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Resumen  Recientes estudios sugieren que algunos pacientes con urticaria crénica tienen autoanticuerpos
dirigidos contra la IgE o a la cadena alfa de su receptor de alta afinidad FceRla. La deteccién de és-
tos se realiza in vivo mediante la prueba del suero autélogo (PSA) o in vitro mediante una variedad de técnicas.
Describimos aqui nuestra experiencia con 37 pacientes, 28 mujeres y 9 varones con una relacion femenino/mas-
culino de 3.1y edad promedio de 36.5 afios (16-78). La PSA fue positiva en 25 (68%) y negativa en 12 (32%). El
suero indujo una papula significativamente mas grande que el plasma (122 + 78 mm?2 vs 57 + 66 mm?2, p<0.05). La
persistencia de la urticaria fue de 437 dias por andlisis de Kaplan y Meier, sin diferencias entre pacientes con
PSA(+) y PSA(-) (437 vs 369, p=0.18). La concentracién de IgE (157 + 173 Ul/mL) sigue la misma distribucién que
la de la poblacion normal no seleccionada. El nimero de basofilos se encontro significativamente disminuido en el
grupo de pacientes comparado con los controles normales (17 + 12 vs 43 + 27 cél/nlL, p<0.008). Los sueros de 2/
7 pacientes (28.6%) con PSA(+) y muy bajo recuento de baséfilos indujeron la expresion de CD63. La especifici-
dad del estimulo sobre el complejo FceRla-IgE se demostro utilizando células de un donante con baséfilos no
liberadores. Confirmamos la existencia de un grupo de pacientes con autoanticuerpos dirigidos al complejo FceRla-
IgE, pero sugerimos que su investigacion rutinaria no predice la evolucion clinica de los mismos.
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Abstract Chronic urticaria. Follow up, autologous serum skin test, basophil count and activation. Recent
advances on the pathogenesis of chronic urticaria have defined a group of patients with autoantibodies
directed to the IgE or to the alpha chain of the Fc high affinity receptor of IgE, FceRla. These antibodies are detected
in vivo through the autologous serum test (AST) and in vitro with a variety of techniques. We here describe 37
patients with chronic urticaria, 28 female and 9 male, with a f/m ratio of 3.1. Mean age at onset was 36.5 years
(range 16-78). AST was positive in 25 (68%) of 37 patients. Serum induced a wheal significantly larger than plasma
(122 + 78 mm? vs 57 + 66 mm?, p<0.05). Median persistence of the chronic urticaria, estimated by Kaplan-Meyer
analysis, was 437 days, with no difference between AST(+) and AST(-) patients (437 vs. 369, p=0.18). Mean IgE
concentration was 157 + 173 IU/mL, as expected in an unselected population. Basophil count was lower in patients
compared with controls (17 + 12 cel/nL vs. 43 + 27 cel/nmL, p< 0.008). Only sera from 2/7(28.6%) patients AST (+)
and very low basophil count consistently induced expression of CD63. This effect was abrogated in non-releasing
basophils, confirming the presence of antibodies directed to the FceRla-IgE . We conclude that functional antibodies
are present in only a minority of patients and that their identification does not predict the outcome.
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La urticaria y el angioedema son entidades clinicas
encontradas frecuentemente en la practica médica. Se
estima que el 15 al 25% de la poblacién tendra urticaria
en algun momento de su vida' y que su prevalencia es
del 0.11%?2. Se presenta aislada en el 45% de los casos,
acompafnada de angioedema en el 45% y en el 10 o
15% de los pacientes el angioedema es la Gnica mani-
festacion del proceso®.
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La urticaria se clasifica como aguda si dura menos de
seis semanas y cronica si dura mas de ese tiempo. La
urticaria cronica (UC) es, en el 80% o mas de los casos,
idiopatica®. Investigaciones realizadas en los Ultimos
afios, han permitido comprender mejor la patogenia de
las urticarias idiopaticas, identificando autoanticuerpos
capaces de desarrollar lesiones in vivo. En 1986, Grattan
y col realizaron la denominada prueba del suero autélogo
(PSA), en la que el suero autélogo inyectado en la cara
volar del antebrazo induce la formacién de una papula
urticariana en el sitio de inyeccién, sugiriendo la presen-
cia de sustancias liberadoras de histamina en el suero
de algunos enfermos®. Histoldgicamente, la lesién pare-
ce simular una respuesta mediada por IgE®. La naturale-
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za quimica de los factores responsables de la PSA defi-
nieron la UC como una enfermedad autoinmune media-
da por autoanticuerpos de tipo IgG, dirigidos en algunos
casos hacia la IgE asociada a la membrana del basdéfilo’,
y en otros hacia la cadena alfa del receptor de alta afini-
dad para el fragmento Fc de la IgE, el FceRla®. Estudios
in vitro han demostrado la capacidad de la IgG purificada
de los pacientes para inducir liberacion de histamina de
basofilos normales®, asi como el aumento de la expre-
sién de la molécula de membrana CD63 y la produccion
de leucotrienos'®. Sobre la base de estos estudios se
acufié el nombre de UC autoinmune para aquellos pa-
cientes con PSA positiva.

