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Resumo

Introdugdo: A imunoterapia especifica (IT) é uma forma
comum de tratamento da doenga alérgica. O mecanismo preci-
so desta terapéutica ndo é conhecido, embora a eficacia clinica
esteja plenamente documentada. O objetivo deste estudo foi
avaliar a cinética da IT, aplicando uma técnica de Medicina Nu-
clear, marcag8o de leucécitos com 99™Tc-HMPAO, em doentes
em fase de manutengéo e com excelente eficacia clinica a tera-
péutica.

Pacientes e métodos: Foram estudados 14 doentes alérgi-
cos agrupados de acordo com o tipo de extrato e via de admi-
nistragdo: extratos aquosos subcutadneos (latex= 4 doentes;
veneno de abelha= 2 doentes), extrato depot subcuténeo
(dcaros= 2 doentes; gramineas= 2 doentes); extrato modifi-
cado subcutdneo (gramineas= 1 doente; Parietadria= 1 doen-
te); extrato sublingual (dcaros= 2 doentes). O grupo controle
foi constituido por dois doentes alérgicos a acaros, submetidos
respectivamente a: injecgdo subcutdnea de soluto salino e
injecgdo de extrato bacteriano por via subcutdnea (controle
positivo).

Simultaneamente a administragdo do extrato alergénico
terapéutico, procedeu-se a re-injecgdo de leucdcitos marcados
com 99™Tc-HMPAO, em veia periférica contralateral. A aquisi-
¢do dindmica decorreu durante 60 minutos, com matriz de
64x64, 2 imagens/ minuto em projecgdo toracica anterior. As
aquisicGes estaticas, com matrizes 256x256, durante 5 minu-
tos cada foram adquiridas aos 60, 90, 120, 180, 240, 300 e
360 minutos, em projecgdo toracica (anterior e posterior) e
abdominal (anterior).

Resultados: A atividade inflamatéria no local de adminis-
tracdo da IT para os extratos subcutdneos aquosos e depot
iniciou-se na primeira hora e manteve um aumento ao longo
do tempo de estudo. Para os extratos sublinguais a atividade
inflamatéria foi observada logo nos primeiros minutos. Todos
os extratos subcutdneos condicionaram drenagem linfética as-
cendente para areas axilares homolaterais nos primeiros minu-
tos apds a administragdo do extrato e, posteriormente, para
tecido linféide do mediastino superior e anterior, e &reas cervi-
cais. As focalizagGes toracicas estiveram presentes em todos os
doentes estudados, o mesmo ndo acontecendo para a ativida-
de intestinal. A via sublingual ndo induziu focalizagdes axilares
ou intestinais, mesmo tendo havido deglutigdo do alérgeno.

Foram calculados coeficientes corrigidos de captagdo em
areas individualizadas (ROIs- region of interest) em relagdo
aos coeficientes de captagdo das areas de background.

Abstract

Background: Specific immunotherapy (SIT) is frequently
used in the treatment of allergic diseases. However, the me-
chanisms by which SIT achieves clinical improvement remained
unclear. We decided to study the in vivo kinetics of this thera-
py, using a nuclear medicine approach (leukocytes labelled
with 99mTc-HMPAOQ) in patients on maintenance doses of spe-
cific immunotherapy with confirmed clinical efficacy.

Material and methods: We studied 14 allergic patients
grouped according to different treatment schedules: subcuta-
neous aqueous allergenic extract (4 latex and 2 hymenoptera
venom), subcutaneous depot extract (2 house dust mite and 2
pollens), subcutaneous modified allergens (2 pollens), sublin-
gual extract (2 house dust mites). The control group included
two allergic patients submitted to subcutaneous injections of
bacterial extract (1 patient - positive control), and aqueous
solution (1 patient).

At the same time that the therapeutic allergen was adminis-
tered subcutaneously, the autologous labelled white cells were
injected intravenously in a peripheral vein in the contralateral
arm. A thoracic dynamic acquisition of 60 mins, 64x64 matrix,
2 frame/min, in anterior view was performed. Static acquisition
for 256x256 matrix, during 5 mins each at 60, 90, 120, 180,
240, 300 and 360 mins after the administration of the radiola-
belled leukocytes, in in thoracic (anterior and posterior), and
abdominal view were performed. During the examination, the
local erythema was monitored. A similar procedure was under-
taken for sublingual administration of immunotherapy.

Results: The inflammatory activity at the site of SIT injec-
tion (aqueous depot extract) started in the first hour and the
increase was time related. For modified allergen extract and
sublingual SIT the activity was present since the beginning of
the administration. The ascendant lymphatic drainage, which
was directed to the homolateral axillary region, to the lym-
phoid tissue of the upper mediastinum and to the anterior re-
gion of the neck began earlier. Thoracic focalisations were pre-
sent for all the patients, whereas bowel focalisations were only
observed for the subcutaneous route of administration. Sublin-
gual SIT did not induce axillary or intestinal inflammatory foca-
lisations, even though the patients had swallowed the allerge-
nic extract. The uptake coefficient in individualized areas cor-
rected to the uptake coefficient background was also studied.
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Conclusdes: A IT subcutdnea condiciona atividade infla-
matéria no local de administragdo do extrato terapéutico que
se estende aos planos profundos e a sua magnitude aumenta
com o tempo decorrido, sem correlagdo com os sinais cutaneos
a esse nivel. O extrato modificado com glutaraldeido ndo re-
velou atividade inflamatéria local. Em todos os doentes do
estudo foi observada envolvimento inflamatdrio sistémico que
ocorre muito precocemente e se localiza a areas dependentes
do sistema imune.

Existem 6bvias diferengas entre os diferentes tipos de doen-
¢a alérgica em estudo, o tipo de extrato alergénico e a via de
administragdo.
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Introducdo

Nos doentes alérgicos, a imunoterapia especifica (IT) a
par de uma implementagao de medidas de evicgdo restri-
tivas face aos alérgenos sensibilizantes, constituem as
Unicas intervengdes que influenciam de fato, a longo pra-
z0, a préopria doengal?, Esta terap@utica tem tido uma de-
monstragdo clinica de eficacia bem documentada sendo,
atualmente, a Unica forma de tratamento curativo para
formas de extrema severidade clinica, nomeadamente a
anafilaxia a veneno de himendpteros e ao latex™. Relati-
vamente a outros alérgenos, como acaros, pélens, faneros
e fungos, um conjunto diversificado de estudos DBPC (dou-
ble-blind, placebo-controlled) tém demonstrado a eficdcia
clinica desta terapéutica, traduzida na redugdo de escores
de sintomas ou na medicagdo necessaria ao controle, de
outras patologias alérgicas como a asma, a rinite e a con-
juntivite®.

