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Resumo

A prova de provocacgdo nasal especifica (PPNE) constitui o método de elei¢do para a
reprodutibilidade da reaccao alérgica. A analise dos parametros imunolégicos constitui a abordagem
mais objectiva para monitorizar a resposta a prova de provocacao especifica, com a avaliacdo
guantitativa de mediadores inflamatérios. Neste estudo pretendeu-se avaliar as concentragées
das quimiocinas eotaxina e RANTES em lavados nasais e analisar a aplicabilidade do doseamento
das quimiocinas em secre¢8es nasais como parametro de resposta imunolégica a prova de
provocacao nasal especifica. Incluiram-se 17 doentes com rinite alérgica a parietaria. Todos os
doentes foram submetidos a PPNE, fora do periodo polinico. Antes, 30 minutos e 6 horas apés a
PPNE foram efectuados lavados nasais para doseamento de mediadores inflamatoérios. Procedeu-
-se a monitorizacdo da PPNE através de score de sintomas. A PPNE foi positiva em todos os
doentes, documentando-se um pico do score de sintomas ao 1° minuto seguido de posterior
decréscimo até a 62 hora. A eotaxina ndo foi mensuravel em nenhuma das amostras obtidas,
enquanto que o RANTES apresentou um decréscimo da avaliacdo basal para a avaliacdo aos 30
minutos, mantendo-se as 6 horas. As altera¢des dindmicas das quimiocinas, apés a PPNE, nédo
reflectiram a reaccéo alérgica documentada clinicamente. Tal podera ser interpretado como uma
discrepancia do tempo de colheita de amostras e a dindmica dos mediadores inflamatorios de
resposta a PPNE.
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Summary

The specific nasal challenge test (SNCT) has been described as a method to reproduce the
allergic reaction. The analysis of immunological parameters is the most objective method to moni-
toring the response to SNCT. The aim of this study was to assess the utility of measurement of
eosinophil specific chemokines (eotaxin and RANTES) as a parameter of response to SNCT. We
included 17 patients with allergic rhinitis to parietaria. A SNCT was performed out of the pollen
season. The SNCT was monitored by symptom scores. At 0, 30" minute and the 6" hours after the
SNCT, nasal lavages were performed to assess the inflammatory mediators. In this study the SNCT
reproduced the clinical reactivity to the allergen. The symptom score showed a peak at the 1%
minute followed by a decrease to the 6" hour. Eotaxin was not found in any nasal lavage. RANTES
showed a decrease from the basal nasal lavage to the 30" minute nasal lavage and then it main-
tained stable to the 6" hour. The chemokines changes observed after SNCT did not reflected the
clinical response to the SCNT. This finding could be related to an early sampling before dynamic
inflammatory changes occurred.

Key-words: specific nasal challenge test, chemokines, eotaxin, RANTES

INTRODUCAO

A provade provocagdo nasal especifical cons-
titui o método de eleicdo para a reprodutibilidade
da reaccdo alérgica, possibilitando tanto a imple-
mentacdo de metodologias para o diagnostico do
doente alérgico como de metodologias para a
investigacdo da fisiopatologia da doenca a érgica.
A monitorizagdo da reaccdo alérgicasubsequente?
éclinicamente avaliavel, quer através da utilizacéo
de scores de sintomas, quer através da avaliagéo
funciona da obstru¢éo nasal, por rinomanometria
e/ou peak flow nasal. No entanto, devido a grande
diversidade inter e intra-individual, o score de
sintomas é um método de avaliacdo de resposta a
prova de provocacdo nasal insatisfatorio, pois ndo
esta definida a sua reprodutibilidade, nem as
eventuais correlacdes entre as alteragbes imuno-
|6gicas e asintomatologia. Também, quanto a ava-
liac&o funcional da obstrugdo nasal, esta metodo-
logia traduz apenas a quantificagdo da resposta
tardia’.

Assim, a andlise dos paréametros imunol 6gicos'3
constitui a abordagem mais adequada para moni-
torizar arespostaaprovade provocagao especifica,
com a avaliagdo quantitativa de mediadores e
céulas inflamatorias.

A reaccdo alérgica® engloba uma fase imediata
e uma fase tardia, caracterizadas por eventos
imunopatol 6gicos bem definidos, compreendendo
um complexo intercmbio entre células e media-
dores inflamatérios. Vérias citocinas multifun-
cionais regulam a duragdo e a intensidade da res-
postaimune, destacando-se as quimiocinas que séo
responsaveis pela quimiotaxia de células que vao
congtituir o infiltrado inflamat6rio alérgico.

