344,17 + 166,97 291,63 + 215,09
T3 362,92 + 157,13 359,38 + 236,05
Eosinofilia expressada en eosindfils /mm°, mitjana + desviacié
estandard

En el grup no tractat amb IT es va trobar una disminucié dels eosinofils a la segona
extraccié sanguinia (als sis mesos) que era estadisticament significativa (p=0,032),

mentre que en el grup tractat la disminucié no era significativa. En els dos grups hi
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havia una tendéncia a recuperar parcialment els valors d’eosinofilia inicials.

4.3.3 ESTUDI DE L’'EXPRESSIO DE RECEPTORS DE SUPERFICIE CD23
i CD86 EN CEL- LULES PRESENTADORES DE L'ANTIGEN

L’expressio del receptor de baixa afinitat per la IgE (CD23) i del CD86 (B7.2) es va

estudiar en els limfocits B (cél- lules CD20+) i en els monaocits (cél- lules CD14+) en

els pacients al- lérgics, tant els tractats com els no tractats amb IT, i en els individus

sans.

4.3.3.1 ESTUDI EN PACIENTS ATOPICS | INDIVIDUS SANS

L'analisi de I'expressié de CD86 a la superficie dels monocits va demostrar que el
100% d’'aquestes cel- lules expressaven aquesta molécula, mentre que la seva
expressio a la superficie cel- lular dels limfocits B era del 6,3 + 2,71% en individus no

atopics i 6 = 2,29% en individus atopics (Taula 18).

El percentatge de limfocits B i monocits que expressen CD23 es mostra a la Taula

18.

Taula 18. Percentatge de limfocits B i monocits que expressen CD23 i CD86

No atopics Atopics p
% de limfocits B que expressen CD23 4540+ 11,52 46,29 + 13,07 0,856

% de monaocits que expressen CD23 5,00 + 2,67 8,76 £4,53 0,022

% de limfocits B que expressen CD86 6,30+ 2,71 6,00+£2,29 0,761

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del percentatge

de cél- lules positives per aquella molécula de superficie

El grup de pacients atopics presentava un percentatge més elevat de monocits que
expressaven CD23 que els individus no atopics (p=0,022) (Fig. 41). En canvi, en els
limfocits B no es va apreciar diferéncia en I'expressio de CD23, ni tampoc en

I'expressié de CD86 (Fig. 41).
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Figura 41. Expressi6é de CD23 i de CD86 en limfocits B i
monaocits en individus atopics i no atopics
4.3.3.2 ESTUDIEN EL GRUP DE PACIENTS AL- LERGICS NO TRACTATS AMB

IT I EN EL GRUP DE PACIENTS TRACTATS AMB IT

A la Taula 19 es mostren els resultats de I'estudi de la expressié de CD23 i CD86
en limfocits B i monocits en cadascuna de les tres fases de I'estudi en els individus
al- lergics segons si rebien o no rebien IT. L'expressio de CD86 en els monocits

oscil- lava entre el 99-100% en tots els casos.

Taula 19. Percentatge de limfocits B i monocits que expressen CD23 i
CD86 en els individus al- lergics en funcio del grup

Grup sense IT Grup amb IT
T1 51,50 + 15,27 41,82 + 10,76
% limfocits B CD23+ T2 57,63 + 8,85 58,91 + 16,31
T3 56,88 + 9,82 58,55 + 15,33
T1 9,75+ 4,37 8,00+4,94
% monocits CD23+ T2 9,75+ 5,20 5,00+ 2,76
T3 10,00 + 3,74 5,63 + 3,80
T1 6,57 + 2,37 5,78 + 2,33
% limfocits B CD86+ T2 6,43 +1,90 4,78 £ 2,59
T3 6,57 +£1,90 433+£2,35

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del percentatge
de cel- lules positives per aquella molecula de superficie. T1=inici de I'estudi; T2=6
mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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No es van trobar diferéncies significatives en I'expressié de CD23 en limfocits B

entre el grup tractat amb IT i el no tractat amb IT, en cap de les tres determinacions.

En quant a I'expressié de CD23 en els mondcits es va observar que si bé a l'inici de
I'estudi era similar en tots els pacients, al cap de sis mesos (T2) i al cap d'un any
(T3) hi havia menor expressié de CD23 en els monocits dels pacients tractats amb
IT (p=0,019 i p=0,024, respectivament). També en els limfocits B es va objectivar
una menor expressié de CD86 al cap d'un any de tractament amb IT comparat amb

els pacients sense IT (p=0,06) (Fig. 42).
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Figura 42. Percentatge de limfocits B i monocits que expressen CD23 i CD86

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

*p=0,019; **p=0,024
En canvi, quan es feia I'analisi intragrup al llarg de I'estudi es va trobar que el grup
tractat amb IT va mostrar un augment en I'expressio de CD23 en els limfocits B als
sis mesos i a I'any quan es comparava amb els resultats de l'inici (sis mesos

p=0,024; un any p=0,024).
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En els pacients que van rebre IT es va trobar una correlaci6 negativa entre

I'expressié de CD23 i CD86 en els limfocits B (r=-0.478, p=0.012).

4.3.4 ESTIMULACIO LIMFOCITARIA AMB PMA | IONOMICINA |

DETECCIO DE CITOCINES INTRACEL: LULARS

4.3.4.1 ESTUDIEN PACIENTS ATOPICS | INDIVIDUS SANS

Els limfocits dels pacients atopics i dels individus sans van ser estimulats de
manera inespecifica amb PMA i lonomicina, i es va efectuar la deteccié de citocines
intracel- lulars en els limfocits T. El percentatge d’activacio, mesurat com
percentatge de cel- lules CD3+ que expressaven CD69, aixi com el percentatge de
cél- lules CD3+ (limfocits T), i de les subpoblacions CD3+/CD8+ i CD3+/CD8-

(presumiblement corresponent als CD3+/CD4+), en que es va detectar IL-4, IFN-gi

IL-10 es reflecteix a la Taula 20.

Els resultats van mostrar que els individus no atdpics mostraven una major activacio
inespecifica dels limfocits T (p<0,001) (major percentatge de limfocits T que

expressaven CD69) (Taula 20 i Fig. 43), respecte als atopics.
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Taula 20. Percentatge de cél- lules T que expressaven CD69, IL-4, IFN-g i

IL-10
Citocina Poblacié cel- lular Atopics No atopics
CD69 CD3 85,13 + 11,09* 95,90 + 2,56*
CD3 417 +2.21 579+ 2,08
IL-4 CD4 4,75+ 2,59 6,60 + 2,51
CD8 2,41 +186 364+214
CD3 18,20 = 8,20 22,28 + 8,05
IFN-g CD4 14,43 £ 7,20 18,05 + 6, 25
CD8 28,89 + 16, 65 36,24 + 14,76
CD3 16,56 £ 12,32 13,03 £5,45
IL-10 CD4 17,77 £ 12,87 14,75 £ 5,97
CD8 13,51 £ 12,02 8,88 + 4,15

Els resultats venen expressats com mitjana * desviacié estandard del percentatge

de cel- lules positives per aquell AcMo. * p<0,001
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Figura 43. Percentatge de limfocits T que expressen CD69 en

els grups de pacients atopics i d’'individus no atopics
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Els individus no atopics també presentaven un major percentatge de cel- lules T que
produien IL -4 i IFN-g(tant a expenses de cél- lules CD4 com CD8), si bé aquesta
diferéncia no arribava a la significacio estadistica. Pel contra, el percentatge de

cél- lules T que produien IL -10 era major en els atopics (Taula 19 i Fig. 44)

||:|At()pics B No atopics |
%
40
35 A
30 A
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15 4
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CD3 CD4 CD8 CD3 CD4 CD8 CD3 CD4 CD8
(N IL-4 AN IFN.g —— .10 Y

Figura 44. Percentatge de limfocits T que expressaven IL-4, IFN-gi IL-10 en

individus atopics i no atopics

Per analitzar la relacio entre I'expressid d’aquestes citocines, es van establir uns
index entre IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-g i IL-4/IL-10. Els resultats del calcul d’aguests

index s’especifiquen en la Taula 21.

Taula 21. index IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-gi IL-4/IL-10

Index Poblacié cel- lular Atopics No atopics
CD3 0,39 0,28
IL-4/IFN-g CD4 0,81 0,42
CD8 0,15 0,11
CD3 2,02 0,75
IL-10/IFN-g CD4 3,53 1,11
CD8 1,61 0,31
CD3 0,48 0,54
IL-4/IL-10 CD4 0,53 0,53
CD4 0,32 0,57
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En l'analisi dels resultats d’aguestes relacions, s’observa en els individus atopics un

major index IL-4/IFN-g i també un index IL-10/ IFN-g més elevat, encara que sense

arribar a la significacio estadistica (Fig. 45).
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Figura 45. index IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-g i IL-4/IL-10 en el grup de pacients

atopics i individus no atopics.

4.3.4.2 ESTUDIENEL GRUP DE PACIENTS AL- LERGICS NO TRACTATS AMB

IT I EN EL GRUP DE PACIENTS TRACTATS AMB IT

4.3.4.2.1 Expressi6 de CD69

L’estimulacié limfocitaria valorada segons el percentatge de ceél- lules CD3 que
expressaven de CD69 en el grup de pacients no tractats i en els que posteriorment

van ser tractats amb IT queda reflectida en els resultats de la Taula 22.
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Taula 22. Percentatge de cél- lules T que expressaven CD69

Temps Grup sense IT Grup amb IT
T1 84,64 + 10,69 85,54 +11,84
T2 89,91 + 5,65 90,00 + 5,97
T3 88,27 + 7,43 93,43 + 3,48*

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del
percentatge de ceél- lules CD3 positives per CD69. T1=inici de I'estudi;
T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de 'estudi. *p=0,053

Mentre que en la primera (abans del tractament) i en la segona determinacio la
expressio de CD69 en els limfocits T era igual per tots dos grups, al cap d'un any
(T3) hi havia una diferéncia que quasi arribava a la significaci6 estadistica
(p=0,053), mostrant el grup tractat amb IT una major activacio respecte al no tractat.

(Fig. 46).
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Figura 46. Percentatge de limfocits T que expressen CD69 en el grup
de pacients no tractat amb IT i en el tractat amb IT

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Quan es valorava I'evolucio intragrup en el grup no tractat amb IT no hi havia canvis
durant l'estudi, mentre que en el grup tractat amb IT s’observava una major
activacio dels limfocits T (augment del percentatge de limfocits T CD69+) tant als 6

com als 12 mesos de tractament respecte a [linici (p=0,008 i p=0,002,
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respectivament).

A linici de I'estudi el grup que seria tractat amb IT presentava una menor expressio
de CD69 que els pacients no atopics (85,54 + 11,84 vs 95,90 + 2,56, p=0,003).
Després d'un any de IT, els dos valors s’igualaven (93,43 + 3,48 vs 95,90 * 2,56,
p=0,056). En canvi, la diferéncia que havia entre el grup que no rebria IT i els no
al- lergics (84,64 £ 10,69 vs 95,90 + 2,56, p=0,002) no desapareixia a lI'any de

seguiment (88,27 = 7,43 vs 95,90 £ 2,56, p=0,002).

Es va trobar una correlacié negativa entre I'expressié de CD69 i la puntuacio de
simptomes de forma global en tots els pacients al- lergics (tant si corresponien al
grup amb IT com al grup sense IT (r=-0.365, p=0.002). En el grup que va rebre IT

es mantenia aquesta correlacio (r=-0.650, p<0.001).

Es va trobar una correlacid positiva entre I'expressio de CD23 en limfocits B i

I'activacio dels limfocits T segons I'expressio de CD69 (r=0.261, p=0.039).

4.3.4.2.2 Expressio d’IL-4, IFN-gi IL-10.

La detecci6 intracel- lular d’aquestes citocines que es va efectuar al llarg de I'estudi,

va mostrar els seguents resultats.

L'expressié d'IL-4 pels limfocits T de forma global, i per les subpoblacions de
cél- lules CD4 i CD8 va ser similar pel grup no tractat i el grup tractat amb IT en tots
els periodes de l'estudi (Taula 23 i Fig. 47). L'analisi de cada grup per separat per
veure l'evoluci6 temporal durant l'estudi, tampoc va mostrar cap diferéncia

significativa entre I'inici i les determinacions posteriors.
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Taula 23. Percentatge de limfocits T que expressen IL-4 en el grup de pacients

no tractat amb IT i en el grup tractat amb IT a I'inici i durant I'estudi.

Poblacié cel- lular Temps Grup sense IT Grup amb IT
T1 381+1,34 4,47 £ 2,77
CD3 T2 4,44 +1,78 4,13+2,18
T3 4,46 +1,92 4,27 £ 2,45
T1 3,95+ 1,56 543 +3,12
CD4 T2 4,58 £ 2,50 4,80 £ 2,63
T3 4,99 + 2,47 512 +2,92
T1 2,63+2,13 2,22+ 1,68
CD8 T2 3,30+£1,93 2,40 £1,70
T3 3,15+147 252+177

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del
percentatge de cél- lules positives per aquell AcMo. T1=inici de I'estudi; T2=6
mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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Figura 47. Percentatge de limfocits que expressen IL-4 en el grup de pacients

no tractat amb IT i en el grup tractat amb IT a l'inici i durant I’estudi

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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L'estudi de I'expressi6 de 'lFN-gper les céel- lules T (CD3+), i per les subpoblacions

CD4+ i CD8+ va mostrar que no hi havia diferencia entre el grup no tractat i el

tractat amb IT en cap moment de I'estudi (Taula 24 i Fig. 48).

En el conjunt dels pacients atopics, es va trobar una correlacié positiva entre

I'expressio de IL-4 i IFN-gen els limfocits T (r=0.316, p=0.009).

Si s’avaluava I'evolucioé durant el temps de cada grup per separat, no es trobava

cap canvi en el grup no tractat amb IT. En el grup tractat amb IT, quan es

comparava l'expressi0 d'IFN-gpels limfocits CD4 als 12 mesos amb [linici

s’observava un increment que quasi arribava a la significacio estadistica (p=0,055).

Taula 24. Percentatge de limfocits que expressen IFN-g en el grup de

pacients no tractat amb IT i en el grup tractat amb IT a Iinici i durant

I’estudi

Poblacié cel- lular Temps Grup sense IT Grup amb IT
T1 19,69 + 8,55 16,69 + 8,55

CD3 T2 21,93+7,25 18,70 £ 10,05

T3 20,86 + 8,03 19,50 + 11,84

T1 16,82 + 7,05 12,40 £ 6,95

CD4 T2 19,13 £ 6,63 17,72 £12,95

T3 17,77 £ 7,16 18,52 + 14,37

T1 34,83 + 18,69 23,87 £13,45

CD8 T2 32,81 + 15,20 28,19 + 16,12

T3 30,65 + 14,84 25,15+ 15,44

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del percentatge de
cél- lules positives per aquell AcMo. Tl=inici de l'estudi; T2=6 mesos de I'estudi;

T3=12 mesos de I'estudi.
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Figura 48. Percentatge de limfocits que expressen IFN-g en el grup de
pacients no tractat amb IT i en el grup tractat amb IT a I'inici i durant
I’estudi T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

El percentatge de limfocits que expressaven IL-10 en el grup no tractat i el grup
tractat amb IT, es mostra a la Taula 25. L'analisi estadistica de I'expressié d’lL-10
no va demostrar cap diferéncia significativa entre els dos grups en cap dels controls

(Fig. 49), ni quan es va avaluar longitudinalment intragrup durant I'estudi.

164



Taula 25. Percentatge de limfocits que expressen IL-10 en el grup de

pacients no tractat amb IT i en el grup tractat amb IT a I'inici i durant

I"'estudi

Poblacié cel- lular Temps Grup sense IT Grup amb IT
T1 16,61 + 17,24 16,53 £ 7,85

CD3 T2 15,33 + 8,49 16,00 £ 8,77

T3 16,74 £ 10,78 15,45 + 8,42

T1 18,10 £ 18,39 1751+7,51

CD4 T2 16,74 £ 9,04 18,75+ 9,91

T3 18,25+ 11,14 16,15+ 7,14

T1 13,30 £ 18,39 13,68 = 9,67

CD8 T2 11,16 + 7,98 10,38 £ 5,43

T3 11,77 £10,75 12,99 £ 12,73

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del percentatge de
cél- lules positives per aquell AcMo. T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12
mesos de l'estudi.
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Figura 49. Percentatge de limfocits que expressen IL-10 en el grup de
pacients no tractat amb IT i en el grup tractat amb IT a I'inici i durant

I'estudi

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Per poder estudiar la relacio entre la produccié de les diferents citocines, es van
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establir els seguents index: IL-4/IFN-g, IL-10/ IFN-g i IL-4/IL-10. Aquests index

venen exposats a la Taula 26.

Taula 26. index IL-4/IFN-g, IL-10/ IFN-g i IL-4/IL-10 en el grup de

pacients no tractats i en els tractats amb IT

Index Poblacio Temps Grup senseIT Grupamb IT
cel- lular
CD3 Tl 0,23 0,52
T2 0,21 0,45
T3 0,23 0,38
(o]
b cD4 Tl 0,29 0,70
< T2 0,24 0,45
Y T3 0,30 0,46
CD8 Tl 0,10 0,20
T2 0,13 0,48
T3 0,13 0,28
CD3 Tl 1,47 2,44
T2 0,84 1,72
. T3 1,05 2,30
z cD4 Tl 1,73 2,88
g T2 0,98 1,94
E‘ T3 1,30 2,30
cD8 Tl 1,12 1,99
T2 0,62 1,82
T3 0,81 2,24
CD3 Tl 0,53 0,45
T2 0,42 0,54
T3 0,38 0,64
o
= cD4 Tl 0,57 0,50
§ T2 0,45 0,56
4 T3 0,37 0,72
CD8 Tl 0,36 0,29
T2 0,35 0,41
T3 0,53 0,44

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Quan s’analitza la relacio IL-4/IFN-gexpressada pels limfocits CD3+, s’observa que

en el grup tractat amb IT hi havia una disminucié al llarg de I'estudi, encara que
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aguest descens no arribava a la significacié estadistica (Fig. 50). Aquesta relacié no

variava en el grup no tractat amb IT.
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Figura 50. index IL-4/IFN-g expressat pels limfocits T
T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

No es va observar cap canvi en I'index IL-10/IFN-g durant el temps de I'estudi en

cap dels dos grups (Fig. 51).