La deteccion de anticuerpos anti-FceRla por ELISA
en patologias no urticarianas y la falta de actividad fun-
cional de los autoanticuerpos en algunos pacientes con
PSA positiva'?, han estimulado nuevos estudios sobre la
relacion existente entre la urticaria, la PSA y la funcio-
nalidad de los autoanticuerpos in vitro. El objetivo del
presente trabajo es describir nuestros hallazgos en 37
pacientes con UC, determinando la presencia de basofilo-
penia y la capacidad del suero de inducir activacion de
basofilos normales, a fin de correlacionarlos con la PSA
y con la evolucion clinica.

Materiales y métodos

Pacientes

Iniciamos el reclutamiento de pacientes en 1998. Definimos
como pacientes con UC a todos aquellos individuos afectados
con urticaria, con o sin angioedema, con una frecuencia de por
lo menos cinco veces por semana y por lo menos con seis
semanas de evolucion. Para el diagndstico de UC idiopatica,
se puso especial énfasis en la ausencia de causas fisicas de
urticaria y en la ingesta cronica de drogas. En el momento del
diagnéstico se registraron la edad, el sexo y la fecha aproxi-
mada de inicio de los sintomas. Asimismo, aclaramos a los
pacientes que serian contactados periddicamente para informar-
nos sobre su evolucion. Consideramos libres de urticaria a to-
dos aquellos pacientes que no presentaron sintomas por un
minimo de un mes.

Prueba del suero autélogo (PSA)

Antes de realizar la PSA los pacientes dieron su consentimiento
informado. Se suspendié toda medicacion antihistaminica du-
rante las 48 h previas al estudio. Si el paciente estaba recibien-
do astemizol, se reemplaz6 éste por una droga de vida media
corta por un término de dos semanas antes de la suspensién
del mismo, a fin de controlar los sintomas durante el tiempo de
lavado de la droga. El dia de la prueba se realiz6 una extrac-
cién de sangre que se distribuy6 en dos tubos, uno sin anticoa-
gulante y otro con heparina. En condiciones de esterilidad se
realiz6 la separacion del suero y del plasmay se aplicé al pa-
ciente en la cara volar de cualquiera de los antebrazos una
inyeccion intradérmica de 0.10 ml de suero, plasma y solucién
fisiolégica, en tres sitios alineados. La reaccion fue evaluada a
los 30 y a los 120 minutos, por dos observadores, poniendo
especial énfasis en la presencia de prurito, eritema y el tama-
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fio de la papula. Los pacientes fueron clasificados como po-
sitivos 0 negativos. En 17 /25 pacientes se registro el tama-
fio de la papula.