As quimiocinas®® constituem uma superfamilia
de peptideos com 8-14 KDa e séo classificadas em
4 familias (1) de acordo com a sequéncia aminoa-
cidica em torno das cisteinas da regido amino-ter-
minal, nomeadamente familia C-X-C (também
designada a), familiaC-C (ou 3), familiaC (ouy) e
familia C-X3-C. S&o produzidas por varias células
(mastécitos, basofilos, linfécitos T e B, células
epiteliais, células endoteliais) e exercem fungbes
naregul acdo damotilidade dosleucdcitos, designa-
damente quimiotaxiade células circulantes, desem-
penhando deste modo um papel fundamental no
infiltrado eosinofilico que caracteriza ainflamagdo
aérgica. Asquimiocinasdistinguem-se dos cl assicos
agentes de quimiotaxia porque tém especificidade
paracélulas. AsquimiocinasdafamiliaC-C™°tém
sido implicadas na reaccéo alérgica, mas ndo esta
totalmente esclarecidaadimensdo dasuainfluéncia
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nos eventos imunopatol 6gicos da inflamacéo
alérgica, pois a sua funcéo bioldgica esta
incompletamente caracterizada. Tem sido
demonstrado que a eotaxina exerce uma potente e
sel ectivaaccdo de quimiotaxiasobre os eosindfil os,
nomeadamente durante a inflamagéo alérgica™. A
guimiocinadenominadaRANTES (Regulated upon
Activation, Normal T Cell Expressed and presum-
ably Secreted) também é reconheci da pelasuaaccéo
de quimiotaxia dos mondcitos, células T e
eosinofiloso115,

Ambos, eotaxina e RANTES, tém actividade
quimiotética para eosindfilos. Actuam através do
receptor CCR-3, masa12tem maior afinidade pelo
que serdmediador dainflamagéo eosinofilicamais
especifico®®. A medida que se vai esclarecendo o
envolvimento das citocinas na reaccéo alérgica,
admite-se a importancia das quimiocinas como
mediador final da cascata inflamat6ria, com par-
ticular interesse na caracterizacdo da resposta
imediata e tardia dareaccdo al érgica, bem como na
avaliacdo da resposta ao tratamento especifico da
doenca alérgica.

Neste estudo pretendeu-se avaliar as concen-
tragces de quimiocinas especificas de eosindfilos -
Eotaxinae RANTES - em lavados nasais e analisar
aaplicabilidade do doseamento das quimiocinasem
secrecdes nasais como parametro de resposta
imunol 6gicaaprovade provocacado nasal especifica.

METODOLOGIA
1. Doentes

ApOs consentimento informado, foram englo-
bados 17 doentes com o diagndstico de Rinite
alérgicaaparietaria, documentado por teste cuténeo
por método de picada (considerado positivo para
papula= 3mm) elgE especifica(classe >2), deam-
bos os sexos, com idade compreendida entre os 15
e 0s 52 anos.

Foram factores de ndo incluséo neste estudo a
existéncia de agudizacéo de rinite alérgica e/ou
asma brénquica, outra patologia nasal, nomeada-
menteinfecciosa, gravidez, ou terapéuticacom anti-
-histamini cos/corti cides, tépicos ou sistémicosou
bloqueadores 3, nas 3 semanas prévias ao estudo.

2. Métodos

O estudo foi realizado forado periodo polinico.
Todos os doentes foram submetidos a prova de
provocacdo nasal especifica (PPNE). Antes, 30
minutos e 6 horas ap6s a PPNE foram efectuados
lavadosnasais. A respostaa PPNE foi monitorizada
através de score de sintomas nasais (prurido nasal,
esternutos, rinorreia aquosa, obstrucéo nasal) e
extranasais (prurido ocular, lacrimejo, prurido
orofaringeo, dispneia, sibilancia, outros). O score
de sintomas foi obtido por auto-registo de acordo
com a sua gravidade (0 — nenhum; 1 —ligeiro; 2 —
moderado; 3 — grave), antes e nos 1°, 5°, 10°, 15°,
30°, 45° e 60° minutos e depois a cada hora até as 6
horas ap6s a PPNE. A figura 1 esquematiza a abor-
dagem utilizada.