3,5
3 4
2,51

12 OSense T
1 1 |—I ’_I ’—I ’—I |—I |_I ’_I ’_l BAmb IT
T1 T2 7 \ T1 T2 TSJ \ T1 T2 TSJ

\

CD3 CDh4 CD8

Figura 51. index IL-10/IFN-g expressat pels limfocits T

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

En canvi, mentre el grup que no rebia IT mostrava una disminucié de la relacio IL-
4/IL-10 per part dels limfocits T a expenses dels CD4+, el grup tractat amb IT

mostrava un increment d’'aquesta relaci6 en els limfocits T totals, i en les
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subpoblacions CD4+ i CD8+. Aquestes variacions en els index no arribaven a la

significaci6 estadistica (Fig. 52).
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Figura 52. index IL-4/IL-10 expressat pels limfocits T

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

4.3.4.3 CULTIUS CEL- LULARS

4.3.4.3.1 Assajos de proliferacio limfocitaria

En tots els pacients es van realitzar cultius limfocitaris, analitzant-ne I'estimulacio
induida pel D pteronyssinus a l'inici, 6 i 12 mesos de l'estudi. Tots els cultius de
CMN de pacients al- lergics amb D pteronyssinus van presentar proliferacié. La
mitjana de comptes obtinguts tant en les cél- lules no estimulades com en les
estimulades es mostra a la Taula 27. L'analisi estadistica no va mostrar diferencies
estadisticament significatives quan es comparaven els dos grups o bé quan

s’analitzava I'evolucio de comptes al llarg de I'estudi.
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Taula 27. Proliferacié limfocitaria en els cultius control i estimulats amb D
pteronyssinus segons si els pacients van rebre IT o no

Sense IT Amb IT
Temps
Control D pteronyssinus Control D pteronyssinus
T1 7112 + 4023 23365 + 11721 5024 + 4568 22872 £ 16474
T2 6178 + 5629 21277 £ 12430 5567 £ 3353 22918 + 21261
T3 6412 + 3160 19608 + 8013 7369 £ 5772 24140 £+ 21532

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard de comptes per minut.
T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

En el grup de pacients que no van rebre IT I'index de proliferacio establert entre
cél- lules estimulades respecte a no estimulades no es va modificar (Taula 28). En
canvi si que hi havia una disminucié d’aquest index en el grup que rebia IT ja al mig
any, i arribava a ser estadisticament significativa després d’'un any (p=0,026) (Taula

i Fig. 53).

Taula 28. index de proliferacié induida pel D pteronyssinus

Temps Sense IT Amb IT
T1 4,09+ 2,75 6,04 + 3,94
T2 570£5,14 3,94 + 1,86
T3 5,02 £ 5,60 3, 69 + 1,96*

Els resultats venen expressats com mitana * desviacio
standard. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12
mesos de I'estudi.

*p=0,026 comparant T3 amb T1
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Figura 53. index de proliferacié induida pel D

pteronyssinus
T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de
I'estudi. * p=0,026

En el grup que va rebre IT, es va objectivar una correlacié negativa entre index de
proliferacié front D pteronyssinus i I'activacio dels limfocits T (CD3+CD69+) (r=-
0.449, p=0.009). En canvi, hi havia una correlacié positiva entre la proliferaci6 i la

puntuacio de simptomes (r=0.534, p=0.001).

4.3.4.3.2 Deteccioé de citocines en cultius no estimulats o estimulats amb

antigen. Reestimulaciéo amb PMA i ionomicina

Tal com s’exposa a Pacients, Material i Metodes, en tots els cultius que mostraven
proliferacié limfocitaria front D pteronyssinus (100% dels cultius) es va efectuar la
deteccid de citocines intracel- lulars, tant en les ceél- lules no estimulades com en les
estimulades amb D pteronyssinus. Per determinar aquestes citocines, les cel- lules
es van reestimular al final del cultiu amb PMA i ionomicina, i per tal de comprovar

gue aquesta reestimulaci6 era efectiva es va analitzar també I'expressié de CD69.

Amb l'objectiu de comprovar I'especificitat d’'aquesta reestimulacid, cel- lules dels
mateixos pacients es van estimular amb toxoide tetanic i posteriorment, aquells
cultius que havien mostrat proliferacio (n=13) (Taula 29) es van reestimular amb
PMA i ionomicina i es va procedir també a la detecci6 de citocines. Els resultats es

van comparar amb els obtinguts en els cultius estimulats amb D pteronyssinus dels
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mateixos individus

Taula 29. Proliferaci6 front a Toxoide tetanic

Control

4134 + 2784

T. Tetanic

17780 + 13113

index de Proliferacié

4,96 + 2,70

Els resultats venen expressats com mitjana

+ desviaci6 estandard de comptes per

minut.

A les Taules 30 i 31 es reflecteix la deteccié de citocines dels cultius control i

estimulats amb D pteronyssinus i dels cultius estimulats amb toxoide tetanic.

Taula 30. Percentatge de limfocits T procedents de cultius no estimulats o

estimulats amb toxoide tetanic que expressen CD69 i les citocines IL-4, IFN-g

i IL-10 (n=13)
CONTROL T. Tetanic P
CD69 98,38 + 1,33 97,77 + 1,59 NS
IL-4 6,39 + 5,99 9,30 + 8,69 0,023
CD3
IFN-g 20,09 + 7,88 21,40 + 8,10 NS
IL-10 23,34 + 13,52 20,65 + 12,26 NS
IL-4 8,44 + 9,05 12,39 + 12,08 0,016
CD4 IFN-g 16,39 + 6,01 17,33 + 5,40 NS
IL-10 27,01 + 13,95 24,56 + 13,67 NS
IL-4 2,51 + 1,40 3,50 + 2,69 NS
CD8 IFN-g 31,67 + 16,55 32,68 + 17,51 NS
IL-10 15,54 + 12,07 12,56 +8,92 NS
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Taula 31. Percentatge de limfocits T procedents de cultius no estimulats o

estimulats amb D pteronyssinus que expressen CD69 i les citocines IL-4,
IFN-gi IL-10 (n=13)

CONTROL D pteronyssinus P
CD69 98,38+ 1,33 98,23+ 1,24 NS
IL-4 6,39 £ 5,99 7,61 +5,98 NS
CD3
IFN-g 20,09 + 7,88 18,63 + 7,75 0,046
IL-10 23,34+ 13,52 23,75 £ 14,15 NS
IL-4 8,44 + 9,05 10,00 + 8,22 NS
CD4 IFN-g 16,39 + 6,01 14,56 + 4,70 0,033
IL-10 27,01 +1395 27,55+ 15,42 NS
IL-4 2,51+ 1,40 2,75+1,83 NS
CD8 IFN-g 31,67 % 16,55 30,85 + 17,27 NS
IL-10 15,54 + 12,07 14,44 + 9,46 NS

Comparant amb els cultius control, en els cultius estimulats amb D pteronyssinus

s’observava una disminucié en l'expressié d’'IFN-g pels limfocits CD4 (p=0,033).

També s’evidenciava que el D pteronyssinus induia un increment en el percentatge

de cel- lules en que es detectava IL-4, si bé no arribava a la significacié estadistica

(Fig. 54).

El TT indueix un increment d’expressio de IL-4 respecte als cultius control que es

estadisticament significativa, tant pels limfocits T de forma global (p=0,023), com
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pels CD4 (p=0,016) (Fig. 55). A diferencia del que succeeix amb els cultius
estimulats amb D pteronyssinus no hi ha variacions significatives en la produccié

d'IFN-g

La produccié d’IL-10 no va mostrar canvis en cap dels cultius estimulats amb

antigen respecte als controls.

Sintetitzant, aquest resultats mostren el seguent:

- EI D pteronyssinus indueix basicament una inhibicié en la produccié dIFN-gamb

un augment lleuger en la produccio6 d’IL-4.

- L'estimulaci6 amb toxoide tetanic indueix una major produccid d’ll-4 sense

canvis significatius en les altres citocines.
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Figura 54. Percentatge de limfocits en els que es va detectar IL-4, IFN-gi IL-10

en els cultius control i estimulats amb D pteronyssinus
*p=0,046; **p=0,033
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Figura 55. Percentatge de limfociis en els que es va detectar IL-4, TFN-g1 [C-10
en els cultius control i estimulats amb toxoide tetanic

¥ p=0,023; ¥¥ p=0,016

Quan es feia una comparacio entre el percentatge de cel- lules en que es detectava
una determinada citocina després de 'estimulacié amb D pteronyssinus o amb TT,
s’observava que tant I'expressio de IL-4 com la d’'IFN-g era superior en els cultius
estimulats amb TT, encara que només era estadisticament significatiu per al
percentatge de limfocits CD3 que expressaven IFN-g (p=0,001). Aquest augment es
devia basicament als limfocits CD4 (p=0,002) i en menor quantia als CD8 (p=0,055)

(Fig. 56).
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Figura 56. Comparaciéo de I'expressio d’IL-4, IFN-g i IL-10 induida pel D
pteronyssinus i pel toxoide tetanic en els cultius de CMN
*p=0,001; **p=0,002.

La produccio d’'IL-10 era inferior en els cultius estimulats amb toxoide tetanic que en
els estimulats amb D pteronyssinus, per totes les poblacions de cél- lules T, pero no

era estadisticament significativa.

Ja que les diferents respostes immunitaries poden ser definides per I'equilibri entre

diferents citocines, es van establir les seglents relacions en els indexs: IL-4/IFN-g,

IL-10/IFN-gi IL-4/IL-10 (Taula 32).
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Taula 32. index d’expressié de citocines en els cultius limfocitaris control o

estimulats amb D pteronyssinus o Toxoide tetanic

Citocina ”I:nc:cglceilf;?ia Control D pteronyssinus T. Tetanic
CD3 0,37 0,53* 0,52*
IL-4/IFN-g CD4 0,55 0,81* 0,78*
CD8 0,15 0,17 0,19
CD3 1,31 1,64 1,23
IL-10/IFN-g CD4 1,83 2,15* 1,67
CD8 0,69 1,04 0,69
CD3 0,30 0,40 0,51*
IL-4/1L-10 CD4 0,32 0,44 0,57*
CD8 0,23 0,30 0,33

*p<0,05, entre cultius estimulats amb D pteronyssinus o toxoide tetanic respecte als cultius

no estimulats

Respecte al control (cultius no estimulats préviament amb antigen), en els cultius
amb D pteronyssinus l'index IL-4/IFN-gera més alt, tant en el cas dels limfocits CD3
(p=0,004) com dels CD4 (p=0,001). En aquests cultius també s’observava un index
IL-10/IFN-g més elevat, essent la diferéncia significativa en la poblacié de limfocits

CD4 (p=0,019) (Fig. 57).

En els cultius estimulats amb toxoide tetanic s'observava, també respecte als cultius
no estimulats, un major index IL-4/IFN-g tant en els limfocits CD3 de forma global
(p=0,055), com per als CD4 (p=0,028). També la relacid6 IL-4/IL-10 era
significativament major que en el control per als limfocits CD3 (p=0,046), CD4

(p=0,033) i al limit de la significacio per als CD8 (p=0,055) (Fig. 58).
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Figura 57. index IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-g i IL-4/IL-10 expressats pels cultius

limfocitaris amb D pteronyssinus comparat amb els cultius control
* p=0,004, ** p=0,001, ¥ p=0,019
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Figura 58. index IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-g i IL-4/IL-10 expressats pels cultius

limfocitaris amb Toxoide tetanic comparat amb els cultius control
§ p=0,028, # p=0,046, ##p=0,033
Comparant entre si els cultius estimulats amb cadascun dels antigens, la diferencia

més evident s'observava en els indexs IL-10/IFN-g que eren majors per els cultius
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amb D pteronyssinus en totes les poblacions limfocitaries (CD3 p=0,004; CD4

p=0,033; CD8 p= 0,033) (Fig. 59).
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Figura 59. index IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-g i IL-4/IL-10 expressats pels cultius
limfocitaris amb D pteronyssinus comparat amb els cultius amb toxoide
tetanic

* p=0,004, ** p=0,033, ¥ p=0,033

4.3.4.3.3 Evolucio en la produccié de citocines al llarg de I’estudi en cultius

cel- lulars estimulats amb D pteronyssinus

La deteccié intracel- lular de IL-4, IFN-gi IL-10 en cultius de cél- lules mononuclears
sense estimular amb antigen i estimulades amb D pteronyssinus es va estudiar en
cada grup de pacients atopics, a l'inici, als sis i als dotze mesos. Es va comparar en
cada tipus de cultiu (estimulat o no) el percentatge de cel- lules que expressaven
una determinada citocina i també es va establir un index entre el percentatge de
limfocits que expressaven la citocina en els cultius amb D pteronyssinus i el

percentatge de limfocits que I'expressaven en els cultius sense estimular.
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4.3.4.3.3.1 Producci6 especifica d’IL-4

Els resultats del percentatge de limfocits que produien IL -4 en cultius control o

després de I'estimulacié amb D pteronyssinus es mostren a la Taula 33 i Taula 34.

Es pot observar que I'estimulacio amb D pteronyssinus augmentava el percentatge

de ceél- lules que expressaven IL-4 per part de totes les subpoblacions limfocitaries.

Taula 33. Pacients no tractats amb immunoterapia: percentatge de cel- lules

que expressaven IL-4 en els cultius cel- lulars sense antigen o estimulats amb

D pteronyssinus

Poblacio .
cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 495+154 559+151 1,18+ 0,33
CD3 T2 4,38+ 1,36 6,33 £ 5,81 1,50 £+ 1,53
T3 4,85+ 1,46 559+ 216 1,25+0,81
T1 6,28 + 1,56 7,26 £1,85 1,20 £ 0,36
CD4 T2 5,38 +1,89 8,32+8,6 1,88+ 2,69
T3 6,09 £ 1,67 6,80+ 2,21 1,22 + 0,76
T1 2,44 +1 .85 2,71+192 155+1,08
CD8 T2 2,38 +1,50 2,38+1,27 1,19+ 0,47
T3 2,30+1,85 3,11+234 1,71+1,84

A la columna “index”

apareix el

resultat de [I'expressid dIL-4 induida pel D

pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.
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Taula 34. Pacients tractats amb immunoterapia: percentatge de cél- lules que

expressaven IL-4 en els cultius cel- lulars sense antigen o estimulats amb D

pteronyssinus

Poblacié 3
cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 7,21+ 3,82 7,22 +5,93 0,95+ 0,45
CD3 T2 7,80+ 7,42 8,28 + 7,56 1,10+ 0,26
T3 7,32 +5,21 7,42 + 6,10 1,13+ 0,54
T1 9,87 £ 5,17 10,48 =+ 7,56 1,06 + 0,57
CD4 T2 10,75+ 11,13 11,11 £ 10,42 1,12+ 0,40
T3 10,44 £ 7,28 10,33 £ 8,28 1,30+1,03
T1 2,39+1,60 2,27 +153 1,14+ 0,83
CD8 T2 2,48 +1,64 2,64 +2,08 1,28+1,04
T3 230+1,14 234+144 1,06 + 0,59

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IL-4 induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12
mesos de l'estudi.

El percentatge de cél- lules que expressaven IL-4 en els cultius control (sense
antigen) del grup sense tractament i el que havia rebut IT no van mostrar diferéncia.
Tampoc es va observar diferéncia en els cultius estimulats amb D pteronyssinus

(Fig. 60).

També es va comparar index establert entre el percentatge de cel- lules que
expressaven IL-4 als cultius estimulats amb D pteronyssinus i els no estimulats , no

objectivant-se diferéncies (Taules 33 i 34).

L’estudi de I'evolucié intragrup no va mostrar modificacions en I'expressié de IL-4

durant I'estudi.
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Figura 60. Percentatge de limfocits que expressaven IL-4 en els cultius
control i estimulats amb D pteronyssinus durant I’estudi

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de 'estudi.

4.3.4.3.3.2 Produccio especifica d’'IFN-g

De forma similar a l'estudi de la IL-4, es va analitzar I'expressio d’'IFN-g en els
cultius estimulats amb D pteronyssinus i en els cultius control, i es va establir un
index entre ambdos , que correspondria a la produccié especifica induida per
antigen, tant per el grup tractat amb IT com en el grup sense IT. A la Taula 35 es
mostren els resultats del grup de pacients no tractats amb IT i en la Taula 36 els

del grup tractat amb IT.
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Taula 35. Pacients no tractats amb immunoterapia: percentatge de cél- lules

gue expressaven IFN-g en els cultius cel- lulars sense antigen o estimulats

amb D pteronyssinus

Poblacié cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 27,47 + 9,56 25,82+ 7,55 0,99 + 0,33
CD3 T2 23,55+ 6,10 22,61 + 6,88 0,95 + 0,09
T3 25,13+7,85 23,10 £ 4,69 0,96 + 0,18
T1 24,13 +7,99 22,08 + 7,05 0,96 + 0,34
CD4 T2 21,48 + 6,39 19,78 £ 6,09 0,92 + 0,10
T3 21,68 + 7,27 19,21 + 4,37 0,93+0,19
T1 35,53 +13,98 34,80 +13 22 0,99 + 0,20
CD8 T2 27,60 + 10,65 29,99 + 10,07 1,14 + 0,29
T3 33,41+13,34 32,57 £ 16,77 1,01 +0,21

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IFN-g induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi;

T3=12 mesos de |'estudi.

Taula 36. Pacients tractats amb immunoterapia: percentatge de cél- lules que

expressaven IFN-g en els cultius cel- lulars sense antigen o estimulats amb D

pteronyssinus

Poblacié cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 19,64 £ 6,72 16,73 + 8,03 0,83 +£0,27
CD3 T2 20,64 + 10,69 18,57 £ 7,17 0,90 + 0,17
T3 17,19+ 7,83 15,85+ 7,62 0,95+0,31
T1 17,24 + 4,45 13,01 +£5,21 0,75+ 0,25
CD4 T2 16,77 = 8,37 13,92 + 4,46 0,94 +0,11
T3 14,42 + 5,48 12,63 + 5,07 0,92 + 0,33
T1 25,08 +13,24 2477 £ 15,74 0,95+0,34
CD8 T2 28,62 + 16,75 24,65 + 13,50 0,92 + 0,22
T3 23,50 + 16,78 23,81 +15,33 1,02 +£0,33

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IFN-g induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi;

T3=12 mesos de I'estudi.
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El D pteronyssinus inhibia I'expressié d’'IFN-g en practicament tots els cultius tal

com s’aprecia a les Taules 35136 i ala Fig. 61.

Quan es va fer l'analisi estadistica de I'expressid d'IFNgi es van comparar el grup
de pacients que s’havien inclés en el grup que rebria IT i el que no seria tractat amb
IT (control), es va observar que hi havia una menor produccié d’IFN-gen el grup
gue havia de ser tractat amb IT. Aquesta diferencia en els cultius estimulats amb D
pteronyssinus arribava a ser estadisticament significativa per als limfocits CD3 i
CD4 (p=0,02 i p=0,006, respectivament). En canvi, quan es feia en cada un dels
grups, I'analisi estadistica intragrup no s'observaba cap diferéncia amb l'inici en cap

dels dos grups de pacients (Fig. 61).
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Figura 61. Percentatge de limfocits que expressaven IFN-g en els cultius

control i estimulats amb D pteronyssinus durant I’estudi

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Quan s’estudiava la produccié d’'IFN-g dels cultius estimulats amb D pteronyssinus
en relacid als cultius control sense estimular, es mostrava una tendéncia de I'index
a anar augmentant en el grup de pacients tractats amb IT que no s'observaba en el
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grup de pacients no tractats amb IT (Fig. 62). Aixi, la diferencia observada entre els
dos grups de pacients a l'inici de I'estudi, desapareixia al llarg dels dotze mesos.
Aquest increment podia comprovar-se en els limfocits CD3, CD4 i CD8, si bé no

assolia significacio estadistica.