A designagdo de vacina antialérgica tém sido paulatina-
mente introduzida, uma vez que constitui, de fato, a Unica
forma de tratamento que modifica a histéria natural da do-
enga, previne o desenvolvimento de asma em doentes com
rinite alérgica, reduz a severidade da prépria doenga, a
medicagdo de apoio e tem um claro beneficio na qualidade
de vida dos doentes!. Por outro lado, um conjunto bem de-
finido de estudos clinicos tem permitido reconhecer um
efeito prolongado e é defendido que esta terapéutica deve-
ra ser iniciada de forma precoce, porém alguns estudos sdo
contraditérios uma vez que alguns doentes vém a de-
senvolver novas sensibilizag8es no decurso do tratamento,
particularmente em doentes monossensibilizados®®,

A doenca alérgica é, naturalmente, um disturbio muito
complexo e heterogénio dependendo muito do perfil indi-
vidual de cada doentes. A eficacia e a tolerancia a IT sdo
pois condicionadas por muitos fatores, nomeadamente: o
uso de pré-medicagdo, a fonte alergénica, o grau de purifi-
cagdo do alérgeno, a estandardizagdo e a estabilidade do
préprio extrato e a forma de apresentagdo farmacoldgica
do alérgeno (nativo ou modificagdo quimica; aquoso ou
depot). Também, a severidade clinica anterior ou durante o
tratamento, a via de administragdo terapéutica, o esquema
e incremento de doses e a prépria dose de manutengdo,
s80 outros fatores condicionantes da eficécia clinica®.

Os extratos aquosos sdo muito efetivos, mas condicio-
nam mais frequentemente efeitos adversos (locais e sisté-
micos) que os alérgenos administrados em extratos depot
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Conclusions: For the subcutaneous route of administration,
except for gluteraldheyde modified allergen, the local inflam-
matory activity at the allergenic injection site was significantly
higher in depth and was time dependent, maintaining activity
even after complete disappearance of the erythema and/or
wheal. These results express a prompt inflammatory involve-
ment of the immune system with this allergenic therapy, which
was unexpected until now. We also observed differences con-
cerning allergic diseases, the type of allergenic extracts and
routes of administration.
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ou em extratos modificados. Estes ultimos foram desen-
volvidos tendo em conta a redugdo da alergenicidade do
extrato, mas preservando ou mesmo aumentado a sua
capacidade imunogénica. No entanto, os extratos aquosos
sdo, atualmente, o gold standard no tratamento da alergia
a himendpteros, apesar de constituir per si uma situagdo
de enorme severidade clinica. Os extratos alergénicos de-
pot tém larga documentacdo cientifica na alergia respiraté-
ria e, apesar, de alguns estudos DBPC com extratos aler-
génicos quimicamente modificados demonstrarem beneficio
terapéutico, ndo existem estudos comparativos entre am-
bas as formas de tratamento'°.

A imunoterapia local é uma modalidade mais recente e
gue tem ganho uma importancia crescente face a comodi-
dade de aplicagdo. Apesar do beneficio terapéutico obser-
vado em alguns estudos, ndo existe consenso no uso da
via nasal, brénquica ou oral*?!, No extremo oposto, a
imunoterapia por via sublingual (SLIT) e deglutida ao fim
de 2-3 minutos, quando se utilizam doses elevadas de
alérgeno tem, atualmente, um nivel A de evidéncia no
tratamento da rinite alérgica sazonal e perene em adultos
e na rinite alérgica sazonal em criangas'%!2,

Diversos estudos DBPC tém demonstrado a eficdcia cli-
nica da SLIT e tem sido possivel, a semelhanga da IT sub-
cutdnea, confirmar repercussdes imunolégicas sistémicas
quando se aplicam doses elevadas de alérgeno'?!’, Tam-
bém, o efeito clinico a longo prazo tem sido demonstra-
do'4, particularmente com a publicacdo recente de Khinchi
MS et al*®.

A enorme diversidade de estudos em imunoterapia dis-
poniveis na literatura tém possibilitado um conhecimento
mais preciso da modificagdo e intervengdo imunoldgica
desta terapéutica, mas 0s mecanismos e locais precisos
dessa atuagdo permanecem, ainda, desconhecidos. Para a
IT subcutanea a imunomodulagdo na resposta da célula T é
plenamente consensual, condicionando quer um desvio
imune (favorecendo uma resposta ThO/Th1), anergia célula
T (decréscimo da resposta Th2/Th0), ou por ambos 0s me-
canismos®. Porém, esta imunomodulagdo nunca poderd ser
enquadrada de uma forma tdo simplista, uma vez que esta
terapéutica ndo induz a posteriori patologia associada a um
perfil de citocinas do tipo Thl (granulomatoses), em doen-
tes tratados a alergia respiratéria a aero-alérgenos'®,

O aumento de IgG bloqueantes, a indugdo de células
CD8+ moduladores de IgE, redugao da infiltragdo de mas-
técitos e eosindfilos nas mucosas inflamadas, o decréscimo
de mediadores inflamatérios (citocinicos e quimiocinas) ou
a modulagdo do trafico celular por redugdo da expressdo
de VCAM-1, entre outros, sdo alteragSes imunolégicas in-
duzidas pela IT, bem documentadas na literatura®~>7-2,

A tolerancia imune depende de vdrios mecanismos que
incluem: anergia da célula T, deplegdo T ou apoptose e a
supressdo imune ativa®*, O mecanismo primordial e o ob-
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jetivo primario da IT é a indugdo de tolerancia ao alérgeno
a que o doente previamente apresenta sensibilizagdo®®. A
IL-10 tem uma enorme importancia e a sua expressdo &
induzida por esta terapéutica. Esta citocina estd claramen-
te reportada as células T reguladoras (T-regs) as quais ati-
vamente controlam ou suprimem a fungdo de outras célu-
las, mas sempre condicionando um efeito imuno-inibi-
dor®?, Admite-se que as alteragdes do microambiente sub-
sequentes a redugdo da libertagdo mastocitdria de histami-
na e PgE2, associadas a libertagdo de IL-10 e TGF-B por
células dendriticas poderdo condicionar a indugdo de célu-
las T-regs, responsaveis Ultimas pela tolerancia terapéuti-
ca®®, Este novo enquadramento corrobora o conhecimento
atual imuno-regulador da IT, uma vez que ndo é credivel
um “switch” linear de um perfil celular Th2 a Th12®,