2.1 Prova de provocacao nasal especifica

A PPNE com extractos comerciais de parietaria
para prova de provocagao nasal (Leti), realizou-se
de acordo com os consensos daAcademiaEuropeia
de Alergologia e Imunologia Clinica'.

2.2 Técnica dos lavados nasais

Antes, 30 minutos e 6 horas apos a PPNE foram
efectuados lavados nasais. Foi utilizada uma
modificagdo do método desenvolvido por Nac-
lerio'’. Com o doente sentado e flex&o do pescoco
a60°8, foram introduzidos 10 ml de solug&o salina
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Valores LN | PD | Vaores PA | Vaores de resposta LN | Valores de resposta
basais controlo
0 |5 |10 0 |5 |10 1 |5 |10 |20 |30 45 | 60" |2h | 3h |4h |5h |6h

Legenda: LN = Lavado nasal; PD = Provocacgédo com diluente; PA = Provocagéo com alergénio

(NaCl a0,9%) pré aquecidaa 30° C. Recolheu-seo
liquido de lavado nasal em recipiente de plastico.
De seguida, esta amostra foi centrifugada a 400g
durante 10 minutos, sendo o sobrenadante obtido
armazenado a —80° C, para posterior doseamento
de mediadores inflamatorios.

2.3 Doseamento de quimiocinas

No sobrenadante do lavado nasal foram quan-
tificadas as quimiocinas eotaxina e RANTES,
determinadas por ELISA segundo os procedimentos
dosKits Quantikined, human Eotaxin Immunoassay
e human RANTES Immunoassay, respectivamente
(R&D Systems, USA).

RESULTADOS
Dados demogr aficos

Os dados demograficos e respeitantes as
caracteristicas da doenca sdo apresentados no
Quadro 1.

Score de sintomas

A PPNE com parietariafoi positivaem todos os
doentes, como documentado pelo score de

Quadro | — Dados demogréficos e caracteristicas da doenga

M:F 11:6

Idade (médiatds) 36.3+11.2 anos
Tempo de evolugao dadoenca (média+ ds) 8.5+ 4.1 anos
IgE total (média+ds) 241.3+154.4UI/L
IgE especifica a parietaria (média+ ds) 52 + 31.8 KU/L
TC - & papula (média+ ds) 7,8+ 1,9 mm

sintomas. No gréfico 1 apresentam-se 0 score de
sintomas total, nasa e extranasal, verificando-se
umarespostaimediata, com um elevado scoretotal
de sintomas no 1° minuto e decréscimo da
sintomatologia aos 30 minutos progressivamente
até as6 horas. A sintomatologianasal acompanhou
este padréo, enguanto que a sintomatologia extra-
nasal evidenciou um padréo diferente, com um
score mais baixo, semel hante nos 1° e 30° minutos
com declinio posterior até as 6 horas. Analisando o
score de cada sintomanasal (gréfico 2), aexcepcao
da obstrucdo nasal, todos acompanharam o padréo
de resposta da sintomatologia total, com o pico da
sintomatologia ao 1° minuto.

Osesternutos foram o sintoma predominante no
1° minuto, enquanto que a obstrucdo nasal foi o
sintoma predominante no 30° minuto e & 62 hora.
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Grafico 1 — Score de sintomas
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Gréfico 1: Scoredesintomastotal, nasal e extra-nasal. (W score
de sintomas total; score de sintomas nasal; ™ score de
sintomas extra-nasal).

Doseamento de quimiocinas

Os resultados do doseamento da quimiocina
RANTES séo apresentados no grafico 3. Em
nenhum dos lavados nasais foram encontrados
niveis mensuraveis de eotaxina.

DISCUSSAO

Ainda que a PPNE tenha sido descrita como o
método ideal para reprodutibilidade da reaccédo
alérgica, tanto clinica como investigacional*3, os
parémetros de monitorizacéo da resposta a PPNE
nado estéo padronizados. A avaliag&o clinicacom a
utilizac8o de score de sintomas, devido a grande
diversidade inter e intra-individual, € uma meto-
dologia insatisfatoria, pois ndo esta definida a sua
reprodutibilidade, nem as eventuais correlagtes
entre asalteragdesimunol gicas e asintomatol ogia.
Apesar destas limitaghes, o score de sintomas
constitui 0 parametro de avaliagdo de resposta a
PPNE mais utilizado.