1,2
11

14— * N Sense IT
0. /”0 ==Amb IT
0,8 r4
0,7 T T T T T T T T

T T2 T3 TL T2 T3 TL T2 T3
- cp3 —*~— cp4a —*— cps —/

Figura 62. index d’expressié d’IFN-g en els cultius estimulats amb D

pteronyssinus

L'index d'expressi6 d'IFN-g es va calcular dividint I'expressié induida pel D
pteronyssinus dividit per la dels cultius sense antigen.

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

* p=0,046, comparacié entre grup amb IT i grup sense IT

4.3.4.3.3.3 Producci6 especifica d’IL-10

Es va estudiar I'expressié d’'IL-10 en els cultius control i en els estimulats amb D
pteronyssinus, aixi com lindex entre aquests dos percentatges. Els resultats

s’exposen a les Taules 37 i 38.
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Taula 37. Pacients no tractats amb immunoterapia: percentatge d’expressio

d’IL-10 en els cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblacio6 cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 17,78 £ 8,22 16,20+ 7,31 1,06 £ 0,49
CD3 T2 18,83+ 9,74 18,70 £ 9,49 1,15+0,48
T3 17,95+ 9,76 18,62 + 8,06 1,33+0,74
T1 21,51 + 9,50 19,95+ 8,91 1,11 + 0,63
CD4 T2 22,52 +11,10 23,27 +£11,13 1,19+ 0,50
T3 21,34 +11,57 23,06 + 9,80 1,48+1,04
T1 11,25 +6,34 8,77 +£4,44 0,90 + 0,36
CD8 T2 11,25+ 7,75 10,77 £ 7,78 1,05+0,36
T3 11,04 £6,80 9,44 + 5,14 1,00 £ 0,37

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressié d’'IL-10 induida pel D pteronyssinus
dividit pel control. T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Taula 38. Pacients tractats amb immunoterapia Percentatge d’expressio d’IL-

10 en els cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblacié cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 22,33+9,85 23,64 + 13,58 1,05 + 0,30
CD3 T2 22,34 + 15,30 23,26 £ 9,42 1,40 £ 0,96
T3 20,34+ 785 18,15+ 12,43 0,87 £0,38
T1 25,90 + 10,69 27,87 £ 15,03 1,08 £ 0,33
CD4 T2 25,59 + 16,02 27,46 + 10,72 1,40 £ 0,96
T3 25,20+ 8,01 21,54 + 13,70 0,84 £ 0,38
T1 15,73+ 7,85 14,92 + 8,39 0,96 + 0,26
CD8 T2 15,23 +£ 13,58 13,89 £ 5,73 1,36+ 1,00
T3 12,44 + 6,83 11,65 + 8,89 0,93+042

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d’IL-10 induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.

S’observa un augment no significatiu de I'expressi6 d'IL-10 en els pacients no
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tractats amb IT en els cultius estimulats amb D pteronyssinus. En el grup de
pacients que van rebre IT, si bé als 6 mesos hi havia un augment de la IL-10, a 'any
s’observava una disminucié de I'expressié d’aquesta citocina tant en els cultius

estimulats amb D pteronyssinus com en els no estimulats (Fig. 63).
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Figura 63. Percentatge de limfocits que expressaven IL-10 en els cultius

control i estimulats amb D pteronyssinus durant I’estudi

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Aquestes variacions es reflectien en els index de produccioé d’'IL-10 (establerts entre
els cultius estimulats amb D pteronyssinus i els cultius no estimulats, per totes les
poblacions limfocitaries, els quals augmentaven progressivament en el grup de
pacients sense IT. En canvi en el grup tractat amb IT, s’observava un increment
notable en l'index d'IL-10 en la determinaci6 dels sis mesos, per anar disminuint al
cap d'un any de tractament. Aquesta disminucié era principalment rellevant en la

poblacié CD4 (p=0,086) (Fig. 64).
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Figura 64.

pteronyssinus

L'index expressi6 d'IL-10 es va calcular dividint
pteronyssinus per la dels cultius sense antigen.
T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

4.3.4.3.3.4 index entre

pteronyssinus

IL-4/IFN-g,

IL-10/IFN-g

index d’expressi6 d’IL-10 en els cultius estimulats amb D

I'expressié induida pel D

IL-4/IL-10 especific per

D

Amb el proposit d'avaluar l'influencia de I'equilibri entre les citocines, es van establir

uns index entre la produccié d’IL-4, IFN-g i IL-10 induida als cultius amb D

pteronyssinus . Els resultats d’aquests index estan exposats a les Taules 39, 40 i

41.
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Taula 39. index d’expressio d’IL-4/IFN-g induida per D
pteronyssinus en els pacients no tractats o tractats amb

immunoterapia

IL-4/IFN-g
Sense IT Amb IT
T1 0,23 £ 0,08 0,52+0,51
CD3 T2 0,30 £ 0,26 0,50 + 0,48
T3 0,25+ 0,10 0,53+ 0,59
T1 0,35+0,10 0,90 + 0,86
CD4 T2 0,44 £ 0,37 0,78 £0,78
T3 0,37 £ 0,15 0,88 + 1,06
T1 0,08 + 0,06 0,15+0,13
CDS8 T2 0,09 + 0,06 0,15+0,21
T3 0,10 £ 0,09 0,16 £ 0,16

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Taula 40. index d’expressio d’IL-10/IFN-g induida per D
pteronyssinus en els pacients no tractats o tractats amb

immunoterapia

IL-10/IFN-g
Sense IT Amb IT
T1 0,68 + 0,32 1,93+ 2,04
CD3 T2 0,87+ 0,44 155+1,44
T3 0,86 £ 0,50 1,37+ 1,02
T1 0,97 + 0,37 2,65+ 2,38
CD4 T2 1,25+ 0,61 2,02+ 143
T3 1,28 £ 0,64 1,86 + 1,09
T1 0,33+£0,30 0,99+1,10
CDS8 T2 0,44 +0,40 0,98 +1,63
T3 0,37 £ 0,35 0,78 £ 0,98

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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Taula 41. index d’expressié d’IL-4/IL-10 induida per D
pteronyssinus en els pacients no tractats o tractats amb

immunoterapia

IL-4/IL-10
Sense IT Amb IT
T1 0,37 £ 0,19 0,37 £ 0,30
CD3 T2 0,28 £ 0,25 0,40 £ 0,33
T3 0,44 + 0,48 0,58 + 0,59
T1 0,40 £ 0,20 0,53 £ 0,50
CD4 T2 0,28 £ 0,24 0,47 + 0,40
T3 0,43+ 0,45 0,69 £+ 0,67
T1 0,31+0,20 0,17 + 0,10
CD8 T2 0,27 £ 0,28 0,22 + 0,15
T3 0,52 + 0,66 0,31 +,0,34

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

En l'analisi estadistica entre els dos grups (sense iamb IT), no s’observava cap

diferéncia significativa per a cap dels index.

L’analisi intragrups mostrava una tendéncia a augmentar la relacié I-10/IFN-g

especifica en el grup que no va rebre immunoterapia, i en canvi, tendia a disminuir

en el grup que va rebre

estadisticament significatives (Fig. 65).

IT, encara que aquestes diferencies no foren
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Figura 65. index d’expressio d’IL-4/IFN-g induida per D pteronyssinus en els

pacients no tractats o tractats amb immunoterapia
T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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4.4 MILLORANCA

Quan es van avaluar els diferents parametres segons la variable millacanca,
definida tal com s’exposa a Pacients, Material i Métode (apartat 3.3.3.6), es van

obtenir els seglents resultats.
Dels 28 participants en I'estudi, 16 van presentar milloranga i 12 no van millorar.

A continuacié es descriuen els resultats segons el pacient presentés milloranca o

no.

4.4.1 MILLORANCA | IMMUNOTERAPIA

Dels 16 pacients que van millorar, 13 havien rebut immunoterapia i 3 no, mentre

gue 3 pacients dels 12 que no van millorar si que n’havien rebut.

Quan es van evaluar els pacients en funcié de si havien millorat o no, en relacié a la
IT, es va observar que els pacients que havien rebut aquest tractament presentaven
una millora que era significativa respecte el grup que no el rebia (p=0.004; Odds

ratio 0.308; IC 0.112-0.843) (Taula 42).

Taula 42. Milloranga segons I'aplicacio d'immunoterapia

Milloranca No milloranga
Sense IT 3 (10,7%) 9 (32,1%)
Amb IT 13 (46,4%)* 3 (10,7%)
TOTAL 16 12

*p=0,004 associacid positiva entre milloranca i IT
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4.4.2 PROVES CUTANIES D'HIPERSENSIBILITAT A Dermatophagoides

pteronyssinus

Es van avaluar els resultats de les proves cutanies aD pteronyssinus segons si els

pacients havien millorat o no. Els resultats es mostren a la Taula 43.

Taula 43. Proves cutanies amb diferents concentracions de D
pteronyssinus a I'inici, 6 mesos i 1 any de I'estudi. Comparacié entre

grups segons milloranca.

Milloranca No milloranca p
T1 5,53+0,79 5,33+1,07 N.S.
Histamina T2 541 +0,94 5,29+ 0,54 N.S.
T3 5,31+0,79 525+0,75 N.S.
T1 1,25+1,34 1,79+141 N.S.
0,1HEP/mI ~ T2 0,88 +1,20 2,58 + 1,38 0,04
T3 1,19+1,28 1,50 + 1,62 N.S.
T1 3,75+£0,86 3,63+0,98 N.S.
1 HEP/ml T2 2,47 £ 1,84 450 + 1,62 NS
T3 2,31+ 1,96 2,33+ 1,44 N.S.
T1 553+1,23 6,54 + 4,39 N.S.
10 HEP/ml ~ T2 4,97 2,02 481 +2,06 NS.
T3 4,88 1,59 4,47 +1,88 N.S.
T1 747+1,84 9,29+ 5,31 N.S.
HEllgf)mI T2 7,09 + 2,45 7,83+1,90 N.S.
T3 6,56 + 2,03 7,96 + 2,05 N.S.

Resultats expressats com a mitjana + desviacid estandard en mm. T1=inici de

I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de |'estudi.

L’analisi estadistica va mostrar diferéncies significatives amb una menor reactivitat
cutania en el grup que millorava perd només als 6 mesos i amb la concentracié de

0,1 HEP/mI. Al cap de I'any aquesta diferencia no era evident.

A l'estudi intragrup, es va comprovar que tant en el grup que millorava com en el
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gue no millorava es podia comprovar una disminucié de la resposta cutania als 6
mesos (milloranga p=0,07; no milloranga p=0,048) i als 12 mesos (milloranca

p=0,018 ; no milloranca p=0,004).

4.4.3 PROVES DE PROVOCACIO CONJUNTIVAL

Es van avaluar els resultats de les proves de provocacio conjuntival segons els

pacients haguessin millorat o no, i es mostren a la Taula 44.

Taula 44 . Nombre de pacients que mostraven positivitat de les
proves de provocacio conjuntival amb diferents concentracions de

D pteronyssinus (0,1, 1i 10 HEP/mI) segons la milloranca

Milloranca No milloranca
T1 0 0
0,1 HEP/ml T 0 >
T3 0 0
T1 11 9
1 HEP/mI T2 13 10
T3 9 10
T1 5 3
10 HEP/ml T2 3 0
T3 7 2

Resultats expressats com a nombre de pacients que varen presentar una
prova conjuntival positiva amb aquella concentracid. T1=inici de I'estudi; T2=6

mesos de 'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

No es van trobar diferéncies significatives entre el grup de pacients que havia

millorat i el que no.

4.4.4 PROVES DE FUNCIO RESPIRATORIA

Les diferents mesures de la espirometria basal forcada i de la prova
broncodilatadora es van avaluar segons si els pacients havien presentat milloranca

0 no. Els resultats queden reflectits a la Taula 45.
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Taula 45. Resultats de les proves de funcié respiratoria segons la

milloranca
Milloranca No milloranga
FVC T1 85,81 + 12,69 96,08 + 12,20
T2 92,75+ 9,94 94,58 + 10,81
T3 91,31+ 11,06 94,58 + 10,22
VEMS T1 89,00 + 11,83 94,33 £ 19,72
T2 97,13 + 8,66 93,67 =+ 11,57
T3 94,06 + 10,16 90,08 £ 15,44
MEF T1 79,94 + 16,39 80,58 + 33,10
T2 90,38 + 18,80 81,42 + 25,62
T3 86,88 * 23,08 76,42 £ 27,65
VEMS/ EVCY% T1 87,06 £ 9,13 84,33 + 6,33
T2 88,56 + 7,33 81,67+7,34
T3 86,63 * 8,38 83,08 £ 9,44
PB T1 25 25
T2 0 33,3
T3 0 33,3

Els resultats de FVC, VEMS i MEF, venen expressats com a percentatge del valor
teoric. La PB ve expressada com a percentatge de proves broncodilatadores
positives sobre el total de realitzades. FVC=capacitat vital forcada; VEMS=volum
espirat en el primer segon; MEF=messofluxe 25-75%; VEMS/ FVC%-=relacié entre
VEMS i FVC, expressat com percentatge PB=prova broncodilatadora; T1=inici de

I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

L’analisi estadistica va mostrar a l'inici de I'estudi una FVC inferior en el grup que
presentaria milloranca comparat amb el que no milloraria (p=0,042), que
desapareixia als 6 i 12 mesos. També es va evidenciar una disminucioé significativa
en el nombre de pacients amb prova broncodilatadora positiva en el grup que va
presentar milloranca, als 6 (p=0,024) i als 12 mesos (p=0,024), probablement

deguda a l'augment de la FVC. Els altres parametres van ser similars en els dos

grups.

En l'avaluaci6 intragrup, el grup que va mostrar milloranca presentava un augment
significatiu de la FVC, VEMS i MEF (p=0,005, p=0,003 i p=0,021, respectivament)

als 6 mesos. En el grup sense milloranca, no es va observar cap canvi.
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4.4.5 ESTUDI DE L'EXPRESSIO DE RECEPTORS DE SUPERFICIE CD23

i CD86 EN CEL- LULES PRESENTADORES DE L'ANTIGEN

L’expressio del receptor de baixa afinitat per la IgE (CD23) i del CD86 (B7.2) en els
limfocits B (cél- lules CD20+) i en els monacits (cél- lules CD14+) segons els pacients

presentessin o0 no milloranca s’exposa a la Taula 46.

Taula 46. Percentatge de limfocits B i monocits que expressaven CD23 i1 CD86

Milloranca No milloranca

T1 45,75 + 13,88 47,00 + 12,70

% limfocits B CD23+ T2 54,45 + 13,71 62,90 + 10,95
T3 53,16 + 13,70 62,33 £ 9,08
T1 7,92+ 4,72 9,89 + 4,26
% monocits CD23+ T2 5,00 £ 2,97 9,40 + 4,50
T3 5,75 + 3,67 10,22 + 3,31
T1 6,10 £ 2,02 5,86 + 2,79
% limfocits B CD86+ T2 530+2,75 5,85+ 1,68
T3 4,80 + 2,25 6,17 + 2,56

Els resultats venen expressats com mitjana + desviaci6 estandard del percentatge
de cel- lules positives per a I'expressiéo de CD23 o CD86. T1=inici de I'estudi; T2=6
mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

L’expressié de CD86 en els mondcits no es mostra a la taula, per que tal com ja
s’ha ressenyat anteriorment, oscil- lava entre el 99-100% en tots els casos i en totes

les determinacions.

Comparant els dos grups de pacients s’observa que a l'inici de I'estudi, no hi havia
cap diferencia en I'expressio de CD23 i de CD86. Al cap de sis mesos, s’observava

gue l'expressié de CD23 en els monocits del pacients que havien millorat era més

195



baixa que en el grup que no presentava milloranca (p=0,020), i aquesta diferéncia
es mantenia a l'any (p=0,012) (Fig. 66). Els mateixos resultats s'observaven en
I'expressid de CD86 en els limfocits B dels pacients que milloraven comparat amb

els que no milloraven, si bé aquesta diferencia no fou estadisticament significativa.

OMilloranca ENo milloranca
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Figura 66. Percentatge de limfocits B i monodcits que expressaven CD23 i
CD86

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Tant el grup que va millorar com en el que no va millorar, presentava un increment
en el temps en I'expressio de CD23 en limfocits B, que arribava a la significacio
estadistica només en el grup sense milloranga, tant als 6 mesos (p=0,021) com a

rany (P=0,036).

En els pacients que van presentar millorangca es va objectivar una correlacié
negativa entre els limfocits B i els mondcits que expressaven CD23 (r=-0.442,
p=0.008) i també entre I'expressio de CD23 i de CD86 en els limfocits B (r=-0.421,

p=0.021).
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4.4.6 ESTIMULACIO LIMFOCITARIA AMB PMA | IONOMICINA |

DETECCIO DE CITOCINES INTRACEL- LULARS

4.4.6.1 EXPRESSIO DE CD69

L’estimulacié limfocitaria mitjangant PMA i ionomicina avaluada segons el
percentatge de limfocits T que expressaven CD69 queda reflectida en els resultats

de la Taula 47.

Taula 47. Percentatge de cél- lules T que expressaven CD69

Temps Milloranca No milloranca
T1 86,00 + 12,27 84,09 + 10,01
T2 89,55+ 6,73 90,33 +4,81
T3 92,69 + 4,35 89,50 + 7,28

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard del

percentatge de cél- lules positives per CD69. T1=inici de I'estudi; T2=6

mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
No es va evidenciar cap diferéncia quan es comparava el grup que havia presentat
milloria respecte al que no va millorar. En canvi, en el grup que havia millorat, si es

trobava un augment significatiu de I'expressio de CD69 als sis (p=0,050) i als 12

mesos (p=0,017) respecte a l'inici (Fig. 67).
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Figura 67. Percentatge de limfocits T que expressen CD69 en el grup

de pacients amb milloranca o sense milloranca
T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

*
p=0,017
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A Tinici de l'estudi el grup de pacients al- lergics que presentaria milloranga
presentava una menor expressio de CD69 que els pacients no atopics (86,00 +
12,27 vs 95,90 * 2,56, p=0,006). Després de I'any d’estudi disminuia aquesta
diferéncia (92,69 + 4,35 vs 95,90 + 2,56, p=0,049). En canvi, en els pacients
gue no van presentar milloranga, la diferencia de l'inici de I'estudi respecte als
no al- lergics (84,09 + 10,01 vs 95,90 + 2,56, p<0,001) es mantenia al cap d’'un
any (89,50 £ 7,28 vs 95,90 * 2,56, p=0,003)

En el grup amb milloranca, es va evidenciar una correlacid negativa entre

I'expressio de CD69 en limfocits T i la puntuacié de simptomes (r=-0.651,

<0.001).