Evolucion

Para determinar la persistencia de la urticaria se calcul6 el tiem-
po transcurrido desde el inicio de los sintomas, de acuerdo al
relato de los pacientes, hasta el dltimo contacto o hasta la fe-
cha estimada de remision. Para ello los pacientes fueron en-
trevistados en el consultorio o telefénicamente!? cada cuatro
meses.

Citometria de flujo

Empleamos un equipo FACScan de Becton Dickinson (BD).
Las muestras se adquirieron y analizaron con el programa
CellQuest. En todos los estudios, sobre el grafico de tamafio
(FSC) vs complejidad celular (SSC), delimitamos la regién R1,
que incluye linfocitos y baséfilos, de la cual se adquirieron por
lo menos 5000 eventos.

a) Recuento de basdfilos:

Se realizé a partir de sangre entera con la técnica de marca-
cién y lisis®. Los baséfilos de R1 fueron detectados por los
marcadores clasicos de membrana anti-CD45FITC (BD) / anti-
CD14PE (BD) como células con menor intensidad de fluores-
cencia media (IFM) para anti-CD45 respecto de los linfocitos y
al igual que éstos, negativos para CD14. Se individualizaron
también con la marcacién diferencial anti-IgE biotina-Strepta-
vidinaPE (Vector) | anti-CD45TC (Caltag). El porcentaje de cé-
lulas IgE (+) fue expresado respecto del total de leucocitos en
un gréfico de puntos SSC vs anti-IgE. En algunos casos cal-
culamos el nimero absoluto de basdfilos.

b) Estimulacion de baséfilos:

La activacion de los basdfilos fue detectada mediante la cuanti-
ficacion del aumento de la expresion de CD63% de baséfilos
normales preincubados con interleuquina 3 (IL-3)*€. Los leuco-
citos de dadores normales sedimentados con Dextran 6% fue-
ron resuspendidos en PBS con Ca*™ (2 mM) y Mg* (2 mM) e
IL-3 a una concentracion final de 10 ng/mL e incubados 15
minutos a 37 °C. Luego se agregaron los sueros inactivados
(56 °C, 30 minutos) de los pacientes, en una dilucion final al
medio, y se continu6 la incubacion 45 minutos. Para el estu-
dio del papel del complemento adicionamos igual volumen de
suero fresco normal. Como controles negativos utilizamos cé-
lulas con PBS o con sueros normales y como control positivo,
células activadas con 1mM de formil methil leucil fenilalanina
(fMLP). Después de un lavado las células fueron marcadas 30
minutos con anti-IgE biotina y nuevamente lavadas. Luego
agregamos anti-CD63FITC (Caltag), StreptavidinaPE y anti-
CDA45TC, se incubaron 30 minutos, se lavaron y se resuspen-
dieron en liquido de lectura (Isoton II- Coulter). Cuantificamos
la expresion de CD63 en células IgE(+)/CD45(+). El limite
negativo fue la expresion de CD63 en células sin activar. Los
resultados se expresaron como:

Indice de Activacién (IA) = (% de células CD63+ x IFM
de la poblacion CD63+).

Para evaluar multiples experimentos, realizados con célu-
las de distintos dadores normales, expresamos los IA como
porcentaje de la activacion obtenidos con el fMLP para cada
dador, de acuerdo a la siguiente formula:

Activacion = IA de la muestra x 100 / IA del fMLP
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c) Deteccion de dadores con baséfilos respondedores (R) y
no respondedores (NR)

Antes de realizar un estudio de activacién se requiere determi-
nar si los basoéfilos del dador normal son R o NRY". Los
leucocitos sedimentados con Dextran 6% fueron resuspendidos
en PBS con Ca** (2 mM) y Mg** (2 mM) e IL-3 a una concen-
tracion final de 10 ng/mL e incubados 15 minutos a 37 °C. Luego
agregamos 50 mg/mL de anti-IgE y se incubaron 45 minutos
adicionales. Se lavaron y se marcaron como se indic6 en b).