Muito do conhecimento apreendido acerca da IT baseia-
-se na andlise dos resultados decorrentes da aplicagdo des-
ta terapéutica por via subcutdnea; no entanto um numero
crescente de estudos com extratos sublinguais tem dispo-
nibilizado informagdo adicional. A absorgdo do alérgeno
através de uma mucosa integra (ndo inflamada) e a poste-
rior interagdo com células dendriticas locais permitird, se-
guramente, a indugdo de um mecanismo de tolerancia.
Para além do efeito local a posterior deglutigdo do alérgeno
poderd, também, permitir um estimulo adicional depen-
dente de uma estimulagio GALT'*2, Com efeito a adminis-
tragdo do alérgeno por via sublingual, mas ndo deglutida
posteriormente, tem significativamente menor eficacia cli-
nica e ndo deverd ser preconizada. A utilizagdo de doses
mais elevadas de alérgeno na SLIT tem, a semelhanga da
forma sistémica, demonstrado os mesmos efeitos imunolé-
gicosl'27'31.

Se a investigagdo quanto ao efeito modulador e eficacia
tem sido uma constante nos estudos em imunoterapia, a
avaliagdo da cinética e os locais precisos de atuagdo desta
terapéutica ndo tém merecido idéntico interesse. O estudo
de Bagnasco et al é muitissimo importante e representa
um marco no conhecimento nesta temética®?. Neste estudo
em individuos sauddveis, a administragdo sublingual de
Par-j-1 ligado a isétopo radiativo'*’I revelou a persisténcia
local do alérgeno na regido oral por um periodo muito pro-
longado. A radioatividade sistémica sé foi observada apés a
degluticdo. Estes resultados pressupdem que no alérgico a
SLIT o alérgeno s6 é degradado apds deglutigdo, e apenas
alguns peptideos t&ém absor¢do gastroentérica®. Estes es-
tudos ndo foram realizados com extratos administrados por
via subcuténea que seguramente teriam um enorme inte-
resse.

A marcagdo radioativa de células sanguineas circulan-
tes é uma técnica de medicina nuclear com enorme inte-
resse no estudo de patologia inflamatéria, particularmente
na doenca inflamatdria crénica intestinal®**’. Tratando-se
de uma técnica com enorme sensibilidade para detecgdo de
locais de inflamagdo, presumimos pela sua aplicabilidade in
vivo no estudo cinético/dindmico da resposta a IT. De fa-
to, a administragdo de um extrato alergénico condiciona
sempre um efeito inflamatério local pelo que a adminis-
tragdo simultdnea de leucécitos periféricos autélogos mar-
cados com um radiofdrmaco poderd permitir a posterior
migragdo ao local da aplicagdo do alérgeno e a posterior
observagdo da dindmica dessa migragdo. Com esta meto-
dologia podera ser objetivada a resposta biolégica a IT, os
locais onde se processa maior atividade e que poderdo
traduzir, objetivamente, as localizagSes onde ocorre a
resposta imuno-inflamatéria. Neste estudo pretendeu-se
estudar a resposta cinética desta terapéutica, em doentes
alérgicos, com diferentes formas de expressdo clinica, com
diferentes extratos alergénicos e com diferentes vias de
administragao.
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Pacientes e Métodos

Este estudo teve aprovacdo da Comissdo de Etica e da
Comissdo de Apoio a Investigagdo hospitalar. Todos os
doentes participaram de forma voluntdria e procederam a
aceitagdo de Registo de Informagdo Consentida de acordo
com o0s consensus éticos internacionais e aprovados pelas
referidas entidades.

Pacientes

Foram selecionados 14 doentes alérgicos, voluntdrios,
adultos, com idades compreendidas entre os 20 e 51 anos.
Todos os doentes estavam submetidos & IT por um periodo
minimo de dois anos e em todos eles tinha sido demons-
trada eficdcia clinica traduzida pela completa remissdo dos
sintomas, auséncia de medicagdo antialérgica regular, re-
dugdo da reatividade cutdnea ao(s) alérgeno(s) e redugdo
da concentragdo de IgE especifica(s) em relagdo ao inicio
da terapéutica. Nos doentes com histéria prévia de anafi-
ldxia a auséncia de reatividade alérgica com o tratamento
foi demonstrada por provas de provocagao e/ou estudos de
imunoblotting.

Os doentes foram selecionados de acordo com o tipo de
extrato alergénico e a via de administragdo da imuno-
terapia:

-Extrato aquoso subcutédneo (anafilaxia)
4 doentes: extrato de latex
3 doentes: extrato de veneno de abelha
-Extrato depot subcuténeo (alergia respiratéria)
2 doentes: extrato de Dermatophagoides pteronys-
sinus
2 doentes: extrato de pdlens de gramineas
-Extrato de alérgeno modificado subcutdneo (alergia
respiratéria)
1 doente: extrato de pélens de gramineas
1 doente: extrato de pélen de Parietaria judaica
-Extrato sublingual (alergia respiratéria)
2 doentes: extrato de Dermatophagoides pteronys-
sinus

O grupo controle foi constituido por dois doentes alérgi-
cos a Dermatophagoides pteronyssinus com patologia res-
piratéria de asma e rinite ndo submetidos a IT e controla-
dos com terapéutica inalatoria.

Nenhum dos doentes selecionados apresentava outra
patologia concomitante, nomeadamente inflamatéria, a
qual poderia condicionar dificuldades na interpretagdo dos
resultados. Todas as doentes do sexo feminino foram sub-
metidas a teste rapido urindrio para exclusdo de gravidez.

Todos os estudos foram realizados em estrita vigildncia
hospitalar, e o dia da administragdo da imunoterapia foi
exatamente aquele que estava previamente definido no
seu esquema terapéutico de manutengéo.