4.4,6.2 DETECCIO DE CITOCINES INTRACEL- LULARS (IL-4, IFN-g1 IL-10)

A les Taules 48, 49 i 50, es mostren els resultats corresponents al percentatge de
cél- lules que expressen IL-4, IFN-gi IL-10, segons els pacients haguessin presentat

milloranca o no durant I'estudi, en els diferents periodes de seguiment.
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Taula 48. Percentatge de limfocits T que expressaven IL-4 en el grup de

pacients amb milloranga o sense milloranga

Poblacio cel- lular Temps Milloranca No milloranga
T1 4,20+ 2,70 4,12 +1,59
CD3 T2 4,40 £ 2,27 4,17 +1,74
T3 3,78 £1,68 4,98 + 2,56
T1 5,16 + 3,08 427+191
CD4 T2 523+2,73 421+231
T3 4,58 + 2,06 559+ 3,24
T1 2,09 £1,49 2,78 + 2,25
CD8 T2 2,50+ 1,40 3,13 £2,17
T3 2,34+1,42 3,30+ 1,77

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacié estandard el
percentatge de cel- lules en que es va detectar expressido d’'IL-4. T1=inici de
I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Taula 49. Percentatge de limfocits que expressaven IFN-gen el grup de

pacients amb milloranga o sense milloranca

Poblaci6 cel- lular  Temps Milloranca No milloranca
T1 18,23 + 9,46 18,17 £ 6,89
CD3 T2 20,40 £ 10,99 20,40 £ 6,67
T3 19,91 + 12,68 20,30 £ 7,07
T1 13,97 £ 8,05 14,97 £ 6,41
CD4 T2 19,85+ 13,81 17,06 £ 5,59
T3 19,37 + 15,27 16,90 £ 5,73
T1 26,51 + 17,17 31,72 £ 16,36
CD8 T2 28,20+17,15 32,41 + 14,29
T3 24,44 + 15,74 30,96 + 14,31

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacid estandard del percentatge de
cél- lules en que es va detectar expressié d’'IFN-g. T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de
I'estudi; T3=12 mesos de 'estudi.
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Taula 50. Percentatge de limfocits que expressen IL-10 en el grup de

pacients amb milloranc¢a o sense millorancga

Poblacié cel- lular  Temps Milloranca No milloranga
T1 14,46 + 8,67 19,27 + 16,25
CD3 T2 15,90 + 8,36 16,37 £ 9,04
T3 14,98 + 8,25 17,60 £ 11,16
T1 15,31+ 8,48 20,93+ 17,24
CD4 T2 18,64 + 9,51 16,62 + 9,52
T3 15,72 £ 7,23 19,17 £ 11,37
T1 11,98 + 10,37 15,48 + 14,77
CD8 T2 9,98 £ 4,93 11,84 + 8,67
T3 12,27 +12,12 12,62 + 11,47

Els resultats venen expressats com mitjana + desviacid estandard del percentatge de
cel- lules en que es va detectar expressié d’'IL-10. T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de
I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Aquests resultats no van mostrar diferéncies estadisticament significatives per cap

de les citocines, tant quan es comparaven els dos grups, com quan s’avaluaven les

variacions al llarg del temps.

Per tal d'estudiar conjuntament la influencia de les diverses citocines, es van
establir uns index entre IL-4/IFN-g , IL-10/IFN-g i IL4/IL-10. Els resultats

corresponents a aquestes relacions es mostren a la Taula 51.
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Taula 51. index IL-4/IFN-g, IL-10/ IFN-g i IL-4/IL-10 en el grup de
pacients amb milloranca i en els pacients sense milloranca al

llarg de I’estudi

Index  Poblacio Temps Milloranca No milloranca
cel- lular
CcD3 T1 0,49 0,26
T2 0,34 0,21
T3 0,28 0,25
2 cD4 T1 0,65 0,35
< T2 0,40 0,24
3 T3 0,35 0,33
cD8 T1 0,14 0,11
T2 0,27 0,12
T3 0,21 0,12
CcD3 T1 1,65 1,69
T2 1,43 0,89
T3 2,00 1,07
E CD4 T1 2,62 2,04
g T2 1,61 1,05
:‘ T3 2,00 1,33
cD8 T1 1,86 1,24
T2 1,20 0,67
T3 1,98 0,85
cD3 T1 0,51 0,45
T2 0,53 0,42
T3 0,57 0,45
o
= cD4 T1 0,57 0,47
§ T2 0,55 0,48
4 T3 0,63 0,44
cD8 T1 0,35 0,28
T2 0,43 0,31
T3 0,41 0,58

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

Els pacients que presentaven milloranga mostraven al llarg de [l'estudi una
disminucié de la relacié establerta entre el percentatge de limfocits CD4+ que

expressaven IL-4 i els que expressaven IFN-g encara que no arribava a la

201



significacio estadistica (p=0,087) (Fig. 68).
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Figura 68. index IL-4/IFN-g expressat pels limfocits T

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de |'estudi.

Per contra, els pacients que no havien millorat presentaven als 12 mesos un
augment respecte a l'inici de la relacié establerta entre el percentatge de limfocits T
CD8+ que expressaven IL-4 i els que expressaven IL-10 (p=0,018). Aquest
increment era degut tant a un augment del percentatge de cél- lules que

expressaven IL-4 com a una disminucio de les que expressaven IL-10.

4.4.7 ASSAJOS DE PROLIFERACIO LIMFOCITARIA

En els cultius limfocitaris es va analitzar I'estimulacio induida pel D pteronyssinus a

l'inici, 6 i 12 mesos de I'estudi (Taula 52).

Quan s'estudiaven el grup de pacients que havien millorat i el que no,
independentment d’haver rebut IT o no, s'observava que els pacients que
milloraven presentaven una disminucié de I'index de proliferacié dels seus limfocits
amb D pteronyssinus, que era molt significativa al final de I'estudi (p=0,003) (Fig.

69).
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Taula 52. index de proliferaci6 induida pel D pteronyssinus

Temps Milloranca No milloranga
T1 5,88 + 4,05 4,26 + 2,70
T2 4,99 + 3,69 4,65+ 4,24
T3 3,25+1,92 545+547

Els resultats venen expressats com mitjana = desviacié
estandard. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12
mesos de I'estudi.
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Figura 69. index de proliferacié induida pel D

pteronyssinus
T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12 mesos de
I'estudi. * p=0,003

En el grup que va presentar milloranca, es va trobar una correlacié negativa entre
'index de proliferaci6 front D pteronyssinus i l'activacié dels limfocits T
(CD3+CD69+) (r=-0.415, p=0.016). En canvi, es va trobar una correlacié positiva

entre la puntuacio de simptomes i I'index de proliferacio (r=0.422, p=0.014).
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4.4.8 CANVIS EN LA PRODUCCIO DE CITOCINES PELS CULTIUS
ESTIMULATS AMB D Pteronyssinus EN EL GRUP AMB

MILLORANCA | EN EL GRUP SENSE MILLORANCA

El percentatge de cel- lules que expressaven una determinada citocina (IL-4, IFN-go
IL-10) en els cultius control i estimulats amb D pteronyssinus i posteriorment

reestimulats amb PMA+|, va ser estudiada segons la milloria clinica dels pacients,

comparant el grup amb “milloran¢a” amb el que no la presentava.

4.4.8.1 PRODUCCIO ESPECIFICA D'IL-4

La deteccié d’IL-4 en les diferents subpoblacions de cel- lules estimulades o no
estimulades amb D pteronyssinus no va mostrar canvis significatius al llarg de

I'estudi en cap dels dos grups (Taula 53 i 54).

Taula 53. Pacients amb milloranca: percentatge d’expressié d’'IL-4 en els

cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblacio )

cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 6,53 + 3,83 5,66 + 3,66 0,87 £ 0,20
CD3 T2 5,35+2,90 6,05 + 3,96 1,14 £ 0,27
T3 5,94 + 425 6,05 + 5,13 1,15+0,54
T1 8,86 + 5,19 8,48 + 4,89 1,01 +£0,45
CD4 T2 7,10 + 4,05 8,17 + 5,45 1,18+ 0,41
T3 8,49 + 5,89 8,36 + 6,73 1,31+1,03
T1 2,45 + 1,59 2,29+1,43 1,05+0,54
CD8 T2 2,04+1,12 2,05+ 1,05 1,26 £ 1,04
T3 1,99 +0,89 2,24 +1,38 1,18 £ 0,70
A la columna “index’ apareix el resultat de Iexpressid d'IL-4 induida pel D

pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.
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Taula 54. Pacients sense milloranca: percentatge d’expressio d’IL-4 en els

cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblacio .

cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 5,51+2,08 6,87 £ 4,50 1,24+ 0,45
CD3 T2 6,34 + 6,59 8,11 +£8,11 1,47 +154
T3 5,98 + 3,54 6,71 + 3,85 1,23+0,81
T1 7,11 £ 2,67 8,91 +591 1,24 + 0,45
CD4 T2 9,29 + 10,03 10,67 + 11,27 1,83+2,70
T3 7,69 +5,14 8,42 £ 5,45 1,20+ 0,76
T1 2,39+1,86 2,70+1,98 162+1,19
CD8 T2 2,73+ 1,77 2,86 + 1,96 1,21 +0,48
T3 2,55+1,92 3,20+ 2,34 161+1,84
A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d’IL-4 induida pel D

pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.

4482 PRODUCCIO ESPECIFICA D’IFN-g

En general, la presencia de D pteronyssinus als cultius donava lloc a una
disminucio de la produccié d'IFN-g (Taules 55 i 56). En canvi, al cap d’'un any, en
els pacients que milloraven s’observava una resposta similar en els cultius control i
en els estimulats amb D pteronyssinus. Aquest canvi s'acompanya d’'un augment en

I'index de produccié d’'IFN-g
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Taula 55. Pacients amb milloranca: percentatge d’expressié d’IFN-g en els

cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblaci6 cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 22,63 + 8,90 18,93 £ 9,00 0,82 + 0,26
CD3 T2 23,55+ 6,10 18,05+ 8,71 0,90 +£ 0,16
T3 18,19 + 8,68 17,44 + 8,31 0,98 + 0,29
T1 20,50 +7,23 15,86 + 7,52 0,76 £ 0,25
CD4 T2 17,19+ 7,13 16,18 + 7,46 0,93 £ 0,07
T3 17,01 + 8,67 15,36 + 7,31 0,95+ 0,30
T1 27,01 +13,59 25,38 + 14,63 0,91+0,34
CD8 T2 22,59 + 9,87 23,21+ 12,86 0,96 + 0,26
T3 20,90 £ 9,93 23,05+ 13,52 1,07+ 0,32

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IFN-g induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.

Taula 56. Pacients sense milloranca: percentatge d’expressio d’IFN-g en els

cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblacié cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 25,01 £9,58 24,02 + 8,03 1,00 £ 0,34
CD3 T2 20,64 + 10,69 21,53 £ 5,60 0,95 + 0,09
T3 24,31 +7,94 21,80 £ 5,46 0,93+0,20
T1 21,46 £ 7,80 19,74 £ 7,70 0,95+0,34
CD4 T2 19,57 £ 5,98 17,97 £ 4,97 0,93+0,13
T3 19,55 + 6,30 16,98 + 4,12 0,90 + 0,22
T1 33,94 +£ 14,77 34,30 £ 14,56 1,02 £ 0,20
CD8 T2 29,71+11,63 31,15+ 9,87 1,10 £ 0,29
T3 35,54 +£ 14,78 33,20+ 12,16 0,97 £ 0,21

A la columna “index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IFN-g induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1=inici de l'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.
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4.4.8.3 PRODUCCIO ESPECIFICA D'IL-10

Quan s’estudiava I'expressié d’IL-10, es podia observar una menor produccié en els

cultius dels pacients que milloraven, en tots els temps i per totes les poblacions

cel- lulars estudiades (CD3, CD4 i CD8) (Taula 57 i 58). Aquesta diferencia quasi

arribava a la significacio estadistica als sis mesos de I'estudi per als CD3 de forma

global (p=0,074) i per als CD4 (p=0,059).

Taula 57. Pacients amb milloranca: percentatge d’expressio d’IL-10 en els

cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblacio6 cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 16,68 = 6,77 19,25 £+ 8,55 1,21 +£0,39
CD3 T2 14,52 + 8,99 18,98 + 8,21 1,60 £ 0,90
T3 16,68 = 8,51 15,01 £ 9,78 1,09+0,75
T1 19,68 + 8,32 23,51 +£10,09 1,31 +0,53
CD4 T2 17,56 = 10,80 23,19+9,82 1,60 = 0,90
T3 21,16 £ 10,05 18,46 + 11,18 1,17+ 1,05
T1 11,45+ 4,52 11,50 £ 5,58 1,01 +£0,23
CD8 T2 8,79 £ 5,37 11,14 +5,32 1,56 £ 0,92
T3 9,59 + 5,72 8,86 + 6,91 0,95+ 0,35

A la columna ‘“index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IL-10 induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. T1l=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12

mesos de I'estudi.
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Taula 58. Pacients sense milloranca: percentatge d’expressio d’IL-10 en els

cultius cel- lulars sense antigen o amb D pteronyssinus

Poblaci6 cel- lular Temps Control D pteronyssinus Index
T1 23,43+ 10,24 20,59 £ 13,96 0,90+0,34
CD3 T2 25,78 £ 12,98 22,51 +10,63 0,97 +041
T3 22,07 £ 8,29 22,15+10,08 1,08 £ 0,44
T1 27,73 £10,47 24,31 £ 15,43 0,88+ 0,35
CD4 T2 29,65+ 13,17 27,14 +£11,87 1,01 +£0,42
T3 25,88 £ 9,34 26,53 +£11,38 1,10 £ 0,47
T1 15,53+ 9,13 12,15 + 8,96 0,96 + 0,26
CD8 T2 16,98 + 13,00 13,22 + 8,21 0,88+ 0,26
T3 14,24 + 7,08 12,59 + 7,53 0,98+0,44

A la columna “Index” apareix el resultat de I'expressi6 d'IL-10 induida pel D
pteronyssinus dividit pel control. Tl=inici de l'estudi; T2=6 mesos de l'estudi; T3=12
mesos de l'estudi.

Quan es comparaven els “index” d’expressié especifica d’IL-10, s'observava que al
principi de I'estudi era superior en el grup que milloraria, especialment per a les

cél- lules CD4 (p=0,040), disminuint posteriorment aquesta diferencia.

4.48.4 INDEX ENTRE IL-4/IFN-g IL-10/IFN-g | IL-4/IL-10 ESPECIFIC PER D

Pteronyssinus

Amb lintencio de valorar conjuntament linfluencia de I'expressio de les diferents
citocines estudiades, es van establir unes relacions en la produccio de les diferents

citocines en els cultius estimulats amb D pteronyssinus : IL-4/IFN-g, IL-10/IFN-gi IL-

4/IL-10. Els resultats es mostren a les Taules 59, 60 i 61.

La relaci6 entre el percentatge de limfocits que expressaven IL-4 i els que

expressaven IFN-g es va mantenir forca constant en els dos grups durant I'estudi

(Taula 59).
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Taula 59. index d’expressi6 d’IL-4/IFN-g especifica per D pteronyssinus en els

pacients amb millorangca o sense milloranca

IL-4/IFN-g
Milloranca No milloranca
T1 0,38+0,31 0,38 + 0,47
CD3 T2 0,41+0,43 0,39+ 0,37
T3 0,42 £ 0,53 0,35+0,34
T1 0,66 + 0,59 0,59 +0,75
CD4 T2 0,61 £ 0,67 0,61 +0,61
T3 0,64 £ 0,87 0,61+0,72
T1 0,13+0,11 0,10+0,10
CD8 T2 0,13 +0,20 0,10 + 0,07
T3 0,16 £ 0,16 0,10 + 0,09

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

S’observava una disminucié de la relacié entre el percentatge de limfocits que

expressaven IL-10 i els que expressaven IFN-g en els pacients que presentaven

milloranca (Taula 60 i Fig. 70), sense arribar a la significacio estadistica.
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Taula 60. index d’expressié d’IL-10/IFN-g especifica per D pteronyssinus en

els pacients amb milloranca o sense milloranca

IL-10/IFN-g
Milloranca No milloranca
T1 162 +2,12 1,00 = 0,66
CD3 T2 1,33+1,51 1,12+ 0,48
T3 1,17+1,10 1,08 £ 0,47
T1 2,16+ 2,48 1,45+ 0,99
CDh4 T2 1,66 + 1,49 1,65+0,74
T3 153+1,18 1,65+0,61
T1 0,84+1,14 0,47 £ 0,40
CD8 T2 0,90 £ 1,65 0,52 + 0,40
T3 0,69 £ 1,02 0,47 +0,34

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

2,5
2 \
N, == \illoranca
151 —=y .
4\\« No milloranca
l _-— ‘
0,5 |
O T T T T T T T T
C 1 T2 T3 ATl T2 T3 ATl T2 T3 J
CD3 CD4 CDS8

Figura 70. index d’expressi6 d’IL-10/IFN-g especifica per D pteronyssinus en
els pacients amb milloran¢a o sense milloranga

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.

En lavaluaci6 de l'index entre els limfocits que expressaven IL-4 i els que
expressaven IL-10 (Taula 61) s’observava que augmentava en el grup amb

milloranga als 12 mesos comparat amb l'inici de I'estudi (Fig. 71), sense arribar a la
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significacio estadistica.

Taula 61. index d’expressié d’IL-4/IL-10 especifica per D

pteronyssinus en els pacients amb milloranca o sense

milloranca
IL-4/IL-10
Milloranca No milloranca
T1 0,36 + 0,24 0,39 £ 0,26
CD3 T2 0,41+ 0,32 0,27 £ 0,26
T3 0,62 + 0,62 0,41+0,42
T1 0,49+0,43 0,43+0,33
CD4 T2 0,45 + 0,35 0,30 £ 0,34
T3 0,66 + 0,63 0,46 + 0,53
T1 0,23+0,16 0,25+0,19
CD8 T2 0,29 + 0,28 0,20 + 0,10
T3 0,48 + 0,57 0,33+0,45

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de 'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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Figura 71. Index d’expressio d’'IL-4/IL-10 especifica per D pteronyssinus en

els pacients amb milloranga o sense milloranca

T1=inici de I'estudi; T2=6 mesos de I'estudi; T3=12 mesos de I'estudi.
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45 RESUM DELS RESULTATS

A continuaci6 s’exposen els resultats més significatius del treball realitzat, de forma

conjunta i resumida. Es comparen els grups de pacients tractats amb IT o no

(Taules 62),

els canvis associats amb la IT (Taula 63), els associats amb la

milloranca (Taules 64 i 65 ) i les correlacions significatives (Taules 66, 67 i 68).