No presente estudo, a PPNE reproduziu a
reaccdo alérgica, tendo sido documentado pelo
score de sintomas, quer analisando o score de
sintomas totais, quer avaliando separadamente o
score de sintomas nasais e extra-nasais (grafico 1).
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Gréfico 2 — Sintomatologia nasal
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Gréfico 2: Score da sintomatologia nasal (® obstrucéo nasal;
B esternutos; A prurido nasal; ¢ rinorreia).

A sintomatol ogianasal acompanhou este padréo do
score total de sintomas, enquanto que o score de
sintomas extra-nasais manteve-se constante no 1°
e 30° minutos e a 62 hora. A sintomatologia nasal
predominante no 1° e 30° minutos traduzem a fase
imediata da reaccdo alérgica, clinicamente
reconhecida.

No ambito da prética clinica, a monitorizagéo
darespostaimediata a PPNE é bem fundamentada
no score de sintomas, como documentado neste
grupo de doentes. A monitorizacdo dafasetardiaé
mais dificil de caracterizar e menos pratica, pois
ndo esta esclarecida a correlagdo da magnitude do
infiltrado eosinofilico com aresposta clinica, quer
sintomatol 6gica quer funcional. A anadlise do score
de sintomas revel ou neste estudo, o predominio da
obstrucdo nasal, como esperado, no entanto baseia-
se numa avaliagdo exclusivamente subjectiva. A
objectivacdo deste parametro atraves da avaliacéo
funcional respiratoria nasal é dificultada pela
auséncia de padronizagéo dos valores de resposta.

Assim, a andlise dos paréametros imunol 6gicos'3
constituira a abordagem mais objectiva para
monitorizar a resposta a prova de provocagao
especifica, com a avaliagdo quantitativa de media-
doresecélulasinflamatorias, implicadas hacascata
imunopatol 6gica da reaccdo aérgica. No entanto,
diversos factores dificultam a sua implementacéo
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na prética clinica. O tempo de avaliagdo (6, 12 ou
24 horas) néo esta definido, tal como néo esta
esclarecido se as sucessivas col heitas de amostras,
independentemente da metodologia utilizada
(lavado, escovado ou bidpsia) condicionam uma
descamacéo excessiva com conseqguente nao
correlacdo dos achados com a magnitude dos
eventos imunopatol 6gicos subjacentes.

As quimiocinas da familia C-C™° tém sido
implicadas na reac¢éo alérgica. Sim et al *°
demostraram pela 12 vez a recolha de vérias
citocinas proinflamatGrias nas secregdes nasais.
Desde entéo, o doseamento destes mediadores
inflamatdrios tem sido alvo de interesse investi-
gacional, no intuito de se esclarecer o envolvimento
de cada um na globalidade dos eventos imuno-
patol6gicos da reaccéo alérgica. Realmente, o
doseamento destas quimiocinas na fase imediata
envolvidas no recrutamento eosinofilico mais
caracteristico da fase tardia, seria de importancia
crucial no esclarecimento de eventual correlacéo
entre esses dois parametros. Desta forma, seriam
ultrapassadas dificuldades relacionadas com a
determinacdo do periodo de monitorizacdo e
valorizag&o da eventual |esdo excessivada mucosa
nasal, evitando a necessidade de doseamentos
seriados no tempo.

A Eotaxina é uma quimiocina da familia CC,
com 8,3KDa, produzida por vérios tipos celulares,
designadamente células endoteliais, fibroblastos,
macrofagos, células epiteliais bronquicas, células
do musculo liso e eosindfilos. Tem sido demons-
trado asua potente e sel ectivaaccéo de quimiotaxia
sobre os eosinéfilos, nomeadamente durante a
inflamac&o al érgica®%19%, No presente estudo, ndo
foram detectados niveis mensuraveis de eotaxina,
em nenhuma das amostras nasais obtidas.

Terada et al 2° demonstraram gque o doseamento
de Eotaxinaem lavados nasai s ap6s PPNE apresenta
umaresposta bifasica, com um pico nal®hora(23+5
pg/ml) e niveis crescentes apds a 62 hora (11+1 pg/
/ml) até a 10? hora (17+2 pg/ml) de monitorizagdo

do estudo. Os niveis de eotaxinacorrelacionaram-
-se com a contagem de eosindfilos e EPX (correla-
cdo estatistica). Hanazawa et al * demonstraram
um aumento, estatisticamente significativo, de
eosinofilos e do score de sintomas as 8h apés
provocacdo nasal com eotaxina, retornando aos
valores basais as 24 horas. Também Gorski®®
demonstrou que a provocagado nasal com eotaxina
provocou um aumento de eosindfilos, no entanto
jaobservada as 4 horas e mantendo-se as 24 horas,
correlacionado com o score de sintomas. Em am-
bos os estudos, a provocagdo com eotaxina ndo
condicionou aumento dos niveis de ECP,