Método

Marcacdo de leucocitos com Technetium-99m he-
xamethylpropyleneamineoxime (°°"TC-HMPAO)

A marcagdo de leucécitos circulantes com 99mTc-
HMPAO processou-se com a técnica estandardizada inter-
nacionalmente, baseada no método descrito por Peters et
al**. Por pungdo venosa cubital foi recolhido 42cc de san-
gue com uma seringa plastica, contendo 6ml de acido-ci-
trato-dextrose (ACD) + 6 ml de hydroxi-etil-starch (HES) a
6%. O ACD previne a coagulagdo das células a parede
pléstica e o HES acelera a sedimentagdo eritrocitdria por
interferéncia das cargas dos grupos acido sidlico da mem-
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brana. O sangue na seringa foi mantido na posigao vertical
durante 30 minutos para sedimentagdo eritrocitdria.

Numa segunda seringa de 10cc com 1ml de ACD foram
recolhidos 9cc de sangue que foram posteriormente centri-
fugados a 2000g durante dez minutos para obtengdo de
plasma livre de células (PLC)

Apo6s 30 minutos de sedimentagdo na seringa, 0 sobre-
nadante foi centrifugado a 150g durante cinco minutos pa-
ra obtengdo de um novo sobrenadante, plasma rico em
plaguetas (PRP) que foi dispensado. O “pellet” de leucéci-
tos foi ressuspendido em 0.6cc de PLC e ligado a 99mTc-
HMPAO (Ceretec®, Amersham, UK). Para a marcacgdo leu-
cocitdria o HMPAO é marcado inicialmente. Para isso,
1110MBg de uma solugdo salina decantada de 5ml de 99m
Tc fresco foi adicionada ao kit de HMPAO contendo 0.5mg
de exametazime, 7.6 mg of SnCl; ¢ 4.5 mg de NaCl de
acordo com as indicagdes.

Posteriormente, 3cc de 99mTc-HMPAO foi adicionado
aos leucocitos ressuspensos em PLC, permanecendo a mis-
tura a temperatura ambiente para incubagdo durante dez
minutos, para que se proceda a radiomarcagdo celular.
Apos este periodo, 10cc de PRP foi adicionado aos leucéci-
tos para paragem do processo de marcagdo, seguida de
nova centrifugagao a 150g durante cinco minutos.

Apo6s centrifugagdo, o sobrenadante foi removido e dis-
pensado. O “pellet” de leucécitos marcados foi, finalmente
ressuspendido em 5cc de PLC. Antes da reinjecgdo das cé-
lulas no doente que ocorreu num periodo sempre inferior a
cinco minutos procedeu-se a contagem radioativa em ca-
mara apropriada.

A marcagdo celular ocorreu entre 50 e 75% das células,
tal como normalmente descrito e todas as populagfes de
leucécitos sdo uniformemente ligadas ao radiofarmaco.

A dose efetiva-equivalente para este procedimento foi
de cerca de 0.021mSv/MBgq.

Extrato alergénico terapéutico

Os extratos alergénicos administrados foram dos labo-
ratérios ALK-Abellé (Madrid, Spain) para todos os doentes,
excepto para os extratos modificados, alergdides. Estes
ultimos foram dos laboratérios BIAL/Arestegui (Bilbao,
Spain) para pélens de gramineas modificados por glutaral-
deido e dos laboratérios Leti (Barcelona, Spain) para pdlen
de Parietaria judaica modificado por método de despig-
mentagao. A dose de manutengao a que os doentes foram
submetidos no dia do estudo correspondia ao seu esquema
de tratamento e administrada na data pré-estabelecida.

Relativamente ao grupo controle de doentes alérgicos a
Dermatophagoides pteronyssinus nao submetidos a IT pro-
cedeu-se ao seguinte:

1 doente: 0.5cc de solugdo aquosa fenolada por via sub-
cutdnea, solugdo de diluicdo do laboratério ALK-Abellé (Ma-
drid, Spain).

1 doente: 0.5cc por via subcuténea de extrato aquoso
bacteriano (Ribomunyl|™, Pierre Fabre Médicament, France)
contendo fracgBes ribosomais de Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Hae-
mophilus influenzae e fracgdes membranares Klebsiella
pneumoniae), um imunoestimulante indutor de uma res-
posta IgG.

Procedimentos na administragao

Os doentes foram posicionados em decubito dorsal sob
uma gama cadmara. A pungdo da veia cubital com cateter
de calibre 14 permitiu a reinjecgdo dos leucécitos autdlogos
marcados com radiofdrmaco em bédlus rapido seguido de
lavagem venosa com soro fisiolégico.
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Simultaneamente, o extrato alergénico foi administrado
por via subcuténea , de acordo com técnica comum, na
superficie externa do brago contralateral a administragdo
das células marcadas.

Ambas as injegBes ocorreram em um mesmo tempo
dando inicio a aquisigdo cintilografica.

Os dois doentes alérgicos submetidos a SLIT foram am-
bos posicionados em decubito dorsal sob uma gama cama-
ra e as gotas contendo o extrato alergénico foram adminis-
tradas ao mesmo tempo que se procedeu a reinjegdo dos
leucécitos radiomarcados na veia cubital. Aos trés minutos
o alérgeno foi deglutido.

Para o grupo controle foi adotado o mesmo método.

Em todos os estudos procedeu-se a contagens da ativi-
dade residual da seringa contendo as células autdlogas
reinjetadas para posterior determinagao da dose radioa-
tiva administrada efetivamente.

Todos os procedimentos foram realizados sobre estrita
vigilancia de especialistas em Imunoalergologia e Medicina
Nuclear.

Aquisicoes cintilograficas

Os estudos cintilograficos foram realizados numa cama-
ra de raios gama (GE XR, Milwaukee, USA) com colimador
de baixa energia e de orificios paralelos, acoplada a uma
unidade de aquisigdo Camstar e a uma unidade de proces-
samento eNTEGRA.

A aquisigdo dinamica foi obtida em visdo anterior para
térax e pescogo para matrizes de 64x64 elementos de re-
solugdo durante 60 minutos (120 imagens x 30 segundos)
seguida de estudo estdtico aos 60, 90, 120, 180, 240, 300
e 360 minutos apds a administragdo dos leucécitos marca-
dos com 99mTc-HMPAO e o alérgeno, durante cinco minu-
tos cada aquisigdo (256 x 256 elementos de resolugdo). As
imagens estaticas foram obtidas em vista anterior e poste-
rior para a projegdo tordcica e em vista anterior para a
projegdao abdominal.

Durante as aquisigdes, os doentes foram solicitados a
permanecer em repouso, de modo a manter a geometria
das projegdes, havendo simultaneamente o cuidado de
minimizar a distancia ao detector.

Durante as aquisi¢gSes, o eritema e pdpula induzida no
local de administragdo da IT subcutdnea foi monitorizado.