Taula 62. Resultats significatius en les proves cutanies i conjuntivals en el

grup sense ITiamb IT

Parametre No IT IT p
P. Cutanies 0,1 HEP/mI T2 2,33+150 1,06 +1,34 0,029
T3 2,17 + 1,40 0,69 + 1,08 0,008
P Cutanies 1 HEP/mI T2 450+1,78 2,47 £1,73 0,013
T3 3,25+1,29 163+1,71 0,023
P 1 HEP/mI 92 % 50 %
P. Conjuntivals 10 HEP/MI 8% 50% 0,039
Taula 63. Resultats significatius en els pacients que van rebre IT
Parametre T1 T2 T3 p
FvC 86,44 + 12,52 93,31 + 10,92 - 0,022
VEMS 86,31 + 14,83 95,69 + 9,57 - 0,007
MEF 73,81+ 21,02 84,94 + 19,03 - 0,021
Simptomes 10,08 + 8,01 - 6,67 £5,32 0,014
Medicacio 3,12+ 2,56 - 1,83+ 1,56 0,006
IgE total 361,38 + 389,39 526,56 + 587,65 - 0,044
41,82 + 10,76 58,91 + 16,31 - 0,024
% LB CD23+
41,82 + 10,76 - 58,55 + 15,33 0,024
85,54 +11,84 90,00 + 5,97 - 0,008
% CD3+CD69+
85,54 + 11,84 - 93,43 + 3,48 0,002
Index
proliferacic 6,04 + 3,94 - 3,69 £ 1,96 0,026
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Taula 64. Milloranca segons I'aplicacio d'immunoterapia

Milloranca No milloranca
Sense IT 3 (10,7%) 9 (32,1%)
Amb IT 13 (46,4%)* 3 (10,7%)
TOTAL 16 12

*p=0,004 associacio positiva entre milloranca i IT

Taula 65. Correlacions significatives (grup no tractat i tractat amb IT)

r Y
Limfocits B CD23+/Limfocits T CD69+ 0.261 0.039
Limfocits T CD69+/Simptomes -0.365 0.002
CD3+IL-4+/CD3+IFN-g 0.316 0.009

Taula 66. Correlacions significatives en el grup tractat amb IT

r Y
Limfocits B CD23+/Limfocits B CD86 -0.478 0.012
Limfocits T CD69+/Index proliferacié front Dpt -0.449 0.009
Limfocits T CD69+/Simptomes -0.650 <0.001
Index proliferacié front Dpt/ Simptomes 0.534 0.001
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Taula 67. Resultats significatius en els pacients que van presentar
milloranga
Parametre T1 T2 T3 p
FvVC 85,81+12,69 92,75+9,94 - 0,005
VEMS 89,00 +11,83 97,13 + 8,66 - 0,003
MEF 79,94 + 16,39 90,38 + 18,80 - 0,021
TBD 25% 0% - 0,024
25% - 0% 0,024
Monocits 9,89 + 4,26 9,40 £4,5 - 0,020
Ch23+ 9,89 + 4,26 i 1022+331 0,012
CD69 86,00 + 12,27 90,33+4,81 - 0,05
86,00 + 12,27 - 89,5+7,28 0,017
L”rg’ﬁ}(e caci 5,88 + 4,05 - 325+192 0,003
Taula 68. Correlacions significatives en el grup amb milloranca
r p
Limfocits B CD23+/Monocits CD23 -0.442 0.008
Limfocits B CD23+/Limfocits B CD86+ -0.421 0.021
Limfocits T CD69+/Index proliferacio front Dpt -0.415 0.016
Limfocits T CD69+/Simptomes -0.651 <0.001
Index proliferacio front Dpt/ Simptomes 0.422 0.014
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5 DISCUSSIO

5.1 CARACTERISTIQUES GENERALS DE L’ESTUDI

La hipotesi que es formula en aquesta tesi és que la immunoterapia amb al- lergens
indueix canvis immunologics que es tradueixen basicament en la derivacié duna

resposta de produccid de citocines tipus 2 cap a una resposta de tipus 1.

Per tal de demostrar-ho, es va dissenyar un estudi de tipus prospectiu de casos i
controls, obert, aleatoritzat, en el que el grup casos va rebre immunoterapia mentre
gue el grup control no la va rebre. Es va considerar adient aquest disseny ja que es
volien estudiar principalment parametres immunologics, el resultat dels quals no
esta influenciat per un efecte placebo. Per tan, no es va optar per un estudi
prospectiu a doble cec controlat amb placebo que hauria estat el més correcte si el
proposit principal hagués estat demostrar I'efectivitat clinica de la IT especifica, la
qual cosa es considera suficientment demostradda en diversos estudis publicats™*®
206207 A més dels pacients al- lergics, també es va incloure un grup d’individus sans

per tal dobtenir valors de referéencia dalgunes de les determinacions

immunologiques

Per tal d’avaluar si aquests canvis immunologics es relacionaven amb una resposta
clinica, es van controlar una serie de parametres tal com simptomes, Us de
medicacid, proves cutanies, proves de provocacié conjuntival i poves de funcid
respiratoria. Aquests parametres a l'inici de I'estudi foren similars entre el grup que

havia de rebre immunoterapia i el que serviria com a control.

Un dels principals problemes que van sorgir durant I'estudi fou el seguiment dels
pacients durant dotze mesos. Encara que es pugui considerar que tres visites de

control no haurien de comportar moltes moléesties per al pacient, el cert és que el
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grau de faltes era relativament elevat i comportava reprogramar la visita en el
menor temps possible per evitar modificacions del protocol d’estudi dissenyat
inicialment. El pacient havia de ser contactat via telefonica i informat del nou dia de
la cita. Ja que es realitzaven el mateix dia la visita clinica, les proves cutanies i de
provocacio conjuntival, les proves de funcid respiratoria i I'extraccié sanguinia, i
també aquestes s’havien de tornar a programar de forma convenient. El fet de dur a
terme totes les proves el mateix dia comportava que els participants a I'estudi
havien d’estar un temps perllongat a I'hospital, el que a vegades dificulava la seva
assisténcia. Es va intentar fer un control de pic de flux espiratori, pero el compliment
fou molt baix i es va descartar. En canvi, els pacients van aportar les targes de
autoregistre de medicaci6 i simptomatologia, segons s’els va indicar, a la majoria de

Ccasos.

Quan se seleccionen les eines per mesurar parametres de pacients al- lergics, amb
asma o rinitis, s’ha de tenir en compte quin és el proposit de l'estudi. Els
guestionaris de simptomes, Utils per estudis epidemiologics i que requereixen una
validacié, moltes vegades no tenen la sensibilitat suficient per detectar petites
modificacions en la intensitat dels simptomes, importants en estudis d’eficacia de

tractaments®’?

. La majoria d’estudis que mesuren modificacions dels simptomes
d’asma ho fan mitjancant diaris de simptomes no validats i sense cap mesura de
control intern per comprovar si mesuren el que es pretén®”. En el nostre cas no es
va realitzar una validacié dels autoregistres, perd si que de forma subjectiva

'avaluador ho podia valorar, al comparar-los amb la necessitat de medicacio durant

aquell periode.

La dificultat que comporta el seguiment dels pacients en un temps concret, aixi com
el fet de que totes les técniques “in vitro” d’'un pacient es realitzesin de forma

simultania al finalitzar I'any de seguiment, va comporta que s’hagués d’excloure de
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I'estudi a algun d’ells, bé per no haver seguit de forma correcta els controls o be
pergue problemes en la realitzacid de les técniques immunologiques obligaven a

descartar alguna de les mostres de cél- lules obtingudes al llarg del seguiment.

Les tecniques realitzades en aquest estudi han comportat gran laboriositat. Aixi la
inclusio dels 38 pacients ha implicat dur a terme un elevat nombre d’assajos. Per
exemple, per cada individu al- lérgic es realitzava un total de 27 determinacions de
diferents citocines intracitoplasmatiques, ja que es determinaven tres citocines (IL-4,
IFN-g i IL-10) en tres experiments d'estimulaci6 amb PMA+I, en tres cultius amb
antigen i tres cultius control. Aixd suposa un total de 756 analisi de citometries de

flux només per les determinacions de citocines.

Cal destacar la importancia de fer estudis de seguiment de tipus prospectiu per
poder avaluar millor els resultats. Aquest tipus d’estudis son especialment tils en el
cas de determinaci6 de parametres “in vitro” que requereixen téecniques
complicades i d’elevat cost, la qual cosa limita el nombre de possibles assajos a fer.
En altres tipus d’investigacions, es possible incloure un gran nombre d’individus, la
qgual cosa permet crear grups molt homogenis que es diferencien Unicament en
alguna caracteristica que ens interessi avaluar, com per exemple, el tractament
aplicat. En aquesta tesi s’ha mesurat els parametres biologics dels mateixos
individus des de la seva inclusié a I'estudi, abans de rebre IT o0 no, i durant un any,

permetent comparar els resultats de cada grup amb la situacié inicial.

Préeviament a la posada en marxa dels diferents assajos, es va haver de procedir a
la estandarditzacié de determinades técniques. D’aquestes, destaquen els cultius
cel- lulars amb antigen (determinaci6 de la concentracid Optima d’antigen per
estimular la resposta de les CMN), técnica de deteccio de citocines intracel- lulars

(inhibicié del transport intracel- lular i permeabilitzacié de la membrana cel- lular) i
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detecci6 de citocines en cultius estimulats de forma especifica.
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5.2 ESTUDI CLINIC

Si la immunoterapia indueix canvis immunologics sistémics es logic esperar que
s’observin també modificacions a la reaccié immunologica local de diversos organs
com la pell o la conjuntiva, disminuint la seva reactivitat. Aquests possibles canvis

es van estudiar amb proves cutanies i proves de provocacio conjuntival.

A més, al actuar sobre els mecanismes patogenics de les malalties al- lérgiques és
plausible que es produeixi una milloria en parametres clinics malgrat que no es
considerin directament depenents de la reaccid immunologica. Aixi, també es van

realitzar altres proves com les de funci6 respiratoria i de resposta broncodilatadora.

5.2.1 PROVES CUTANIES D'HIPERSENSIBILITAT A Dermatophagoides
pteronyssinus

La disminucié de la reactivitat cutania pot suposar una forma indirecta de mesura la
disminuci6 de la resposta del sistema immunologic front a I'al- lergen. En els altres
organs de xoc, tal com I'aparell respiratori, aquesta variacié en la reactivitat davant
I'al- lergen és més dificil de mesurar, ja que les proves de provocacio son laborioses

de realitzar, requereixen un aparatatge especific i no estan exemptes de risc.

La disminuci6 de la reactivitat cutania front I'al- lergen en el curs de la IT especifica
ha estat avaluada per diversos autors. En el cas de la IT a inhalants s’han publicat
estudis realitzats amb diferents al- lergens en els que els resultats obtinguts sén

discordants, ja que mentre alguns observen una disminucié en la resposta®® %" 23

249, 274, 275 276, 277, 278, 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, a|tl’es no trOben una Variacic') SigniﬁcativaZSG,
287 2% En el cas d'IT amb Dermatophagoides diversos treballs han mostrat que

disminueix la resposta cutanig® 2 27> 276 28428 En glguns casos es comprova

una correlacio entre la disminucié de la reactivitat cutania i I'eficacia del tractament.
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En el cas de IT amb veri d’himenodpters, alguns autors han observat una
negativitzacio de les proves cutanies i han suggerit que aquest parametre podria ser

utilitzat com a criteri d’interrupcié del tractament®.

En el present estudi es van realitzar les proves cutanies amb quatre concentracions
de l'extracte de D pteronyssinus. Igual que en altres estudis, es va optar per
realitzar les proves amb unes concentracions determinades d’antigen %> %7 27> 27¢
277, 219, 283, 284 an|loc darribar a la dilucié que ja no indueix reactivitat cutania com

82 ja que aixi el procediment és més curt i requereix menys

han fet altres treballs
puncions cutanies. Els resutats d’aquestes proves van mostrar una disminucio de la
reactivitat cutania associada amb el tractament amb IT, tant quan es comparava
amb la reactivitat basal abans d'iniciar el tractament com quan es comparava amb
el grup control. De les concentracions emprades per fer les proves cutanies, la de
100 HEP/mI es mostrava poc discriminadora de la variacio en la sensibilitat cutania,
mentre que les d 0’1, 1 i 10 HEP/mI si que permetien la seva deteccié. Quan es feia
una valoracié d’'aquests resultats segons si el pacient havia presentat milloranca o
no, es comprovava que la reduccié de la reactivitat s’evidenciava tant en pacients
del grup amb milloranga com en el grup sense milloranga. Per tant, suggereix que la
modificacio immunologica cutania, si bé es relacionava amb la aplicacié de IT, no
era paral- lela en aquest cas a la resposta clinica. També es podria argumentar que
durant aquest periode els pacients haguessin implementat unes mesures d’eviccid

de la pols més estrictes, perd sembla poc probable, ja que tots els pacients van

rebre les mateixes instruccions durant I'any que va durar I'estudi.

En canvi, Lofkvist et al, en un estudi on s’avaluava la reactivitat cutania després
d’'una any de tractament amb immunoterapia aD farinae, demostraven una reduccio
de la reactivitat que a més es correlaciona amb la disminucié dels simptomes de

rinitis i la disminucio de la reactivitat conjuntival®®.
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Pichler i col- laboradors descriuen en el seu treball una reduccié de les proves
cutanies realitzades amb tres concentracions (1, 3 i 10 HEP) d’'un extracte de D
pteronyssinus i D farinae en un seguiment de tres anys d'immunoterapia especifica
a aquests acars. La reduccio ja s’objectiva al primer any d’estudi. No estudien la
relacio entre la modificacié de la resposta cutania i I'evolucié clinica dels pacients.
Descriuen que aquells pacients que presentaven una sensibilitzacié a algun altre
al- lergen, no mostraven una modificaci6 de la prova cutania a aquest segon

al- lergen®™®.

5.2.2 PROVES DE PROVOCACIO CONJUNTIVAL

Hi ha pocs treballs publicats que estudiin la variacié de la resposta conjuntival al

al- lergen durant la immunoterapia. La major part d’estudis descriuen en els pacients
al- lérgics que reben immunoterapia una disminucié de la reactivitat conjuntivaf®”
242, 216, 283, 284, 290 En | nostre estudi els pacients que havien rebut IT van mostrar
una menor sensibilitat conjuntival a la provocaci6 amb D pteronyssinus després
d'un any de tractament, de tal manera que es precisaven concentracions majors
d’antigen per obtenir una resposta positiva. Aquest resultat concorda amb el de

Pichler et al %"

, gque descriuen en un grup de pacients tractats amb IT a D
pteronyssinus (50%) i D farinae (50%) durant tres anys, que al cap d’'un any de
tractament ja presentaven una disminucié de la reactivitat tant conjuntival com a
nivell cutani i persistia fins al tercer any. Lofkvist i col- laboradors també descriuen

una reduccié en un grup de pacients al- lérgics D farinae®®

. Amb altres antigens
com Cladosporium herbarum?®® | epiteli de gos®*, Parietaria judaica®®’ i graminies®®
també s’ha objectivat una reduccido de la resposta a la provocacié conjuntival
després de la IT. Aquesta disminucié de la reactivitat conjuntival implica que la

modificacié induida per la immunoterapia sistemica, repercuteix a nivell d’aquest

“Organ diana” de la reacci6 al- lergica, i reflectiia una menor sensibilitat que
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explicaria la disminucié dels simptomes de conjuntivitis.

5.2.3 PROVES DE FUNCIO RESPIRATORIA

Una modificacié de la funcié respiratoria en els pacients tractats amb IT podria
reflectir I'efecte que aquest tractament té sobre [linflamacié a nivell bronquial,
modulant la participacio de les cél- lules inflamatories i la produccié de mediadors,
citocines i factors quimiotactics que participen en els mecanismes fisiopatologics de

'asma bronquial.

En aquest treball hem observat en el grup tractat amb IT una milloria de la funcié
respiratoria mesurada mitjancant la espirometria basal forcada (FVC, VEMS i MEF)
i la prova broncodilatadora. La milloria es feia significativa als sis mesos de IT, pero
al cap de l'any, malgrat que els valors eren superiors als de l'inici es perdia la
significacié estadistica. Aquest fet no es pot atribuir a modificacions ambientals,
com un augment en l'exposicié al al- lergen, ja que els acars de la pols es
consideren un al- lergen perenne i, a més, els pacients van ser inclosos dins I'estudi
en diferents époques de I'any. Una possible explicacié seria el major compliment de
la medicacio a les primeres fases de I'estudi, perd dos fets van en contra d’aquesta
possibilitat; primer, que si aguesta fos I'explicacio, s'observaria també en el grup
que no va fer IT, i segon, que quan es feia una avaluacié segons si el pacient
presentava milloranca 0 no, eren els pacients amb milloranca els que
incrementaven la seva funcio respiratoria (i el criteri milloranga inclou la disminucié
de I'is de medicacid). Es possible que el nombre limitat de pacients inclosos a

I'estudi resti poder estadistic, i que en aquest cas es fes més evident als 12 mesos.

L’efecte del tractament amb immunoterapia sobre la funcié pulmonar s’ha revisat en

alguns treballs i els resultats son diversos. Alguns estudis avaluen la modificacio de

217, 266, 288, 290, 291, 292, 293 217, 276, 294,

la hiperreactivitat bronquial especifica o0 inespecifica ,
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249 266, 287, 295

i d'altres estudien la espirometria basal forcada“™ o el pic de flux espiratori

|266

L'estudi publicat per Creticos et al™”, mostrava durant tres anys de seguiment un

pic de flux espiratori més elevat en el grup tractat amb immunoterapia a Ambrosia.

294 també s'observava una milloria

En un altre estudi d’Adkinson realitzat amb nens
lleugera del pic de flux espiratori en els pacients tractats amb IT. Els mateixos
resultats s’han descrit en tractament amb IT sublingual®’. En canvi, en l'estudi de
Majori no s'objectivaven modificacions dels parametres de funcié respiratoria

(FEV1) després d’un any de tractament amb IT a D pteronyssinus®*.

5.2.4 SIMPTOMES CLINICS | US DE MEDICACIO

Son nombrosos els estudis que avaluen I'eficacia de la IT mitjancant la milloria dels
simptomes i la disminucié de I'is de medicacio, malgrat que no hi ha uns criteris
unificats per mesurar aquests resultats. Alguns estudis utilitzen escales analogiques

286, 296

visuals , mentre que altres fan servir escales de puntuacié de simptomes i/o de

félrmaCS utilitzat§l7, 227, 233, 249, 252, 276, 281, 283, 288, 294, 297, 298, 299, 312. En aquesta teSi S’ha
usat una escala de puntuacié de simptomes i de medicacié basada en la utilitzada

266

per Creticos i col- laboradors™ (Veure Annexes 1 i 2), adequada als tractaments

empleats en el nostre ambit.

En la meta-analisi d’Abramson publicada per la Cochrane Library®’, que va incloure
57 estudis aleatoritzats i controlats, es descriu que els pacients que rebien
immunoterapia tenien de forma significativa menys probabilitat de presentar un
deteriorament del asma comparat amb els pacients tractats amb placebo (Odds
Ratio 0.27, Interval de Confianca 95% 0.21-0.35, p<0.05). La milloria era
homogeénia i significativa en els tractats amb extractes de pol- len i epiteli d’animals,
mentre que era menor i més heterogenia en el cas de la IT a acars del la pols

possiblement per ['utilitzacid6 d’extractes molt diversos (pols de casa, acars, D
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pteronyssinus, etc.). Alguns estudis inclosos en I'analisi no mostraven milloria amb
el tractament actiu, o inclis descrivien un empitjorament®® ***, En quant a I'is de
medicacio també es descriu una disminucié (Odds Ratio 0.28, Interval de Confianga
95% 0.19-0.42, p<0.05), si bé tan sols 7 estudis mesuraven aquesta variable
mitjancant escales de punts, mentre que 15 ho mesuraven com a disminucio,

manteniment o augment en I'Gs de farmacs.

En el present estudi es va comprovar una disminucié dels simptomes i de I'is de
medicacié en els pacients tractats amb IT. La diferéencia no arribava a ser
significativa quan es comparava el grup de pacients que havien rebut IT i els que no
I'havien rebuda. No obstant, en els pacients en tractament amb IT la disminucioé en
els simptomes i els requeriments de farmacs al llarg de I'estudi fou significatiu

respecte a l'inici, la qual cosa no succeia en el grup que no rebia IT.