A quimiocina denominada RANTES também
pertence afamilia CC. E produzidapelascéulasT,
célulasepiteliaisdavias aéreas, fibroblastos, células
endoteliais e eosindfilos, sendo reconhecida pela
suaacgao de quimiotaxia dos mondcitos, células T
e eosinofilost®1215,

O doseamento de RANTES nos lavados nasais
(gréfico 3) revelou valores basais de 4,2+2,1 pg/
/ml, 3,96+0,98 pg/ml e 3,90+0,99 pg/ml nas
colheitas obtidas 30 minutos e 6 horas, respectiva-
mente, apos a PPNE. Outros autores descrevem a
cinética do RANTES ap6s PPNE, ainda que com
resultados discordantes. Sim et al*® descreveram a
cinética do RANTES, que apresenta um pico 3h

Gréfico 3—RANTES no lavado
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Gréfico 3: Doseamento de RANTES nos lavados nasais
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apos PPNE. Os niveis (50,6+18,8 pg/ml) corre-
lacionaram-se com o score da fase tardia. Outros
autores? descrevem que o pico de RANTES varia
entreas 1 e5h apds PPNE. O estudo de KleinJan®
demonstrou que apesquisade RANTES em biopsia
nasais 1 hora, 24 horas e 1 semana ap6s PPNE se
correlacionou com o score de sintomas. Kuna et
al’? demonstraram um aumento, estatisticamente
significativo, de eosindfilosem lavados nasais, com
um pico as 2-4h apds provocacao nasal com
RANTES. Tal como no presente estudo, também
outros autores”?°, encontraram baixos niveis de
RANTES. Terada et al 2 demonstraram que 0
doseamento de RANTES e eosinéfilos ndo se
correlacionavam. O papel relativo do RANTES
permanece por esclarecer, aindaque a guns estudos
referidos'®2!, indiquem que o pico precoce de
RANTES, precedendo afasetardia, poderaimplicar
um efeito causal.

No presente estudo, os niveis de quimiocinas
encontrados ndo reflectiram a reaccdo alérgica
documentada clinicamente, admitindo-se que a
técnicade colheitando tenhasido amais adequada.
Os resultados discordantes dos diversos estudos
guanto aosniveisderespostade RANTES aPPNE,
bem como os niveis de eotaxina, poderdo ser
justificados por diferentes técnicas de colheita.
Alam? descreve um método especifico para a
colheitade citocinas, utilizado no estudo de Sim et
al 3. No entanto esta técnica é exclusiva para o
doseamento de citocinas, ndo permitindo aobtencéo
de amostras para contagem celular. Neste estudo
pretendeu-se a avaliagdo de quimiocinas, outros
mediadoresinflamatérios e adinamicacelular apés
a PPNE (dados n&o publicados). Assim, a meto-
dologia utilizada para a obtencdo de mediadores
inflamatérios e células, poderaimplicar excessivas
diluicdes, esclarecerendo os baixos niveis de
quimiocinas encontrados neste estudo. Realmente,
de entre os estudos em que foram utilizados lavados
nasais como método para obter amostras nasais,
apenas Terada et al® encontraram niveis mensu-

raveis de quimiocinas ainda que mais baixos,
comparativamente ao método descrito por Alam.

Mais estudos sdo necessarios para definir o
exacto envolvimento das quimiocinas no infiltrado
celular, bem como ostempos de dindmica. A andlise
comparativa de quimiocinas obtidas por colheita
de rinorreia e por lavado nasal apés prova de
provocagdo nasal podera esclarecer ndo s6 o
envolvimento das quimiocinas nareaccao alérgica,
mas contribuir também para a padronizacao de
métodos de obtengdo de amostras nasais paraestudo
de mediadores inflamatorios da reaccéo alérgica.

Esclarecida a eventual correlacdo entre as
quimiocinas e o infiltrado eosinofilico, bem como
a correlacdo destes parametros imunol 6gicos com
0s parametros clinicos (score de sintomas), parece
promissor, a aplicabilidade do doseamento de
guimiocinas no diagnostico da doenca alérgica e
na monitorizagdo de tratamentos, no ambito da
prética clinica
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