Determinacion de IgE sérica:

A partir de los sueros, conservados a -20 °C, evaluamos la
concentracion de IgE, en forma simultanea, en 25 de los 37
pacientes mediante electroquimioluminiscencia, utilizando un
equipo Elecsys? 1010/2010, Roche Diagnostics, de acuerdo a
las especificaciones del fabricante.

Estadistica

Para los céalculos estadisticos de los estudios citométricos
empleamos la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Utili-
zamos el test de Student para los célculos paramé-tricos. Los
estudios de sobrevida se evaluaron por Kaplan-Meier. Consi-
deramos como valor significativo p<0.05.

Resultados
Datos demograficos

Consultaron 28 mujeres y 9 varones con una relacion
femenino/masculino de 3.1 a 1. La edad promedio fue
de 36.5 afios y el rango de 16 a 78 afios.

PSA

La PSA fue positiva en 25 (68%) de nuestros pacientes
y negativa en 12 (32%). También fue negativa en tres
pacientes controles, uno con dermografismo, otro con
prurigo nodular crénico y un tercero con sindrome de
Schnitzle, que es una erupcién urticariana con fiebre,
dolor articular, paraproteinemia monoclonal de isotipo
IgM. El suero indujo una papula significativamente mas
grande que el plasma (122 + 78 mm? vs. 57 £+ 66 mm?,
p<0.05, n =17) y ambos fueron significativamente mas
grandes que el control de salina (12 £ 11 mm?, p<0.05),
en los pacientes considerados positivos. El pico maximo
de expresion se registrd a los 30 minutos y a las dos
horas la lesion habia involucionado.

Evolucioén

Determinamos la evolucién en 33 de los 37 pacientes
ingresados al estudio porque se perdi6 el contacto con
4 pacientes de los cuales 3 tenian PSA positiva. La me-
diana de la persistencia de la UC, calculada por el méto-
do de Kaplan-Meier, fue de 437 dias. No detectamos
una diferencia significativa en la duracion de la UC com-
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parando pacientes con PSA positiva y negativa (437 vs.
369, p=0.18) como se muestra en la Figura 1.

En el momento de nuestra Ultima evaluacion habian
remitido 29/33 (88%) pacientes, de los cuales 20 (67%)
tenian PSA(+). De los 4 sujetos que estaban con UC
activa 3 tenian PSA(+).

Recuento absoluto y relativo de basofilos

La Figura 2 muestra los porcentajes de basoéfilos obteni-
dos en 17 pacientes y 18 controles normales. El limite
inferior normal corresponde al porcentual mas bajo del
rango normal. Los valores fueron significativamente di-
ferentes entre ambos grupos: pacientes (media £ DS) =
0.27 £ 0.24% y controles = 0.52 + 0.26%, p<0.003. En 9
de 17 pacientes el porcentaje de basdfilos estuvo por
debajo del limite inferior normal. Uno de los pacientes
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Fig. 1.— Persistencia de la urticaria cronica segun los resulta-
dos de la prueba de suero aut6logo (PSA). Circulos abier-
tos: porcentaje de pacientes con PSA negativa. Circulos lle-
nos: porcentaje de pacientes con PSA positiva.

1.501
1.25- '
8 100 .
:‘5 L |
| ]
8 0.75+ . R
% A
L)
L 0.50+ Lol .
uu®
= A:‘
025y . .
AA‘
0.00 Aaat
Controles Pacientes

Fig. 2.— Porcentaje de basdfilos circulantes en pacientes con
urticaria cronica y en controles normales. Las lineas negras
horizontales indican el valor medio de cada grupo y la linea
punteada el valor inferior normal.
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tenia PSA(-) y 8 (89%) PSA(+). Los cinco pacientes con
porcentaje de basofilos inferior a 0.10% tuvieron PSA(+),
sugiriendo una asociacién estadistica con la basofilo-
penia. El nimero absoluto de basdfilos circulantes mos-
tré6 también una diferencia estadisticamente significati-
va entre el grupo de pacientes (17 + 12 cél/uL ) y el de
los normales (43 + 27 cél/uL), p<0.008.