Para os resultados quantitativos procedeu-se de forma
distinta em relagdo ao tipo de imagem em estudo. Para as
imagens tordcicas dindmicas, foram desenhadas regides de
interesse (ROIs, region of interest) no local de administra-
¢do do extrato alergénico efou controles, drea de back-
ground (musculo), e em eventuais focalizagbes (cervicais,
axilares e toracicas). Para o estudo toracico estatico, foi
calculada uma imagem correspondendo a média geomé-
trica entre a vista anterior e posterior e as ROIs foram de-
senhados nas focalizagBes toracicas, cervicais, axilares ou
intrapulmonares. Para o estudo estatico anterior abdomi-
nal, foram desenhadas ROIs para cada uma das eventuais
focalizagdes.

Para cada ROI calcularam-se os valores das contagens
totais, média das contagens por pixe/ e contagens maxi-
mas, corrigidos para o decaimento do 99mTc. Foi assim,
calculado o coeficiente de captagdo (uptake coefficient)
como a relagdo entre as contagens maxima de cada ROI e
a média de contagens na area de background. Para maior
aferigdo dos resultados, o coeficiente de captagdo foi corri-
gido (corrected uptake coefficient ROI) pela subtragdo do
coeficiente de captagdao da ROI background ao coeficiente
de captagdo da ROI para cada area analisada.
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ROI contagem maxima

ROI-pack contagem maxima

ROI-back Coeficiente captagdo =

Coeficiente captacdo corrigido =

média de contagens
média de contagens
ROI Coeficiente captacdo = contagem maxima ROI / média contagens background

contagem maxima / média contagens

CCror - CCyy

Analise dos dados

O perfil clinico anafilaxia/alergia respiratéria, o extrato
alergénico e a via de administragdo foram analisados de
forma individual para cada doente e comparados os dife-
rentes grupos em estudo.

A andlise estatistica foi realizada a partir de andlise des-
critiva.

Resultados

N&o foram observados efeitos adversos determinados

Quadro I - Aspectos clinicos.

pela reinjecdo de células autdlogas marcadas radioativa-
mente, nem decorrentes da administragdo do extrato aler-
génico.

Foi observado eritema/pdpula no local de administragdo
dos extratos aquosos subcutdneos, mas com didmetro
sempre inferior a 40 mm. N&o foi observada papula nos
restantes doentes submetidos a IT subcutdnea ou efeitos
locais nos doentes a quem foram administrados extratos
sublinguais.

Nos quadros I e II apresentam-se aspectos clinicos e
laboratoriais dos doentes estudados.

Idade Duragao

Doente Sexo (anos) %gsgg)a Doenga Alergia J;I; IT extrato (arI1-£s) (f:-(':—) (d<I)-£e) adAn:ii\:]iids:gaza
1 F 34 7 A L sC aquoso 6 0,35 0,35 272,0
2 F 39 6 A L sC aquoso 5 0,35 0,35 240,5
3 F 28 7 A L sC aquoso 5 0,35 0,35 149,6
4 F 31 3 A L sC aquoso 3 0,35 0,35 269,4
5 M 49 5 A VA sC aquoso 4 1,0 100 67,7
6 F 37 4 A VA sC aquoso 4 1,0 100 316,3
7 F 53 14 AB+RA Gram sC depot 4 0,60 1,5 337,2
8 F 24 10 AB+RA Gram sC depot 4 0,60 1,5 255,5
9 M 22 12 AB+RA Dpt sc depot 4 0,60 3,6 91,8
10 F 51 30 AB+RA Dpt sc depot 5 0,60 3,6 170,3
11 M 33 28 AB+RA Gram sC alergoide 5 0,70 36,72 476,7
12 F 49 34 AB+RA Pj sc alergoide 3 0,50 12,0 132,7
13 M 20 10 AB+RA Dpt sl aquoso 3 5% 1,2 126,3
14 F 27 19 AB+RA Dpt sl aquoso 3 5% 1,2 254,6

Doenga: A= anafilaxia; AB+RA= asma brénquica + rinite alérgica.

Alérgeno: L=latex; VA= veneno de abelha; Gram= pélen de gramineas; Dpt= Dermatophagoides pteronyssinus; Pj= Parietaria judaica

IT via de administragdo: sc= subcutdnea; sl= sublingual

IT extrato: depot= adsorvido em hidréxido de aluminio; alergéide= modificacdo por glutaraldeido (doente 11); modificagao por

despigmentagao (doente 12)

IT (cc): volume de dose de manutencao administrado em ml. Aos doentes 13 e 14 foram administradas 5 gotas de dose de manutengao.

SIT dose: quantidade de alérgeno em mcg de proteina.
Atividade administrada: MBq
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Quadro II - Grupo controle. Aspectos clinicos
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Idade Duragdo da doenga . o Atividade
Controles Sexo (anos) (anos) Doenga Alérgeno Injegao Volume(cc) administrada
1 F 41 20 AB+RA Dpt s. salina 0,50 306,4
2 F 45 20 AB+RA Dpt bacteriana 0,50 126,0

Doenga: AB+RA= asma brdnquica + rinite alérgica
Alérgeno: Dpt= Dermatophagoides pteronyssinus
Atividade administrada: MBq

Ap0bs o processamento cintilografico, foram obtidos valo-
res em ROIs nos locais de administragdo do extrato alér-
geno e/ou controles e em focalizagbes das areas axilar,
cervical, tordcica e abdominal, bem como valor de ROI no
“background”. Foram, ainda, calculados os coeficientes
corrigidos de captagdo para cada um dos ROIs nas diferen-
tes focalizagdes em diferentes tempos ao longo de cada um
dos estudos.

Os coeficientes corrigidos de captagao para as diferentes
focalizagbes em andlise estdo presentes nas figuras 1-5.
Ndo foram consideradas as aquisi¢des cintilograficas dina-
micas nos locais de administragdo do extrato alergénico
(doente 1,2 e 10) e na drea axilar (doente 1) por proble-
mas técnicos (mobilizagdo do membro superior em analise)
que poderiam condicionar interpretagdes pouco fidedignas.

A atividade inflamatéria iniciou-se precocemente nos
doentes estudados e submetidos a extratos alergénicos
aquosos para tratamento de anafilaxia, do que, nos do-
entes submetidos a IT subcutdnea com extratos depot para
tratamento de alergia respiratéria (latex: 20-35 min; vene-
no de abelha: 15 min; pdlen de gramineas: 25 e 30 min;
acaros: 25 e 45 min).