Els primers estudis publicats sobre I'efecte de la IT en pacients al- lergics a la pols
utilitzaven per al tractament extractes poc estandarditzats i a dosis possiblement
inadequades. Tot i aixi estudis com el de Brunn (1941)** o el d’Aas (1971)*",
mostraven una milloria en els malalts que havien rebut IT a acars de la pols
comparat amb els que havien rebut placebo. Un cop caracteritzats els antigens dels
acars es van realitzar nous estudis amb extractes millor definits. EIl grup de SmitH®
va publicar un estudi on 'administracié d'IT s’associava a una milloria subjectiva de
'asma i de la rinitis, i a un inferior requeriment d'altres medicacions. D’Souza i
col- laboradors®® en el seu treball mostren que la IT induia una milloria en els

simptomes d’asma, I's de medicacio i la tolerancia a la pols, encara que no es
produia una milloria subjectiva d e la rinitis. En un altre assaig realitzat a doble cec,
Warner et al®®, obtenen que el 85% dels pacients vacunats presentaven una
milloria dels simptomes d'asma i un 50% perdien la reactivitat tardana a la

provocacié bronquial especifica. També el grup de Bousquet”™ descriu una milloria
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dels pacients asmatics al- lérgics als acars de la pols tractats amb IT aD
pteronyssinus que ve acompanyada d’'una reduccio a les proves cutanies de prick i
de la sensibilitat a la provocacié bronquial amb l'al- lergen. Un altre estudi a

mencionar és el publicat per Haugaar et al®®

en el qual van observar una
disminucié de I'is de medicaci6 i una milloria del pic de flux espiratori després de

dos anys d'IT.

Altres estudis no han demostrat aquesta milloria clinica amb IT d’acars de la pols®,
%% Pperd aquests treballs son antics, de finals dels anys 70. Dels Ultims treballs
publicats no en trobem cap que no mostri un resultat favorable del tractament amb
immunoterapia tal com es pot comprovar en les diferents metaanalisig®® %" 37 3% |
Es pot pensar que és probable que abans, la utilitzacié d’extractes pitjor purificats i
estandarditzats que els actuals els hi conferis una menor eficacia terapeutica.
Segons la meta-analisi d’Abramson serien necessaris 33 estudis mostrant la no

efectivitat de la immunoterapia per compensar els resultats positius mostrats en els

estudis que van avaluar’®.
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5.3 ESTUDIS “IN VITRO”

5.3.1 CONCENTRACIO SERICA D'IgE TOTAL | IgE ESPECIFICA

El coneixement de la participacié de la IgE a la reaccio al- lergica i la simplificacié de
les tecniques de quantificacié han fet que es plantegés utilitzar aquest parametre

per a fer un seguiment del tractament amb IT.

Alguns estudis descriuen durant el tractament amb IT un augment de la
concentracio seérica d’'IgE en les fases inicials, que va seguida posteriorment per
una tornada als nivell pre-tractament®’® 28 286.297. 299, 309, 310 " Aqjest fenomen es pot
observar tant amb la IgE total com amb la IgE especifica. En els pacients pol- linics
tractats amb IT s’ha descrit una inhibicié de I'augment estacional de la IgE*"*. A llarg
termini, en ocasions s’observa una disminucié de la IgE especifica per sota dels

nivells inicials. Aquestes variacions no sén homogénies en tots els estudis®® %" 2"+

283, 312

En l'estudi de Lofkvist i col- laboradors, on es mesurava l'efecte de la IT amb D
farinae en un grup de pacients amb rinoconjuntivitis i es comparava amb un grup
control, s’observava una disminucié significativa de la IgE especifica en el grup en
tractament actiu a partir dels 5 mesos, encara que no es va correlacionar amb les
variables cliniques estudiades (proves cutanies, conjuntivals o simptomesyf®. A
I'estudi del grup de Movérare s’observava que el tractament amb IT amb una pauta
rapida amb pol- len de bedoll o de graminies s’associava a un augment de la IgE
total als 2 mesos i de la IgE especifica després d’'una setmana de tractament
comparat amb un grup control que no rebia IT. Posteriorment s’observava una

disminucié progressiva de la IgE especifica en el grup amb 1T,

En el present estudi, es registra un augment significatiu de la IgE total en els
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pacients que rebien IT al mig any d’haver iniciat el tractament i també s’observa un
augment paral- lel de la IgE especifica. Aquesta elevacié podria explicar-se per
I'estimul antigenic que suposa I'administracio repetida de l'al- lergen a dosis baixes
en les fases inicials, mentre que la disminucido posterior podria significar la
modificacié immunologica cap a la tolerancia del al- lergen. L’exposicié a antigens
en petites dosis s’ha relacionat amb el desenvolupament de respostes
immunologiques del tipus TH2%" 1%, En canvi, a mesura que aquestes dosis es van

incrementant s'arriba a un efecte tolerogénic.

5.3.2 VALORS D’EOSINOFILIA PERIFERICA

A les malalties al- lérgiques la participacié dels eosinofils té gran importancia en el
desenvolupament de la reacci6 inflamatoria. Per exemple, en 'asma, on s’observa
freqiientment una eosinofilia sanguinia, els eosinofils tenen també un paper
important en la inflamacié bronquial cronica. A més, la IL-5, una de les citocines de
tipus Th2 relacionada amb les malalties al- lergiques, és indispensable per la

diferenciacié i supervivéncia dels eosinofils.

En aquest estudi, no es van observar modificacions en la eosinofilia periferica en
cap dels grups de pacients (tractats o no amb IT). De fet, els estudis publicats sobre
les modificacions immunologiques que tenen lloc durant el tractament amb IT no
consideren la eosinofilia sanguinia un parametre a estudiar, i no s’hi han descrit
variacions. En canvi, si s’ha observat que la IT indueix una disminucié dels
eosinofils presents en els organs diana. Aixi s’ha descrit una disminucié d’eosinofils

213, 214

en la reacci6 cutania tardana a pol- len de graminies , en el rentat nasal post-

provocacio®*®, a la mucosa nasal post-provocacio®'®, i al BAL de pacients al- lérgics a

Betula®®,

En el present estudi crida I'atencié que, a la determinacié realitzada al cap de sis
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mesos de seguiment, s’observava una menor eosinofilia en els pacients sense
immunoterapia. Aquest fenomen podria haverse degut a un major Us per aquests
pacients de medicacid6. No obstant, I'ls de medicaci6é (inclosos els corticoides
inhalats) en el grup de pacients que no va rebre IT no fou més elevada en aquest

punt de I'estudi. No hi va haver cap pacient que precisés corticoterapia sistéemica

5.3.3 ESTUDI DE L’'EXPRESSIO DE RECEPTORS DE SUPERFICIE CD23

i CD86 EN CEL- LULES PRESENTADORES DE L’ANTIGEN

Un possible mecanisme d'actuaci6 de la immunoterapia seria mitjangant
modificacions en I'expressi6 de molécules de superficie de les cel- lules
presentadores de l'antigen, quan amb la IT aquest antigen entra en contacte amb
l'individu d’'una forma diferent a I'exposici6 ambiental natural. Es possible doncs,
gue l'al- lergen que penetra per una via distinta, a unes dosis més elevades, amb un
ritme d’exposicié diferent, impliqui a CPAs diferents a les de les mucoses
respiratories, o que tot i ser del mateix tipus, modifiquin el senyal transmes a les
cél- lules T. El desenvolupament d’'un tipus determinat de resposta esta en funcié
entre d'altres condicionaments del tipus de CPA aixi com I'expressié de diferents
molécules coestimuladores i de la producci6 de diverses citocines™ % % %" 8 S'ha
proposat que el receptor de baixa afinitat per la IgE (CD23) a través de la IgE fixada

podria afavorir la presentacié de I'antigen*® *" *®,

Per comprovar si la IT podia modificar les cel- lules coestimuladores expressades a
la superficie de les CPA, s’han estudiat en aquest treball I'expressié de CD23 i de

CD86 (B 7.2) en monocits i en limfocits B obtinguts de sang periférica.

En concordancia amb publicacions pévies, els pacients atopics presentaven una

major percentatge monocits que expressaven CD23 en comparaci6 amb els

70, 313

individus sans . Es possible que aquesta major expressié de CD23 en els
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monocits afavoreixi la presentacié antigenica mediada per complexes IgE/CD23 i
gue activi una resposta per part de les cél- lules T del tipus TH2, i que per aixo
aquestes individus desenvolupin preferentment una resposta inflamatoria de tipus
al- lergic enfront dels antigens. Una altra possibilitat és que participi en els
processos de fagocitosi previs a la presentacié antigénica>. Aquesta major
expressio de CD23 en els mondcits dels pacients al- lérgics pot ser deguda a

lincrement d'IL-4 i de la IgE que regulen la seva expressio™.

En aquesta tesi, el tractament amb IT s’associava a un increment en el percentage
de limfocits B que expressaven CD23 i a una disminucio del percentage de
monocits que I'expressaven. La disminucid de monocits que expressaven CD23
també es va observar en els pacients que presentaven milloranca. Aixi, aquestes
modificacions s'associaven tant a I's de la IT com a la milloria clinica dels pacients.
Aquest resultat esta en contradiccio amb els del grup de Gagro que van observar
una reduccio en I'expressio de CD23 en ceél- lules B de sang periférica de pacients
tractats amb IT a D pteronyssinus®**. En el mencionat estudi el seguiment fou tan
sols de sis setmanes, mentre que en aquesta tesi els controls es van dur a terme
als 6 i dotze mesos. Un altre estudi fet per Jung amb pacients que van rebre IT a
pol- len de graminies també associava una disminucio de I'expressio de CD23 en
cél- lules B en pacients amb bona resposta a la IT quan es comparen els resultats
abans i després de la IT**®. En aquest cas, els limfocits B foren estimulats amb
pol- len de graminies o antigens control. A diferéncia d’'aquesta tesi, en aquest
treball els pacients eren vacunats amb un al- lergen estacional (pol- len de graminies)

en una pauta pre-estacional.

Els resultats obtinguts estan en concordancia amb els de Corominas i
col- laboradors, els quals van estudiar I'expressié de CD23 en els limfocits B en dos

grups de pacients atopics, un no tractat i I'altre tractat amb IT. En el seu estudi, no
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van trobar una diferéncia significativa en I'expressio de CD23 en els limfocits B, si
bé el percentatge de cel- lules CD20+/CD23+ era més elevat en el grup de pacients

que havia rebut IT**®,

En la revisid de la bibliografia medica, no s’han trobat publicacions que avaluessin
la modificacio de l'expressio de CD23 en monocits amb el tractament amb
immunoterapia. EI CD23b expressat en els monocits és important en la fase
efectora de la immunitat IgE mediada. La uni6 de complexes IgE/al- lergen al CD23
indueix l'entrecreuament del receptor i activa [lalliberament de mediadors
proinflamatoris i citocines®" *'®, Cal destacar que en aquest treball, I'administracio
d'IT i la milloria dels parametres clinics es van associar auna disminucid en
'expressi6 de CD23 en els mondcits. Aquest fet suggeriria que un possible
mecanisme d’actuacio de la IT seria la menor activacio d’aquestes cél- lules, amb
una reduccio de la seva capacitat d’actuar com a CPA i com a iniciadores de la
inflamacioé al- lergica. Una altra hipotesi seria que aquesta disminucio en el CD23 de
superficie s’acompanyés d'una reduccié en el CD23s, que esta implicat en la

modulacio de la produccio d’IgE i que es traduiria en una reducci6é d’aquesta.

El senyal co-estimulador establert per les molécules B7 de la CPA al interaccionar
amb el CD28 de les cel- lules T es fonamental per I'activacio d’aguestes. Estudis
recents suggereixen que el CD86 (B7.2) pot influir en el desenvolupament de
respostes del tipus TH2** *°. En un estudi publicat per Hofer et al, els pacients
asmatics al- lérgics presentaven una major expressié de CD86 en les cel- lules B
implicades en la presentacié antigénica®*. El grup de Morikawa va evidenciar una
major expressié de CD86 en limfocits B de pacients amb pol- linosi per cedre,
acompanyada d’'una major produccié d’'IL-4 i una menor produccié d’'IFN-g que en
pacients no atopics®. L’associacié entre la major expressio de CD86 en cél- lules B

de pacients al- lérgics a D pteronyssinus també va ser descrita per Van Neerven et
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al®®, amb un model d’estimulacié especifica amb antigen.

En el nostre treball no es va comprovar una diferéncia significativa entre els
pacients al- lergics i els individus sans, pero si es va observar una disminucié en el
percentatge de cel- lules B CD86+ en aquells pacients tractats amb IT, és a dir, una
aproximacio cap a 'estat “no atopic”, segons els autors préviament citats. Aquesta
menor expressié de CD86 pot modular la presentacié antigénica i que no s’activi la
cél- lula T cap a una resposta al- lérgica. No s’han trobat altres treballs a la recerca
bibliografica que haguessin investigat la modificacié de I'expressié de CD86 en

cel- lules B durant la IT.

5.3.4 ESTIMULACIO LIMFOCITARIA AMB PMA | IONOMICINA |

DETECCIO DE CITOCINES INTRACEL- LULARS IL-4, IFN-gi IL-10

Treballs recents suggereixen que I'habilitat de les cel- lules T efectores o de
memoria per produir una citocina en concret esta molt influenciada per les
condicions microambientals presents en el moment de la seva activacié. Els primers
estudis sobre les citocines produides per les cel- lules T es van dur a terme en

clones cel- lulars. Les clones s’establien mitjancant cultius de CMN estimulades
repetidament amb antigen, IL-2, limfocits autolegs irradiats i PHA. Aquestes
manipulacions dels cultius de llarga durada, necessaries per clonar cél- lules T,
podrien modular el tipus de citocines sintetitzades per les clones resultants. En

canvi, mitjangant la determinacio de citocines intracel- lulars de CMN de sang

periferica o de cultius obviem aquest inconvenient d’haver d’'afegir IL-2 que pot

modificar la produccio6 de citocines.

L'estimulacio és imprescindible per poder detectar les citocines intracel- lulars, per

gue només en les cél- lules CD69+ (estimulades) poden determinar-se aquestes
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citocines intracel- lulars®®* 3%,

Un dels problemes que van sorgir a I'inici de I'estudi fou que quan van realitzar-se
els primers experiments de determinacié de citocines per citometria de flux, no es
detectaven cél- lules CD4+. Aquest fenomen ha estat descrit per altres autors®® **>
%2 j s'atribueix a alteracions de I'expressié del CD4 a la superficie cel- lular, induides
per I'exposicio a la PMA+I, que provoca que no sigui possible el posterior marcatge
de d’aquesta molécula amb anticossos monoclonals. Aixd va implicar marcar les

subpoblacions de limfocits T amb CD8, i assumir que les cel- lules CD3+ CD8-

corresponien a les CD4+.

En general, el nombre de cél- lules positives per IL-4 era molt baix, aixi que la
sensibilitat del metode pot resultar insuficient per detectar diferencies significatives
en certs experiments. Els percentatges de cel- lules positives per cada citocina

concorden amb els d’altres autors®*" 3% 329,

En humans s’ha especulat que entre les cel- lules TH1 i les TH2 existeix tot un
ventall de diferents fenotips que produeixen diferents combinacions de citocines.
Aixi es va avaluar la possibilitat, i es van realitzar un total de 19 experiments per
estudiar la possible expressio simultania d’'Il-4 i IFN-g La mitjana de cél- lules que
expressaven les dues citocines era 0,77. Aquest baix percentatge ens va suggerir
que no era un fet frequent, i es va decidir no continuar determinant aguesta co-
expressio. Aquest resultat esta d’acord amb els estudis publicats per Pickeret al**®,
on practicament no es van trobar cél- lules que expressessin simultaniament IE4 i
IFN-g Aix0 ens indica que aquest dos fenotips de cel- lules T son diferents i

mutuament excloents, i recolza I'Gltima definicié dels limfocits TH2 que sén aquells

que produeixen IL-4, sense contemplar la producci6 d'altres citocines®.

Una altra caracteristica fou la subpoblacié de cél- lules T que produia cada tipus de
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citocina. Aixi la IL-4 es detectava preferentment en les cél- lules CD4+ i 'lFN-ga les

CD8+.

5.3.4.1 ESTUDI EN PACIENTS ATOPICS | INDIVIDUS SANS

Els resultats de I'expressi6 de CD69, com a marcador d'activacio cel- lular,
mostraven que els limfocits dels pacients atopics presentaven un menor
percentatge d’activacio. Aquesta troballa podria significar que els limfocits d’aquests
pacients presenten un deficit funcional intrinsec i que la seva resposta front certs
estimuls és diferent de la dels individus sans. A la revisié de la bibliografia, no s’han
trobat treballs que hagin explorat aquest fenomen directament. Només el grup de
Segura descriu una menor expressi6 de CD69 en limfocits CD3 després

d’estimulacié amb PMA+| en pacients al- lérgics a veri d’abella®™*.

En el present estudi també es va observar que els pacients al- lergics tenien una
inferior produccié d’IL-4 i IFN-g, malgrat que les diferéncies no eren significatives.
Aquests resultats no s’ajusten al model classic segons el qual la malaltia al- lérgica
seria una trastorn caracteritzat per citocines TH2 com la IL-4, amb una baixa

expressio d'IFN-g

Els estudis de Magnan et al**® tenien un disseny experimental similar al del treball
d’aquesta tesi ja que feien deteccio de citocines intracel- lulars després d’estimulacié
amb PMA i ionomicina, si bé es detectaven en sang total enlloc de cel- lules
mononuclears. Els autors descriuen una capacitat disminuida de les cel- lules T per
produir IFN-g en els pacients atopics. En canvi, no troben diferéncies en la
produccio d’IL-4 entre individus normals, atopics no asmatics, asmatics no atopics o
asmatics atopics. No obstant si que descriuen una major producciéo d’'Il-4 en
pacients atopics quan es determinava en els sobrenedants dels cultius. Altres

treballs realitzats en poblacié infantil descriuen una baixa produccié d'IFN-gen nens
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asmatics i/o atopics. Per exemple, el grup de Tang™ va examinar la producci6 d’IL-

4 i IFN-g en cultius de cel- lules mononuclears estimulades amb fitohemaglutinina
(PHA). En un grup de pacients definits com a moderadament atopics (asma lleu
intermitent o eczema lleu i IgE inferior a 600 U/mL), no troben diferéncia en quan a

la produccié d'IL-4 ni IFN-g comparant amb control sans. En canvi, en un grup de

nens molt atopics (éczema atopic en brot agut i IgE total > 600 U/mL), si que troben

una major produccio d’lIL-4 i una menor d'IFN-g, amb una bona correlacio entre IL-
4/IFN-g i la IgE sérica total. Es possible que en aquest treball 'augment de I'index
IL-4/IFN-ges relacionés amb la activitat de la dermatitis atopica o amb els nivells

d’lgE, més que amb la malaltia respiratoria.

El grup de Smart et al va estudiar la produccié de citocines per CMN de sang
periférica estimulades de forma inespecifica amb superantigen d’estafilococ. Aquest
grup descriu una menor producci6 d’'IFN-g en el grup de pacients al- lérgics
comparat amb els no al- lergics. En canvi, la produccié d’IL-4 i IL-5 era més elevada.
Curiosament, en la estimulacio amb al- lergen s’objectivava una major produccio
d'IFN-g IL-5i IL-13 en els pacients atopics de forma significativa comparat amb els

no atopics®".