Expresion de CD63

Fue estudiada en 28 pacientes. En la Figura 3 se ilustra
la reproducibilidad de la reaccion activando las células
de un mismo dador normal (en tres experimentos) con
sueros de 8/28 pacientes: P1y P2 con PSA(-), P3, P4y
P5 con PSA(+), todos ellos con recuento normal de
basofilos, P6, P7 y P8 con PSA(+) y recuento bajo de
baséfilos. Como controles se emplearon: sueros norma-
les, N1y N2:, suero de un paciente con dermografismo
(C1) y de un paciente con sindrome de Schnitzle (C2) y
fMLP como control positivo. Una fuerte estimulacion,
reflejada en un alto 1A se observd sélo con los sueros P6
y P7.

La Figura 4 compara la respuesta de los basofilos R
y NR al anti-IgE que estimula a la célula a través del
complejo FceRla-IgE sin modificar la respuesta al fMLP.
Como se observa, el dador NR es incapaz de respon-
der al estimulo dependiente del FceRla. Los sueros P6
y P7 no indujeron la expresién de CD63 en el dador NR.
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Fig. 3.— Reproducibilidad de la expresion de CD63. Las barras
indican el valor medio de los indices de Activacion* de los
basdfilos en tres experimentos realizados con células de un
mismo dador normal respondedor. Basofilos estimulados:
con fMLP, con sueros de dos dadores normales N1 y N2,
con sueros de pacientes controles C1 con demografismo y
C2 con sindrome de Schnitzle y sueros de pacientes con
urticaria crénica, P1 y P2 con prueba del suero autélogo
(PSA) negativa, P3-P8 con PSA positiva. Los pacientes P3-
P5 tenian recuento normal de basoéfilos y los pacientes P6-
P8 con bajo recuento de basofilos.

* Indice de Activacion = (% de células CD63+ x IFM de la
poblacion CD63+)
IFM= Intensidad de fluorescencia media.
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Fig. 4.— Expresion de CD63 en basoéfilos de un dador no
respondedor (NR) y de un dador respondedor (R). Barras
cuadriculadas controles sin estimular. Barras blancas: es-
timulados con 50 pg/mL de anti-IgE. en (a) y con 1 nM de
fMLP en (b). IFM= Intensidad de fluorescencia media.

Cada uno de los 20/28 pacientes restantes (PSA+ o
PSA-) (datos no ilustrados) se estudiaron con tres da-
dores R. Ninguno aumenté la expresion de CD63.

El agregado de complemento a la reaccién indujo la
activacion de basdfilos de un dador R sélo en 2, entre
ellos el P8, de 6 sueros de pacientes y en 1/2 sueros
normales. No se modifico la respuesta de P6 y P7 ni
para el fMLP.

Concentracion de IgE

La concentracién media de IgE en 25 de los 33 pacien-
tes fue de 157 + 173 Ul/mL. Nueve (36%) de los 25
pacientes tuvieron una IgE por encima del maximo valor
normal, que caracteriza a las poblaciones atdpicas®®. Esta
proporcion es igual a la esperada en poblaciones no se-
leccionadas y confirma la falta de utilidad clinica de la
determinacién de la IgE en pacientes con UC, como ele-
mento diagndstico.
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Discusién