Nos doentes submetidos a SLIT a atividade inflamatéria
inicia-se rapidamente aos cinco minutos em ambos os alér-
gicos e essa atividade aumenta, também, de forma célere
e consistente ao longo do estudo.

Relativamente aos doentes em IT subcutdnea com ex-
tratos alergénicos modificados o inicio de atividade §&,
também, muito rdpido (primeiros minutos), mas tem um
perfil divergente nos dois extratos analisados.

Quanto aos doentes com asma e rinite alérgicas, mas
ndo submetidos a IT, observou-se atividade inflamatdria
residual aos 60 min na doente a quem se administrou so-
lugdo salina, eventualmente dependente da presenga de
fenol que tem um potente efeito irritativo, mas que é fun-
damental para preservagdo biolégica do extrato com mul-
tiplas utilizagdes. Esta atividade observada, confirma a
extrema sensibilidade desta técnica laboratorial no estudo
da inflamagdo. Neste controle negativo ndo foram obser-
vadas focalizagdes durante o estudo em qualquer nivel das
projegdes estudadas.

Relativamente ao controle positivo, doente alérgico sub-
metido a injegdo de extrato bacteriano a atividade infla-
matéria iniciou-se aos dez minutos com um aumento sus-
tentado ao longo do estudo. Foi ainda observada atividade
nas areas axilares, cervicais e tordcicas, mas sem focaliza-
¢Oes intestinais, figura 6. No entanto existe uma clara di-
vergéncia na intensidade da atividade inflamatéria em to-
das as projecgdes estudadas quando comparados com os
doentes alérgicos em IT.

A atividade inflamatéria nas &reas axilares e cervicais
esteve presente desde o inicio das aquisigdes nos doentes
em IT subcutédnea. Os coeficientes corrigidos de captagdo
estabilizam aos 180 minutos. Outra observagdo peculiar é
inexisténcia de focalizagdes axilares apés administragdo de
alérgeno terapéutico por via sublingual.

O “pool” de células marcadas circulantes nos primeiros

minutos poderd dificultar a interpretagdo dos resultados e
as eventuais focalizagbes nas dreas pulmonares. Desta
forma, decidiu-se apenas considerar ROIs intrapulmonares
apenas apds os primeiros 60 minutos, mesmo que estes se
tenham expresso mais precocemente. Ndo existiram
alteragles significativas entre os diferentes grupos em
estudo e as focalizagBes intrapulmonares sdo consistentes
como resposta a IT.

FocalizagBes nas aquisigdes abdominais foram observa-
das em todas as formas de IT subcutinea. Os coeficientes
corrigidos de captagdo de ROIs dependentes de focaliza-
¢bes abdominais/intestinais apenas foram calculados até
aos 240 min uma vez que este tempo coincide com o inicio
da excregdo hepato-biliar e urinaria do radiofdrmaco. Qual-
quer focalizagdo dependente de areas de intestino grosso
ndo foi considerada, nem efetuados calculos para coe-
ficientes de captagdo, pela possibilidade de representar
uma excregdo/clearance. Curiosamente ndo foi observada
atividade intestinal nos doentes submetidos a SLIT, outra
das diferengas em relagdo a via subcuténea.

Nos doentes estudados sdo ébvias outras focalizag8es
com atividade inflamatéria de elevada densidade, nomea-
damente a nivel supra-esternal e mediastino anterior, mas
foi decidido ndo serem consideradas dreas de interesse
porque sdo regifes de grande confluéncia vascular e pode
condicionar interpretagdes menos fidedignas. No entanto,
existe um marcadissimo aumento na intensidade do que é
habitualmente observado nesta técnica e, mesmo em rela-
¢do aos controles em estudo. As dreas medulares de 0ssos
longos sao outros dos locais com enorme intensidade infla-
matéria, mas foi também decidido ndo proceder a calculos
de coeficientes de captagdo nestas regides.

Foram obtidos diferentes perfis de ROIs nas diferentes
vias de administragdo e com os diferentes tipos de extratos
em estudo nestes doentes. Todos eles descrevem uma
atividade inflamatéria dependente no tempo e relacionada
a areas dependentes do sistema imune.

Relativamente aos extratos alergénicos depot ndo fo-
ram observadas diferengas significativas entre os doentes
alérgicos a pélens e a acaros.

Para os doentes alérgicos a acaros houve claras diferen-
gas entre a via subcutdnea e sublingual. Esta ultima é res-
ponsdvel por uma muito potente atividade inicial com ele-
vados coeficientes corrigidos de captagdo nos ROIs depen-
dentes da administragdo do extrato do que para os ex-
tractos depot. Todavia, as seis horas é similar para ambos
0S grupos, mesmo quando se atinge a semivida do radio-
farmaco. A persisténcia destes valores nesta fase é consis-
tente com a poténcia e capacidade de efeito continuado
capaz de perpetuar o efeito terapéutico do extrato alergé-
nico.

Outro dado relevante neste estudo é que a atividade
inflamatéria no local de administragdo do extrato alergéni-
co subcuténeo é substancialmente superior do que o erite-
ma efou papula eventualmente presente e que essa ativi-
dade ocorre profundamente e que persiste mesmo apés o
desaparecimento dos sinais locais.
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Figura 5 — Coeficiente corrigido de captacéo das focalizagdes intestinais
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Figura 6 — Coeficiente corrigido de captagéo para ROIs do doente controlo activo submetido a

Discussao

A marcagdo radioativa de um alérgeno é possivel, mas
fica restrita, exclusivamente a uma sé proteina do extrato
terapéutico. Esta poderia ter sido uma estratégia para a
avaliagdo dinamica /cinética da resposta biolégica a IT. No
entanto, a exclusdo de uma quantidade de epitopos alergé-
nicos presentes no extrato terapéutico, em manutengdo
nestes doentes, iria condicionar desde logo a interpretagdo
dos resultados e poderia, eventualmente, alterar a prépria
estrutura imunogénica desse epitopo e a resposta imune
induzida.

A utilizagdo do extrato alergénico tal como é adminis-
trado em terapéutica de manutengdo e que, manifesta-

mente, se reputa elevada eficacia clinica, constitui o pro-
cedimento que minimiza um fator de erro crucial no de-
senho deste estudo.