En un estudi comparatiu de l'expressi6 d’IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 i IFN-g entre

pacients asmatics atopics i irdividus normals, el grup de Cho només va evidenciar

diferéncies en la produccié d’IFN-g (tant en cél- lules CD4+ com en CD8+) que era

major en els individus al- lergics que en els no al- lérgics™.

Krug i col- laboradors®’ van comparar I'expressio intracel- lular o’lL-4 i IL-5 després
d’estimulacié6 amb PMA + ionomicina en nens (amb una mitjana d’edat de 9 anys) i
adults (mitjana d’edat 33 anys) dividits en atopics asmatics, atopics sense asma i

controls sans aparellats per edat. Van descriure que en els nens atopics amb asma
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0 sense asma hi havia una major expressio d’IL-4 quan es comparava amb nens
sans. Aixi mateix, els atopics asmatics expressaven més IL-5 que els no asmatics.
No obstant aquestes diferéencies no s’observaven en poblacié adulta. En el treball
de Jung et al®*® es va comparar un grup de 23 pacients nens i adults atopics
(asmatics i/o afectes de dermatitis atopica) amb un grup de voluntaris sans (14
individus). El protocol experimental consistia en determinar I'expressié intracel- lular
d’IL-4, IL-2 i IFN-g després d'estimulaci6 amb PMA + lonomicina. Descriuen una
expressio inferior d'IFN-g en limfocits CD4+ dels pacients atopics comparats amb
els controls sans. No es va observar cap diferéncia en les cel- lules T CD8+.

L’expressié d’IL-4 fou similar en ambdos grups.

Aixi doncs, l'edat de la poblacié6 d'estudi (nens o adults), el tipus de patologia
atopica (asma o dermatitis atopica), el metode de determinacio de les citocines (en
sobrenedants, intracel- lular, etc.), i la possibilitat de definir el tipus de cél- lula
productora de la citocina, poden variar considerablement el resultat de I'estudi. A
més hem de tenir en compte que quan es determina ARN, no implica que s’arribi a
traduir en proteina, ni la presencia intracel- lular de la mateixa implica la seva
secreci0 a l'exterior. A més, la deteccié de citocines intracel- lulars mitjancant
citometria de flux es tracta d’'un métode qualitatiu perd no quantitatiu, que detecta

gue una cel- lula produeix aquella citocina pero no la quantitat.

Un altre fet a destacar, que mostren diverses publicacions, és que cada citocina
actua mediant diverses activitats biologiques que poden ser pro o antiinflamatories
segons la concentracié, el tipus de cel- lula responedora a la seva activitat, i el
moment en que actua dins la resposta immune. Aquestes proteines tenen efectes
pleiotropics i no es pot reduir la seva accié de forma simplista a un model d’accions
oposades. Agquest fet també explicaria els diferents resultats de treballs que

aborden un mateix problema amb dissenys experimentals diferents.
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En aquest treball, I'expressié d’'IL-10 en els limfocits T era més elevada en els
pacients al- lérgics estudiats comparat amb els individus no al- lérgics. Aquesta
citocina fou inicialment considerada com una citocina propia de les respostes tipus
TH2, denominada factor inhibidor de la sintesi de citocines, ja que actua inhibint
I'activacio i la producci6 de citocines per cél- lules Th1*** ***, Posteriorment s’ha vist
gue pot tenir una accid reguladora. Aixi s’ha vist que inhibeix la produccié d’IL-1, IL-
6, IL-8, IL-12, IFN-a, IFN-g GM-CSF, TNF-a, TNF-b i Mip-1a per part de diverses
cél- lules que participen en reaccions inflamatories ™* **. A més pot modular
I'activacié de clones ThO, Thl i Th2'*" *® 3 S'ha vist que també la IL-10 redueix la
proliferacié antigen-especifica de cél- lules T per disminucié de la capacitat de
presentacié de l'antigen pels monocits®®*. Un mecanisme important mitjancant el
gual la IL-10 inhibeix I'activacio de les cel- lules T és la reduccié de I'expressio de
MHC classe Il per les cél- lules presentadores d’antigen, a través d’'un bloqueig en
I'exocitosi i reciclatge del MHC®" *® Els diferents estudis publicats sobre
I'expressio d’IL-10 per pacients al- lérgics no son unanimes a I'hora d‘establir si és

major 0 menor que en la poblacié sana.

Koning i el seu grup van estudiar nens fins als 4 anys amb asma al- lérgica, asma no
al- lergica o dermatitis atopica, aixi com un grup de controls sans. Van descriure una
expressio disminuida de ARNm per IL -10 en cél- lules T en els nens amb asma, tant
al- lergica com no al- lérgica, i en els nens amb dermatitis atopica, malgrat que quan
es valorava en CMN totals de sang periféerica només es trobava una disminucié
significativa en pacients amb asma al- lérgica®*. En aquest treball es planteja la
guestié de si la menor expressio d’'IL-10 per cel- lules T es devia a una manca de
supressio del procés inflamatori. Aquests resultats difereixen dels d’aguesta tesi,
perd s’ha de tenir present que les poblacions estudiades sén diferents en quant a

edat, i la metodologia, també és diferent ja que en els experiments de Koning es
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realitzava determinaci6 de ARNm mentre que en aquest treball es detectava la

citocina intracitoplasmatica.

Kenyon i col- laboradors van comparar tres grups d'individus adults: uns asmatics
al- lergics, uns amb rinitis al- lergica i controls sans. Va observar una menor
produccié d’IL-10 per CMN estimulades amb PHA, mesurada per ELISA, en els

al- lérgics amb asma o amb rinitis**°

. Aguest resultat coincideix amb el de Borish i
col- laboradors, que van estudiar un grup de pacients asmatics, si bé en aquest
treball la determinacié es va realitzar en BAL o en resposta a estimulacié amb
lipopolisacarid de cél- lules mononuclears de sang periféricd*". En canvi, Robinson
et al van mostrar un augment del ARNm per IL-10 en cel- lules de BAL de pacients
asmatics atopics simptomatics quan es comparava amb controls no amatics, aixi

com un augment en I'expressid d'IL-10 després de la provocacié bronquial amb

al- lergen.

Cal remarcar que tots aquests treballs analitzen la produccio de citocines mitjancant
I'estimulacio inespecifica amb un mitogen potent, i que per tant, no és selectiu sobre
les cél- lula especifiques d'antigen. Per tant és logic esperar que no hi hagin
diferencies significatives en la produccio de citocines entre sans i atopics, ja que en
cap cas s’ha demostrat que els individus al- lérgics presentin un deficit immunitari. Si
gue hem observat en aquesta tesi una menor activacié cel- lular (segons I'estudi

d’expressié de CD69), que pot comportar una menor produccié d’IL-4 i IFN-g, la

gual cosa podria explicar les discrepancies dels estudis.

5.3.4.2 ESTUDIENPACIENTSAL- LERGICS EN FUNCIO DELS PARAMETRES

IT | MILLORANGA

En el nostre treball hem observat que els pacients al- lérgics presentaven una

menor activacio de les ceél- lules T quan sestimulaven amb PMA+l. Aquest fet
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concorda amb la correlaci6 negativa que es va trobar entre la puntuacio de
simptomes i I'expressio de CD69, es a dir, quan més simptomes presentava
l'individu més baixa era la capacitat d’activacié de les cél- lules T. Quan s’avaluava
després d’'un any, el grup que havia rebut IT augmentava la capacitat d’activacié de
les cel- lules T que s’equiparava practicament al dels individus no al- lergics. En
canvi, els pacients que no van rebre IT mantenien la diferéncia. També resulta molt
interessant el fet que si I'analisi es feia segons si el pacient presentava milloranga o
no, també s’observava un augment en la capacitat de les cél- lules T de ser
estimulades, quasi fins a arribar als nivells del individus no al- lergics, a diferenda
dels que no milloraven. L’associacié d’aquesta major resposta de les cel- lules T
amb el tractament amb al- lergen i amb la milloria, suggereix que aquesta
modificacié pugui estar implicada en I'efecte immunologic subjacent de la milloria
clinica. EI CD69 es un proteina de superficie que s’expressa de forma precog

després de I'activacio dels limfocits®*. Aixi, aquesta major capacitat de resposta
dels limfocits T podria implicar la produccio6 de citocines o altres mediadors amb una

funcioé reguladora que reduis la resposta al- lérgica.

Amb les técniques utilitzades en aquesta tesi, no s’ha evidenciat una diferéncia en
la produccio inespecifica d’IL-4, IFN-g ni IL-10 durant el tractament amb IT ni quan
es comparaven els pacients que I'havien rebut amb els que no. Tenint en compte
gue sembla rellevant I'equilibri entre les citocines es van establir els index IL-4/IFN-
g IL-10/IFN-g i IL-4/IL-10, perd tampoc es van demostrar diferéncies en aquests
parametres. S’ha de tenir en compte que aquesta técnica d’estimulaci6 amb PMA+I
es tracta d’'una activacié policlonal potent sobre el total de CMN, la qual cosa pot
justificar que no es trobin diferéncies en la produccié de citocines ja que el

percentatge de cél- lules especifiques per I'al- lergen és molt baix.

En canvi, altres grups si que han trobat modificacions en la producci6 de citocines.
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Per exemple, el grup de Bellighausen®®

estudia mitjancant citometria de flux,
després d’estimulaci6 amb PMA+I, la produccié de citocines abans d'iniciar la IT i
guan s’arribava a la dosis de manteniment, en pacients vacunats amb veri d’'abelles
0 vespes. Descriuen un augment en el nombre de cel- lules que produeixen IFN-g
sense variacid en el nombre de cel- lules productores d’'IL-4. Aquests resultats

contrasten amb la produccio induida per al- lergen que ocasionava un increment en

la secrecio d'IFN-g, IL-10 i una disminucié en la d’IL-4.

5.3.5 CULTIUS CEL- LULARS

La finalitat de la IT és induir canvis en el sistema immunologic de l'individu. En el
cas dels limfocits T, aquests canvis es concretaran a les cél- lules T especifiques per
antigen, les quals constitueixen un percentatge molt petit dins del total de CMN.
Per tant, és important estimular la funcionalitat d’aquestes ceél- lules mitjancant
'antigen amb el que aquell individu ha mostrat que presenta hipersensibilitat. Per
demostrar que aquesta estimulacié aixi com la produccié de citocines era
especifica, les CMN també es van estimular amb TT i es va comparar la resposta

front a cada antigen.

5.3.5.1 ASSAJOS DE PROLIFERACIO LIMFOCITARIA

Tots els individus al- lergics van mostrar proliferacio limfocitaria especifica front alD
pteronyssinus que posteriorment disminuia en els que havien rebut IT. També la
milloranga va associar-se a la disminucié de I'index de proliferacié. El grup d’Akdis
descriu la disminucio de la proliferacié front a fosfolipasa A, (PLA) en pacients que
havien rebut IT amb veri d’abella, mentre que la proliferacié front a un altre antigen
no relacionat (toxoide tetanic) no es va modificaf**. També Lack i col- laboradors
demostren que la resposta immunologica a la IT es especifica per I'al- lergen

emprat®®’. No obstant en cap d’aquests treballs es va avaluar la possible associacio
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amb l'eficacia clinica de la IT. En els pacients d’aquesta tesi la disminucié de la
proliferacié front I'antigen s’'associava a la milloranga, i aix0 indica que pot estar
vinculat als mecanismes subjacents a la modificacié de la resposta al- lergica.
Aquest resultat concorda amb el del grup de Lu, que van descriure que la
disminucio de les respostes proliferatives front a D pteronyssinus no succeia en tots
els pacients que havien rebut IT sin6 amb aquells que van presentar una bona

resposta clinica®"’.

Altres grups també descriuen aquesta disminucié de la proliferacié®* 2. Els

mecanismes que indueixen aguesta anergia de les cél- lules T especifiques per
l'al- lergen no estan ben determinats. El fet que la proliferacié es pugui restablir
mitjangant I'addiccié d’IL-2 o IL-15 fan pensar que no es produeix una deleccié de
les cél- lules T especifiques per l'antigen”. “In vitro” es pot induir anérgia de

s$** 0 si s’estimula el

cel- lules T especifiques mitjancant el tractament amb péptid
TCR sense altres senyals coestimuladors®® **°. Els treballs d’Akdis mostren que la
IL-10, una citocina supressora de la proliferacié de cel- lules T i de la resposta
mediada per citocines, té un paper regulador en la inducci6 de tolerancia a antigens
durant la IT*'. La generaci6 d'IL-10 pot produir-se en poblacions de cél- lules T

reguladores induides durant el tractament amb [T %% %%

Es possible que
modificacions en les CPA, induides per les altes dosis dantigen, la via
d’administracio, etc., alterin els segons senyals imprescindibles per activar les
cél- lules T. Una altra possibilitat €s que actuin com a CPA tipus cel- lulars diferents

gue transmetin un senyal anergizant en aquestes condicions.

5.3.5.2 CANVIS EN LA PRODUCCIO DE CITOCINES PELS CULTIUS

ESTIMULATS AMB D pteronyssinus

A part de les modificacions directes de I'activacié de les cél- lula T que s’associen a

la IT, a l'actualitat existeix evidencia que la IT pot canviar el tipus de citocines que
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es produeixen en l'estat al- lergic. Tal com exposa Larché en una editorial, la IT té
multiples efectes en diferents poblacions de cél- lules T, alguns molt evidents i
d’altres més subtils®*®. Els més profunds poden estudiar-se mitjancant estimulacié
amb mitogens, mentre que els més lleugers s’han d’estudiar amb respostes
al- lergen-especifiques. Els estudis de produccié de citocines per CMN de sang
periferica després de I'estimulaci6 amb al- lergen sén complicats degut als baixos
nivells de citocines produides, especialment IL -4. Per tant, seguint un protocol
d’estimulacié amb l'al- lergen i posterior estimulacié amb mitdogens, tal com havien

fet préviament altres grups™* 2% 269 270, 271

, €s va amplificar la resposta de les CMN,
per magnificar les possibles diferéncies. Es considera que, malgrat I'estimulacio
amb PMA+| produeix una important estimulacié policlonal, després de 6 dies de
cultiu amb antigen ja hi ha cel- lules especifiques que han proliferat arribant a un
percentatge rellevant dins el total de CMN. L'especificitat en la produccié de

citocines es va comprovar comparant amb la resposta front a un al- lergen diferent

comel TT.

Ja que tal com s’ha demostrat en models animals de malalties al- lergiques, les
cél- lules T CD8 sbn importants immunoreguladores, i que el seu paper en la

fisiopatogénia d’aquestes malalties en humans encara és poc coneguda®® **°

, es
van estudiar les citocines produides per les CD8, a més d’estudiar les produides per

les cél- lules CDA4.

En les investigacions d’aquesta tesi es va comprovar que les CMN cultivades amb
D pteronyssinus mostraven un augment en les cél- lules que expressaven IL-4 i una
disminucié en les que expressaven IFN-grespecte a les mateixes cel- lules no
estimulades. Es a dir, D pteronyssinus afavoria un predomini de la resposta TH2 en
CMN d'individus al- lérgics. Aquests resultats concorden amb els publicats en

larticle de Leonard i col- laboradors®*, on es descriu que els cultius amb antigen de
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CMN de sang periférica de pacients al- lérgics aD pteronyssinus induia la producci6
d’IL-4 detectada en els sobrenedants i una menor produccié d’'IFN-g, especialment

en els pacients asmatics. En canvi, Tang et al**

en un treball que tenia com a
finalitat estudiar la influencia de les cel- lules presentadores d’'antigen en el
desenvolupament de la resposta immunitaria front I'al- lergen, descriuen un augment
de la produccié d’IL-4 i IFN-g induida per I'al- lergen (acars de la pols o Lolium
perenne) detectada per ELISA en sobrenedants de cultius de cel- lules

mononuclears de sang periferica. En un grup de pacients no atopics, el mateix

experiment donava lloc inicament a un increment en la produccié d'IFN-g.

En el nostre estudi no es va observar una modificacio en I'expressio d’IL-4 durant el
tractament amb IT. Quan es va analitzar I'expressié d'IFN-g es va trobar que de
forma fortuita el grup que havia de rebre IT presentava un menor percentatge de

cél- lules que expressaven IFN-g que el grup que no havia de rebre IT. Aquest fet no
es va esbrinar fins que ja s’havien realitzat tots els experiments, ja que es van dur a
terme simultaniament tots els cultius del mateix malalt per tal d’obviar possibles
variacions degudes a la tecnica. No obstant, el fet que es comparessin els resultats
de cada malalt amb si mateix, es a dir, els dels 6 i 12 mesos amb els d’abans
d’iniciar la IT obvia aquest biaix. La diferéncia inicial en la producciéo d’'IFN-g
desapareixia durant I'estudi, i per tant, hi havia un augment en la produccié d’IFN-
gassociat al tractament amb IT. També es va observar aguesta tendencia a
augmentar I'expressié d'IFN-g en els pacients que havien presentat milloria. Una
altra modificacié que es va observar a I'extraccié dels 6 mesos fou un augment de
la IL-10, que després tornava a disminuir fins a nivells inferiors als inicials, tan en
els pacients amb IT com en els que van presentar milloranga, malgrat no era
estadisticament significatiu. Aquests resultats concorden parcialment amb els de

Bellinghausen et al, que en un model d'IT amb veri d’himenopters descriuen un
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augment en la produccié d’'IFN-g i una reduccié en la produccié d’IL-4%*°

. A més,
descriuen un augment en la produccié d’IL-10 en aquesta determinacié tant precoc,
ja que aquests canvis es detectaven al cap d’'una setmana d'iniciar la IT, quan
s’arribava a la dosi de manteniment. En el nostre cas, amb una pauta estandard, la
dosi de manteniment s’assolia cap als dos mesos d’iniciar-se la IT i per tant la
modificacio en les citocines es detectava a I'extraccio dels sis mesos. Segons les
hipotesis d’Akdis, durant el tractament amb immunoterapia, la 1-:10 actua induint

tolerancia per part de les cél- lules T mitjancant inhibicio selectiva del senyal co

estimulador del CD28, controlant la immunitat antigen-especifica®’.