La etiologia de la UC ha comenzado a dilucidarse en los
ultimos afios. En 1962, Rorsman?® describi6 la reduc-
cion de basdfilos circulantes en pacientes con UC y en
el aflo 1974% se describié un factor sérico que podria
causar la desensibilizacion de los mastocitos por vias
dependientes de la IgE. En 1986 Grattan y col.> demos-
traron la presencia de ese factor en algunos, pero no en
todos los pacientes con UC, observando que la inyec-
cién intradérmica de suero aut6logo producia una papula
en la piel, que recordaba a la lesion urticariana. Ese fac-
tor fue luego identificado como una IgG dirigida al FceRla
de alta afinidad® o bien dirigido hacia la molécula de IgE’.
Otros factores activadores fueron también descriptos®.
La presencia o no de estos autoanticuerpos no es en si
misma diagnostica de UC autoinmune, dado que tam-
bién se los ha encontrado en patologias no urticarianas®*.
Algunos autores han sugerido que los autoanticuerpos
presentes en pacientes con UC tienen la capacidad de
activar baséfilos normales, mientras que el suero de
pacientes con otras patologias, no?. En este trabajo,
hemos estudiado la relacion existente entre UC, la PSA,
la presencia de basofilopenia y la capacidad del suero
de los pacientes para activar basofilos. Nosotros hemos
confirmado que el 70% de los pacientes con UC tienen
una PSA(+). Al igual que en otras series internaciona-
les, encontramos una preponderancia de mujeres jove-
nes con UC, quizas reflejando la mayor susceptibilidad
de este grupo etario para el desarrollo de enfermedades
autoinmunes??. También hemos confirmado que los pa-
cientes con UC tienen un nimero de basdfilos circulan-
tes significativamente inferior al de la poblaciéon normal.
Encontramos buena correlacion entre el nivel bajo de
basofilos y la PSA, pero no ha servido para predecir la
evolucion de la urticaria. Por Gltimo, nuestros hallazgos
confirman que existe un subgrupo de pacientes con ca-
pacidad de inducir activacion de baséfilos in vitro, en los
cuales hay plena coincidencia entre todas las pruebas.

Los resultados de los estudios de activacién fueron
reproducibles en experimentos realizados con células del
mismo y de distintos dadores. De los sueros utilizados,
s6lo dos fueron activadores y correspondian a pacien-
tes con PSA(+) y recuento de basdéfilos inferior a 0.10%.
Los tres restantes sueros de pacientes con PSA (+) y
con recuento de basdfilos inferior a 0.10% (Figura 2)
entre ellos el P8, no indujeron activacién. La capacidad
de inducir activacién solo fue demostrable utilizando
basdfilos liberadores, lo cual confirma que el estimulo
actla a través del complejo FceRla-IgE. Dado que se-
gun algunos autores el complemento es necesario para
una optima estimulacion®, repetimos el ensayo con el
agregado de suero normal fresco como fuente de com-
plemento; observamos que si bien éste indujo que algu-
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nos sueros como el P8 fueran activadores, esta capaci-
dad también se encontré con algunos sueros de norma-
les, dificultando con estos datos la interpretacion del papel
del complemento en la induccién de CD63.

La distribucion de la concentracion de la IgE no difirié
de la esperada en poblaciones no seleccionadas y no
fue de utilidad diagnéstica. Confirmamos que el plasma
heparinizado produce menos lesion que el suero homo-
logo?*, aunque no hemos ahondado ain en el mecanis-
mo de accion.

La PSA, aunque orientadora, no es en si misma
diagnéstica. Nuestros resultados preliminares sugieren
una cierta correlacién, no significativa estadisticamente,
con el nimero de basdéfilos, cuando los valores de éstos
son inferiores a 0.10%. A su vez, basdfilos bajos mas
suero aut6logo positivo parece predecir la presencia de
funcionalidad in vitro del anticuerpo (p=0.10).

Como surge de nuestros estudios estadisticos, la UC
es una enfermedad crénica con un prondstico de dura-
cion media para cada nuevo paciente de 437 dias. Un
25% de los pacientes con UC seguirdn sintomaticos 5
afios después de comenzada la enfermedad. En nues-
tro grupo de estudio, el 89% remitié espontdneamente.
Por ello, la frustracion y angustia que estos pacientes
transmiten en la consulta podria reducirse advirtiéndo-
los de la caracteristica benigna, pero muy prolongada,
de la enfermedad.
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Can anybody remember when the times were not hard and money not scarce?

¢Recuerda alguien tiempos que no fueron dificiles, y en el que el dinero no andaba escaso?

Ralph W. Emerson (1803-1882)
Works and Days