A técnica que empreendemos neste estudo &, presente-
mente, um procedimento de rotina para estudo de algumas
patologias inflamatdrias. Obviamente, que a determinagdo
guantitativa da atividade inflamatéria de ROIs, pela sua
enorme complexidade, morosidade e disponibilidade de
meios tecnoldgicos convenientes, estd reservada ao campo
de investigagdo em projetos bem definidos e especificos.
Os riscos intrinsecos desta técnica de Medicina Nuclear séo
minimos, uma vez que a exposi¢do radioativa é muito re-
duzida e a dose absorvida pelo individuo (dose efetiva)
corresponde a cerca de 3mSv, dose essa que é similar a
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dose natural de exposigdao durante um ano em Portugal
continental.

No desenho deste estudo, 0 nosso primeiro objetivo foi
estudar a inflamagdo local condicionada pela prépria admi-
nistragdo do extrato alergénico subcutdneo. A demons-
tragdo de atividade inflamatéria a esse nivel era, pois, uma
observagdo esperada, mas a demonstragdo de areas de
atividade em outras localizagdes e, particularmente, a
celeridade com que se observaram focalizagdes foram, de
fato, resultados que nao suspeitavamos que pudessem
ocorrer num periodo de tempo tdo restrito.

A administragdo subcuténea de extrato alergénico tera-
péutico condiciona sempre alguma reatividade local, tradu-
zida por eritema de maior ou menor intensidade, mesmo
em doentes com excelente “compliance” e enorme eficacia
clinica a esta terapéutica. Nos doentes estudados, a inten-
sidade da inflamagdo foi mais elevada para os extratos
aquosos, mas sdo estes que estdo associados a formas
clinicas de doenga alérgica de maior gravidade, anafilaxia.
A enorme intensidade de atividade nestes doentes ndo se
traduz clinicamente por sinais clinicos locais muito exube-
rantes. As doentes em IT a latex apresentaram efeitos lo-
cais mais pronunciados que nos dois doentes alérgicos a
veneno de abelha. No entanto, nestes ultimos as ROIs de-
finidas a esse nivel tém dreas manifestamente superiores e
profundas, mas a quantidade de proteina e o volume de
extrato administrado, também, foi superior.

Relativamente aos extratos modificados verificou-se
uma reduzida atividade inflamatéria no local de adminis-
tragdo, mais pronunciada para o alérgeno modificado com
glutaraladeido. A menor reatividade cutdnea, com minimi-
zagao dos efeitos adversos locais com estes extratos des-
critos na literatura®, é confirmada pelos nossos resultados.
No entanto, o extrato modificado com despigmentagdo
apesar de ndo apresentar eritema durante toda a avaliagao
clinica, foi responsavel por coeficientes de captagdo signifi-
cativos com projegdo para as areas profundas adjacentes.

Nos dois doentes em SLIT o inicio de atividade ocorre
nos primeiros minutos e ndo existiram efeitos secundarios.
A extensa vascularizagdo presente a nivel do pavimento
oral poderd justificar este acontecimento.

Quanto ao doente controle a quem se administrou solu-
to salino observou-se atividade vestigial aos 60 minutos.
Consideramos que essa atividade podera ser dependente
da presencga de fenol que como é sabido tem um efeito irri-
tativo potente. Consideramos que o efeito observado cons-
titui uma validagdo da prépria técnica e a sua elevada sen-
sibilidade. Quanto ao doente controle positivo, asmatica
alérgica a acaros do p6é doméstico submetida a injegdo de
extrato aquoso bacteriano, apresenta atividade inflamaté-
ria em locais reportados a estruturas linféides. A indugdo
de resposta dependente de IgG estd bem documentada
nesta terapéutica imunomoduladora®’, pelo que n&o nos
surpreendeu o resultado observado. A andlise qualitativa
das aquisigBes cintilograficas nesta doente apresenta &b-
vias diferengas relativamente aos restantes doentes alér-
gicos submetidos a administragdo de extratos alergénicos.

Quando analisados os doentes em IT por via subcutanea
é patente a drenagem ascendente para as areas axilares
homolaterais, logo desde os primeiros minutos apds a ad-
ministragdo. As dareas linféides cervicais e do mediastino
superior sdao as estruturas envolvidas em seguida. Nas
aquisigbes mais tardias, estaticas, observa-se um envolvi-
mento paulatino e atividade inflamatéria global, com foca-
lizagdes em estruturas dependentes do sistema imune:
dreas linféides cervicais, supraesternais, mediastino, pul-
mao, intestino e dreas medulares 6sseas. A precocidade do
envolvimento de estruturas linféides centrais foi, efetiva-
mente, um acontecimento ndo esperado e que foi con-
sistente em todos os doentes. Os valores maximos nos
ROIs desenhados a esse nivel, mantém um incremento
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progressivo, mesmo quando se inicia a eliminagdo urindria
e fecal do radio-isétopo e quando se atinge a semi-vida
deste isétopo. Este perfil ndo é reprodutivel para o estudo
de outras patologias inflamatérias, ndo ocorreu nos dois
doentes controles e pode refletir a magnitude do mecanis-
mo terapéutico da IT com persisténcia de uma re-estimula-
¢do continuada desta terapéutica.

Relativamente a SLIT observa-se um inicio da atividade
inflamatéria substancialmente mais rapido do que para as
formas subcutdneas. Ocorreu um perfil de atividade, cla-
ramente distinto. Os coeficientes mais elevados de capta-
gdo situam-se nas dreas linféides cervicais, na proximida-
de, pois, do local de aplicagdo do alérgeno. Ndo existiu,
nestes doentes, atividade nas estruturas axilares e abo-
minais. Nesta modalidade, na avaliagdo qualitativa, existe
menor intensidade da atividade inflamatéria, em compara-
g¢do com a IT injetdvel. Estes resultados poderdo justificar
a necessidade da administragdo repetida do extrato (3 ve-
zes/semana), em comparagao com a dose de manutengao
na via subcutdnea (cada quatro semanas), para permitir
um efeito terapéutico semelhante.

Relativamente aos extratos polinicos quer os extratos
depot quer os modificados tiveram um perfil de atividade
inflamatéria sistémica semelhante. No entanto, estes ulti-
mos apresentaram imagens divergentes nos locais de ad-
ministragdo. Estes resultados parecem ndo dar fundamento
a muitos autores que desaconselham a utilizagdo de aler-
goides no tratamento do doente alérgico.