Pero els canvis descrits per altres grups sén diferents en alguns resultats. Per
exemple, el grup de Benjaponpitak descriuen un augment inicial en la ratio IL=4/IFN-
gdurant la IT, que després disminuia en els pacients amb bona resposta cl inica, en
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gran part degut al descens de la IL-4°"". Altres grups descriuen una reduccio de

Iindex IL-4/IFN-g*> . En el nostre estudi no varem objectivar modificadons en la
ratio IL4/IFN-g En canvi, el grup de Secrist va trobar que en els cultius amb

al- lergen, havia una menor produccié d’'IL-4 en el grup que va rebre IT comparat

amb un grup no tractat, sense modificacions en la produccié d’IFN-¢g/*. També Van

Bever et al van comparar un grup de pacients al- lérgics a acars de la pols rebent IT i
un gue no en rebia, presentant una menor expressio d’'IL-4 en cultius de CMN amb

acars de la pols els pacients amb IT, mentre que I'lFN-g era igual en els dos

grups®’.
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5.4 DISCUSSIO GENERAL

Aquesta tesi estudia en pacients asmatics al- lergics els canvis immunologics induits
per la immunoterapia amb al- lergens, aixi com els canvis immunoldgcs associats a
una milloria clinica. La realitzacié d’aquest tipus d'estudis comporta tota una série
de problemes, ja que la majoria de parametres a analitzar poden variar
considerablement d'individu a individu. Per tant és important incloure en I'estudi uns
individus ben seleccionats aixi com utilitzar unes técniques ben estandarditzades, i
evitar al maxim la variabilitat intrateécnica per tal de poder avaluar de forma acurada
els resultats. Quan es revisen els treballs publicats per diferents grups, es detecta
una gran disparitat en els resultats; la metodologia diferent emprada pels diversos
autors, pot explicar moltes vegades les discrepancies entre els resultats dels
estudis. A més, cal tenir en compte que s’estudien parametres biologics, el resultats
dels quals pot estar influits per condicionants de la técnica, com I'homogeneitat

entre lots de reactius, manteniment de la potencia dels antigens, etc. La variabilitat
dels resultats quan es mesuren parametres biologics queda palesa en algunes de
les dades aportades. Aixi, els cultius de CMN dels dos grups de pacients
evidenciaven a l'inici de I'estudi diferent grau de proliferacié front a D pteronyssinus
(si be no arribava a la significacié estadistica). Perd aquest parametre no va ser
controlable fins al cap d’'un any quan es va efectuar I'analisi de resultats, degut a
gue tots els cultius corresponents a cada pacient es realitzaven de forma simultania
per evitar variabilitat. Per tant, €s molt important avaluar els resultats intragrup, com
s’ha fet en aquest treball, mentre que en molts dels estudis publicats comparen els
resultats amb un grup control, possiblement per la dificultat que comporta fer

estudis prospectius de seguiment.

Un altre factor important és com es relacionen aquests parametres entre §iamb la

situacio clinica dels pacients, aspecte que no s’ha investigat en molts dels treballs
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gue avaluen exclusivament I'aspecte immunologic.

Quan es planteja un projecte com el d’aquesta tesi, un dels primers problemes es la
seleccio del tipus de pacient. En aquest cas es van seleccionar pacients
monosensibilitzats a un al- lergen perenne. El fet que els pacients fossin
monosensibilitzats evitava que I'exposicié no controlada a altres antigens pugues
modificar I'expressio clinica de la malaltia al- lérgica. A més, els consensos sobre IT
recomanen utilitzar extractes d’un sol al- lergen™, i per tant, no hauria estat correcte
tractar-los amb barreges de diversos al- lergens. Els pacients pol- linics solen
presentar variacions dels simptomes segons els comptatges de pol- len, que
depenen de l'estacio de l'any, del lloc de residencia i de les caracteristiques
meteorologiques d’aquell any en concret. Aquest fet suposa la introduccié d’'una
serie de variables de dificil control, que poden tenir gran influencia en I'avaluacié
clinica i immunologica dels pacients. Per aquesta rad es va decidir incloure pacients
al- lergics a un al- lergen perenne com els acars de la pols. A la nostra regio
climatica, Catalunya, els acars sonl'al- lergen que amb més frequiéncia ocasiona
al- lergia respiratoria. A més, els nivells d’antigen es mantenen forca estables durant
tot I'any. El fet d’haver realitzat un estudi aleatori ha ocasionat que els pacients dels

dos grups s’incorporessin a I'estudi durant tot I'any de forma similar.

Per a l'estudi del desequilibri en la produccié de citocines per part dels pacients
al- lergics, s’han desenvolupat diferents estrategies. Una és I'estimulacio
inespecifica de les cél- lules T amb mitogens com PHA, enterotoxina B de
I'estafilococ 0 PMA+I que serveix per avaluar la predisposicidé “basal” per produir
citocines. D’aquesta manera s’estudia la resposta del conjunt de céel- lules T. L’altra
€s més especifica i consisteix en la utilitzacié de tecniques d’estimulacié de cel- lules
T amb antigen, que ens déna informacio sobre la produccio de citocines induida per

I'exposicio prévia a I'al- lergen. En aquesta tesi s’han abordat els dos tipus d’estudi,
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amb la intencid6 d'explorar tant la resposta immunitaria global dels irdividus
al- lergics com la resposta front a I'al- lergen implicat en la patogénia de la malaltia

al- lergica, i a I'hora veure quines variacions s’associaven al tractament amb IT.

Els resultats d’aquest estudi mostren que la IT indueix en els pacients al- lergics una
modificacio de la resposta immunologica front a Dpt. Aquesta modificacié no es
tracta d’'un clar canvi en la produccié de citocines com la IL-4 i 'lFN-g com s’ha
descrit préviament. Quan s’estudiava I'estimulacié inespecifica s’observava que la
IT no modificava I'expressio d’IL-4, IFN-g ni IL-10. S’ha de tenir en compte que
I'estimulacié inespecifica policlonal és molt intensa, i pot fer que no es detectin
subtils modificacions que Unicament afectin a la poblacié de cel- lules especifiques

per l'al- lergen, que es un percentatge molt petit de les cél- lules T.

Una tecnica emprada en alguns estudis, és la generaci6 de clones especifiques per
lantigen, pero l'utilitzacié d’aquesta técnica té diversos inconvenients ja que s’han
de mantenir afegint cél- lules mononuclears de sang periférica irradiades, citocines
com la IL-2, etc. La derivacid especifica cap a un tipus de resposta immunologica
esta molt influendada per les citocines presents en el medi i per tant, 'addiccio

d’aquestes substancies pot modificar la resposta immunologica.

En el present treball es va optar per un metode de cultiu amb al- lergen que permet
obtenir cel- lules especifiques al cap de sis dies, i que no precisa tantes
manipulacions. Amb aquesta estimulacio especifica amb el D pteronyssinus es va
constatar un augment relatiu de la producci6 d’'IFN-g amb la IT, mentre que

I'expressio d'IL-4 es mantenia igual.

També es va observar que la produccié d'IL-10 induida per I'estimulaci6 amb D
pteronyssinus s’incrementava a la determinacié efectuada després d'arribar a les

dosis de manteniment de la IT (6 mesos), per tornar a davallar a la determinacié de
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I'any. Aquest augment inicial podria recolzar la hipotesi de I'activitat de la IL-10 com
a citocina reguladora, inhibint de forma selectiva el senyal coestimulador del CD-28
gue es imprescindible per estimular les cél- lules T que reben I'activacié d’'un baix
nombre de TCRs®'. Bellinghausen, Akdis i altres autors, han destacat la
importancia cabdal de la 110 en l'actuacié de la IT, tant amb veri d’himenopters
com amb pneumoal- lergens. La IL-10, junt amb el TGF-b, és produida per cél- lules
T reguladores (Tcr o Th3), que es generarien durant la IT. Platts-Mills suggereix
també que la IL-10 és fonamental per generar la tolerancia que s’ha observat que
es produeix front a I'exposicié natural a determinats al- lergens a dosis elevades
(com per exemple I'epiteli de gat), i que s’acompanya d’'un augment de la ratio
IgG4/IgE especifica. Es el que anomena “resposta Th2 modificada” i es tracta d’'una

forma de tolerancia immunoldgica®°.

Com s’ha exposat previament, es possible que una de les primeres modificacions
induides per la IT sigui un canvi en els senyals entre la CPA i la cel- lula T. Per
aguesta rad es van estudiar dos tipus cel- lulars que poden actuar com CPA: els
limfocits B i els monocits. En aquestes CPA va determinar-se I'expressié de CD23 i

de CD86, molecules que participen en els senyals entre CPA i cel- lula T.

Es va observar que la IT s’associava a un increment en I'expressio de CD23 en els
limfocits B. Aquest resultat discrepa amb els d’autors com Gagro i Jung®™* 3%°.
Malgrat que aquest augment sembli paradoxal, és possible que condueixi a un
augment en la densitat de presentacio d’al- lergen a les cél- lules T, i que contribueixi
a la generaci6 de la tolerancia immunologica al igual que la poden modular la dosi

de 'antigen o el grau d'afinitat entre el TCR i els seus lligands™" 2.

En la revisi6 de la bibliografia médica no s’ha trobat cap estudi que analitzi
I'expressio de CD23 en monocits o de CD86 en limfocits B, en relacio a I'aplicacio
d’IT, malgrat la importancia que tenen en l'actvacié de la cél- lula T. El present
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treball és el primer que estudia i descriu la disminucié del CD23 en els monocits
durant la IT. Possiblement aquesta disminucié s'associaria a una menor capacitat
d’activacio d’aquestes cel- lules i una reduccio de la seva capacitat d’actuar com a
CPA. A meés, podria induir una disminucio del CD23s, implicat en la modulacio de la
produccié d’IgE. En el LB el CD23 intervé en la presentacié antigenica mediada per
la IgE especifica (“IgE mediated antigen focusing”). En els mondcits es desconeix si
el CD23 intervé també en el procés de presentacid antigenica, encara que es
probable que sigui aixi. Tenint en compte que el mondcit és una CPA més potent
que el LB, la disminucio de I'expressio de CD23 en els monacits pot suposar una
modificacid molt rellevant, que comporten una menor activacié de les cel- lules T
especifigues per l'al- lergen. Morinobu et al van descriure “in vitro” geu la IL-10
suprimeix l'expresio de CD23 induida per IL-4 en els mondcits perd no en els
limfocits B, destacant aixi les diferencies en els mecanismes reguladors de

I'expresié de CD23 en aquests dos tipus de cél- lules®”.

.L’expressi6 de CD86 es produeix en limfocits B activats. Com s’ha comentat
previament, I'expressid elevada de CD86 en els LB s’ha descrit en pacients
al- lérgics® 9 99 320, 321, 322, 3%, 356 'En gquest treball es descriu per primer cop, la
disminucio de I'expressié de CD86 en els limfocits B durant la IT Aixi, la IT revertiria
la situacié cap a la que es considera “normal” en individus no al- lérgics. Cal
remarcar que tant en el grup que va rebre IT com en els pacients que van presentar
milloranca, es va observar una correlacié inversa entre I'expressio de CD86 i el
CD23 en els limfocits B, en el sentit que els pacients tractats amb IT o que

milloraven disminuia el CD86 i augmentava el CD23.

Els senyals coestimuladors durant la presentacio antigénica al limfocit T sén molt
importants. Per aquesta rad s’ha plantejat el seu potencial en estrategies

terapéutiques per al tractament de les malalties al- lérgiques™’. Seria ideal poder
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modificar I'expressié de molécules com el CD86 o el CD23, per tal d’induir un canvi
en la resposta immunologica front a l'al- lergen i modificant I'expressié clinica de
I'al- lérgia. La IT sembla un bon sistema per induir aquest canvi, si bé encara no esta
descrit fins a quin punt la modificacio de la coestimulacio pot estar implicada en la

forma d’actuar de la IT amb al- lergens.

Quan es van realitzar els estudis d’estimulacié inespecifica, la capacitat
d’estimulacio de les cél- lules T (expressié de CD69) dels pacients al- lérgics va ser
menor quan es comparava amb els individus sans. Només un altre autor havia
descrit aquesta circumstancia i es tractava d’'una poblacié d'individus al- lergics a

veri d’himenopters®™*

. Aquesta lleugera disminucio de I'activacié no queda explicada
en el context dels coneixements actuals, ja que no s'observa que els pacients
al- lergics presentin un trastorn d'immunodeficiéncia ni que adquireixin més

infeccions i més greus que els individus sans.

Els individus al- lergics presentaven una major expressio d’'IL-10. Aquest fet podria
fer pensar que la IL-10 actuaria com un mecanisme natural per frenar la resposta

al- lergica en aquests individus, pero que encara seria insuficient per revertir-la.

Un altre resultat molt destacat en aquesta tesi és el fet que la capacitat d’activacio
es recuperava amb la IT. Aquest efecte de la IT no ha estat descrit préviament.

Molts dels treballs publicats que estudien les citocines intracitoplasmatiques en
poblacions de pacients atopics o en relacié a I'administracié d’IT, no medeixen

préviament el percentatge d’activacio de les cél- lules T*%% 240 249251 3%8 N gbstant,
€s necessari assegurar que la estimulacié ha sigut suficient ja que com s’ha
comentat previament, é€s imprescindible per a la correcta expressio de les
citocines®™* **. Al no haver determinat de forma sistematica I'activacio limfocitaria

reflectida per I'expressi6 de CD69 no s’ha observat préviament aquest defecte
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d’activacio limfocitaria en els individus atopics, ni la seva modificacié durantla IT.

En aquest treball, la IT induia una disminuci6 de la proliferacié front al D
pteronyssinus. S’ha observat una correlacié positiva entre la puntuacié de
simptomes i I'index de proliferacio de les cel- lules T front al D pteronyssinus, es a
dir quants menys simptomes presentava el pacient menor era la proliferacié de les
cél- lules T quan eren estimulades amb D pteronyssinus. Es a dir, s'observava una
relativa anérgia front a l'al- lergen emprat en la IT. A més, la disminucié de la
resposta cel- lular front I'al- lergen s’acompanyava de l'augment de la capacitat
d’activacio inespecifica de les cel- lules T, amb una major expressio del CD69 quan
es feia una activaci6 mitogenica. Aquestes dades fan pensar que existeix una
relacio directa entre I'aplicacié d'IT, la milloria clinica presentada pels pacients i les
modificacions immunologiques associades, es a dir la reduccié de la resposta
proliferativa de les cél- lules T i la recuperacié de la seva capacitat d'activacio. |
aguestes modificacions, probablement estan mediades per canvis en els senyals

coestimuladores de les CPA, com les descrites préeviament.

La valoracié conjunta dels resultats d’aquest estudi mostren que la IT indueix en els
pacients al- lergics una modificacié en la resposta immunologica front al D
pteronyssinus que s’acompanya d’'una milloria en la malaltia al- lergica. La IT, que
implica I'administracié de dosis molt elevades d’al- lergen, actuaria modificant els
senyals entre CPA i cél lules T, generantse una tolerancia immunologica
expressada en la disminucié de la resposta proliferativa front I'al- lergen. Aquesta
“anérgia” estaria modulada, al menys parcialment, per la IL-10 produida per

cél- lules T reguladores, que augmenta durant I'inici de la IT. Amb aquest tractament
lindividu al- lergic recupera la capacitat d’activacio dels limfocits T (demostrat per
laugment de I'expressiéo de CD69 després de I'activacid) aproximant-se a l'estat

“no al- lergic”. La tolerancia immunologica també es demostra “in vivo” mitjangant la
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disminucié de la reactivitat cutania i conjuntival. Clinicament, aquesta tolerancia a
I'al- lergen ddna lloc a una milloria dels simptomes i a una disminucié de I'is de
medicacid, es a dir, a una milloria clinica, que condueix a una alteracié del curs

natural de la malaltia. Prova d'aix0 és que s'observa una associacio significativa

entre la milloria clinica i I'aplicacio de la IT.
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6 CONCLUSIONS

Els individus al- lergics comparat amb els individus no al- léergics, mostren les

seguents caracteristiques::

1. Els pacients al- lérgics presenten una major percentatge de monocits que

expressen CD23.

2. La capacitat d’activacio de les cel- lules T (expressada segons I'expressio de

CD69) esta disminuida en els pacients al- lergics.

3. Els individus al- lérgics presenten un major percentatge de cél- lules T que
expressen IL-10, mentre que no s’observa cap diferéncia significativa en el

percentatge de cel- lules que expressen d’IL-4 ni IFN-g

La IT indueix en els pacients al- lérgics a D pteronyssinus:

1. Una milloria clinica, reflexada en la disminucio dels valors de la puntuacié de
simptomes i de I's de medicacio, aixi com dels parametres de funcié
respiratoria. De forma simultania, s’'observauna milloria en les proves que
mostren la magnitud de la sensibilitzacié a I'al- lergen: proves cutanies de

prick i proves de provocacio conjuntival.

2. La IT s’associa a un augment de la capacitat d’activacio de les cel- lules T
reflectida en l'augment de I'expressi6é de CD69 després de I'estimulacio
inespecifica. No s’observa modificacio en el percentatge d’expressio d’IL-4,

IFN-gi IL-10 amb la estimulacié inespecifica de CMN de sang periferica.

3. LalT s’acompanya d’'una reduccio en la resposta proliferativa de les cel- lules
T front l'al- lergen. L’estimulaci6 al- lergen-especifica de les CMN va mostrar

una tendéncia a 'augment en el percentatge de cel- lules que expressen
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4.

d'IFN-g amb el tractament amb IT. El percentatge de cél- lules T que
expressaven d’lIL-10 es va incrementar en la primera determinacié després
d’arribar a la dosi de manteniment d'IT, recolzant la hipotesi de la funcio
immunoreguladora de la IL-10 en el desenvolupament de tolerancia

immunologica a I'al- lergen.

A nivell de CPA tals com els limfocits B i els monocits, la IT indueix
modificacions en I'expressié de moléecules de superficie involucrades en la

generacio de senyals de coestimulacio de la cel- lula T:

a. S'observa una disminuci6 del percentatge de monocits que

expressen CD23.

b. En els limfocits B s'observa un augment el percentatge que
expressen CD23 i una disminucio en el percentatge que expressen

CD8e6.

La milloria clinica es va associar als seglents canvis immunologics:

1.

Es va evidenciar una correlacié entre la milloria clinica i la pérdua de la
resposta proliferativa front l'antigen, es a dir, la milloria clinica es

correlacionava amb la tolerancia immunologica.

La milloria clinica va mostrar una relaci6 inversa amb la capacitat d’activacio
inespecifica de les cel- lules T; es recupera aixi l'estat “no al- lérgic”

d’activacio6 limfocitaria.

En els pacients amb milloranca es va observar una disminucié en els

monaocits que expressaven CD23 comparat amb els que no milloraven.



7 ANNEXES

7.1 ANNEX1

NOM:

MES:

MEDICACIO:

SETMANA 1 SETMANA2  SETMANA3 | SETMANA4  SETMANAS
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SIMPTOMES:

SETMANA 1 SETMANA2  SETMANA3 | SETMANA4 | SETMANAS

PICOR NAS

ESTERNUTS

NAS TAPAT

MOCS

PICOR ULLS

TOS

SIBILANTS

OFEC

Per cada simptoma doneu una puntuacio segons s’indica:

0-Res 4 — Moderat

1 — Minim, dubtés 5 — Greu, interfereix amb la son o activitats
2 — Lleu, lleugera moléstia 6 - Incapacitant

3 — Molest
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7.2 ANNEX?2

Puntuaci6 de la medicacio:

FARMAC PUNTUACIO

b2-adrenergic inhalat < 3 cops per setmana 0.5
b 2-adrenérgic inhalat [B cops per setmana 1

Budesonida (400 ng/d 15
Budesonida 400-800 ny/d 2

Budesonida (800 ng/d 25
Fluticasona (250 ny/d 1

Fluticasona 250-500 ng/d 15

Fluticasona (600 ny/d 25

Antileucotriens (Montelukast 10 mg/d o Zafirlukast 40 15

mg/d)

Antihistaminics < 3 cops per setmana 0.5
Antihistaminics [B cops per setmana 1

Corticoides nasals nebulitzats 15
Corticoides orals 3
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