Nesta técnica o “pellet” de células marcadas radioativa-
mente é uniforme e todas as linhas de leucécitos estdo
presentes proporcionalmente. Ndo é possivel a marcagdo
seletiva de um tipo celular em particular que mantenha a
viabilidade biolégica para se proceder a posterior re-inje-
¢do autdloga. A marcagdo seletiva de linfécitos poderia
parecer extremamente aliciante e cumprir os objetivos do
estudo. No entanto, recentemente, outras células tém me-
recido particular atengdo no estudo da inflamagdo, da
resposta imune e nos mecanismos de tolerancia.

As células dendriticas (DC) tém sido objeto de estudo
exaustivo nos Ultimos anos e sdo consideradas nucleares
na inflamagdo e na tolerdncia imune. As células apresen-
tadoras de antigeno (APC) por exceléncia estdo divididas
em dois sistemas: DC incluindo as DC sanguineas e dos te-
cidos (como as células epidérmicas de Langerhans- LC); e
as células do sistema mondcito/macréfago*?. Relativamen-
te as DC consideram-se dois tipos distintos: DC1 ou mieléi-
de DC, DC2 ou linféide/plasmocitdide DC***%,

As DC2 sdo células presentes fundamentalmente na me-
dula timica, amigdalas e nas dreas T de 6rgdos linféides
secundarios; enquanto as DC1 estdo localizadas em &reas
ndo-T. Qutra diferenga biolégica reside na incapacidade da
DC2 em internalizar o Ag estranho. Por outro lado, DC1
podem migrar do sangue para os tecidos para captura de
Ag estranhos, podem migrar por drenagem linfatica para
os o6rgdos linféides e possibilitar a posterior indugdo e
primming de linfécitos T quer no perfil citocinico Thl ou
Th2264%44 T&8m, pois, uma efetiva fungdo de inducdo de
resposta imunitdria e de vigildncia imune. Em situagdes
particulares e sob estimulos apropriados os mondcitos
sanguineos periféricos podem diferenciar-se em DC1%,

As LC pertencem ao sistema DC1 e sdo as APC mais
importantes na pele. Apds um estimulo inflamatério local
apropriado, a produgdao de MCP (monocyte-chemoattrac-
tant protein) induz um recrutamento de progenitores de LC
da medula éssea a pele e a posterior migragdo aos nddulos
linfaticos periféricos*>. Outro dado importante e consensual
na literatura é a relevancia da IL-10 produzida pelas DCs
na tolerdncia imune, por estimulagdo e primming de
linfécitos T reguladores (Tregs)22%4°,

A familia de DCs da mucosa oral tem caracteristicas dis-
tintas das LCs da pele. A TGF-, bem como a IL-10 sao re-
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levantes no microambiente oral*’. Apresentam express3o

de FceRI a superficie, parcialmente ocupados com molécu-
las de IgE*®. A ligagdo de alérgenos ao receptor FceRI sob
intervencgdo de IL-10 € um dos mecanismos de tolerancia a
este nivel.

Os avangos no conhecimento destes aspectos na imuno-
inflamagao levam-nos a propor, atendendo aos resultados
deste estudo, a seguinte hipétese de atuagdo da imunote-
rapia especifica:

A aplicagdo subcutdnea de extrato alergénico condicio-
na uma ativagdo das LC, bem como recrutamento de
DC/monécitos circulantes periféricos. Posteriormente,
ocorrerd migragdo para areas linféides, cooperagdo com
DC2 e, finalmente, indugdo de células Tregs por interven-
gdo de IL-10. Estes mecanismos seqiienciais traduzem-se
na tolerancia imune para os alérgenos sensibilizantes. A
activagdo sistémica de areas relacionadas com o sistema
imune, sustenta o mecanismo sistémico e global da imuno-
modulagdo da IT.

Na via sublingual sdo aplicadas grandes quantidades de
alérgeno regido com estreita proximidade de estruturas
linféides, nomeadamente a amigdala lingual. E provével
que as DC possam iniciar o processo tal como ocorre na
pele, porém a presenga de nddulos linféides com outras
populagdes, DC2, podera condicionar uma saturagdo da
atividade DC1, resultando numa incapacidade de uma res-
posta inflamatéria sistémica menos intensa. A indugdo de
tolerancia e a propria eficacia clinica com esta terapéutica
seria, naturalmente, menos intensa e, por isso, requer uma
administragdo frequente e estimulagdo com doses de alér-
genos em concentragao superior. Por outro lado, a degluti-
¢do do alérgeno poderd proporcionar uma interagdo com a
mucosa digestiva e induzir um mecanismo adicional de
tolerdncia, por intervencdo de TGF-B e Th3***%, embora nos
nossos doentes ndo observamos focalizagdes intestinais.

A IT é claramente uma terapéutica imunomoduladora
com plena confirmagdo em multiplos estudos cientificos. Os
nossos resultados mostram um claro efeito sistémico, com
focalizagdes em estruturas dependentes do sistema imune.
Essa atividade inflamatéria inicia-se de forma muito pre-
coce, existem claras diferengas entre os diferentes extra-
tos alergénicos terapéuticos em estudo, bem como na ci-
nética da IT subcutédnea e sublingual.

Os extratos aquosos sdo aqueles que apresentam maior
poténcia na intensidade de atividade inflamatéria sistémica
na IT subcutédnea seguindo-se os alérgenos depot e 0os mo-
dificados, alergoides. Essa atividade, aumenta de forma
paulatina no tempo, mesmo quando se atinge a semi-vida
do radiofarmaco, tal como se referiu anteriormente. Com
efeito, tivemos a oportunidade de proceder a aquisigdes as
21 horas na doente 2, alérgica a latex. A intensidade da
atividade estd documentada na figura 17, com dreas muito
ativas no local de administragdo do extrato alergénico,
bem como focalizages mediastinicas, supraesternais, cer-
vicais, toracicas e medula 6ssea. Nesta doente a elimina-
gdo intestinal/célon é bem evidente.

Seria importante estudar a cinética e a dindmica da IT
durante a fase de incremento de doses alergénicas, para
compreender, como se processa, ao longo do tratamento a
atividade inflamatéria e imunomodulagdo nesta terapéu-
tica. Este procedimento, é impraticavel no homem por mo-
tivos éticos ébvios. No entanto, seria relevante a realizagdo
destes estudos em modelos animais.

Consideramos, ainda, importante aplicar este método em
doentes nos quais ndo existe eficacia clinica a IT, mesmo
quando esta foi corretamente prescrita.
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