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RESUMO

Durante os dltimos anos foram isolados potentes
mediadores dos mastocitos e outras células
inflamatérias com grande significado nas alteracoes
das vias aéreas na asma. Sabe-se que a histamina é um
importante mediador nas doencas alérgicas mas o seu
papel exacto na asma ainda nao esta bem estabelecido.
A nebulizacao ultrassonica com agua destilada (AD) é
um bom teste na avaliacdo da hiperreactividade
bronquica e a libertacdo de mediadores por via nao
imunolégica. Com oobjectivo de avaliar o envolvimento
da histamina na AD, mediram-se os niveis de N-
metilhistamina urinaria em 22 asmaticos (10 homens e
12 mulheres), idade média 22,2 + 9 anos, antese 1, 2,3
e 4 horas apds o teste. Somente 16 em 22 doentes
tiveram queda significativa do VEMS (20%). Houve
uma variacao dos valores individuais da excrecao de
N-metilhistamina sem padrao consistente. Nao havia
diferencas significativas entre respondedores e nao
respondedores e entre atopicos e nao atopicos,sugerindo
que a libertacao local de mediadores é mais relevante
na asma induzida por AD.

PALAVRAS-CHAVE: Hiperreactividade bronqui-
ca, teste de agua destilada, N-metilhistamina urinaria.

SUMMARY

During the last years many potent mediators have
been isolated from mast cells and other inflamatory cells
which could be of great significance in the development
of airway changes in asthma. It is known that histamine
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is an important mediator in allergic diseases but its
precise role in asthma is not yet, completely established.
Ultrasonically nebulized distilled water (UNDW)
challenge is a good test to evaluate bronchial reactivity
and non-immunologicalrelease of mediators. To evaluate
the involvement of histamine in UNDW, N-me-
tilhistamine urinary levels were measured in 22
asthmatics (10 male and 12 female), mean age 22.2 + 9
Yyears, before, 1, 2, 3 and 4 hours after the challenge.
Only 16/22 patients had a significant fall in Fey ,(20%).
There was a wide variation in individual values with no
consistent pattern of N-metilhistamine excretion. No
significant differences in responders or atopic patients
were found, sugesting that local mediator release is more
relevant to UNDW induced asthma.

KEY-WORDS: Bronchial hyperreactivity, Distilled
Water, N-metilhistamine.

INTRODUCAO

As vias aéreas dos doentes asmaticos respondem com
broncoconstri¢do a administragdo de dgua destilada em
nebulizagio ultrassénica (1-6), o que ndo acontece nos
individuos normais. Os mecanismos pelos quais este esti-
mulo provoca broncoconstri¢do ainda n#o estdo comple-
tamente esclarecidos mas pensa-se que um deles sera a
libertagdo de mediadores mastocitarios.

A histamina, um dos mediadores pré-formados com
maior importancia nas reacgdes de hipersensiblidade ime-
diata é sintetizada e armazenada em mastdcitos e basofilos.
Estd demonstrado que os doentes asmaticos tém mastdcitos
no lumen das vias aéreas e que estes tém a capacidade de
libertarem mais histamina do que os de individuos nor-
mais (7,8).

Foi verificado em estudos "in vitro” que os mastdcitos
libertam histamina quando mergulhados em solutos
hipotdnicos, provavelmente por entrada de dgua para o
interior das células levando-as a desgranulagio (9, 10, 1 1).
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Varios autores tém procurado avaliar as variagdes da
histaminémia apds provocagio com exercicio
(12,13,14,15)ecom alergénio (16,17,18), mas osresultados
tém sido discrepantes, talvez devido a semi-vida curta da
histamina (19) e a artefactos na sua determinagzo (20).

Este trabalho teve por objectivo determinar um dos
metabolitos da histamina (N-metilhistamina) na urina de
modo seriado apds provocagdo com &dgua destilada
nebulizada ultrass6nicamente.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 22 doentes asmaticos, 12 do sexo
feminino e 10 do sexo masculino, com idades compreen-
didas entre os 13-43 anos (média de 22,2 + 9) sendo 16
atépicos e 6 ndo at6picos. Todos os doentes estavam em
situagfio clinica estdvel nao referiam nenhuma infecgdo
respiratérih nas 4 semanas que precederam o estudo e
.suspenderam todos os formacos suscept ‘veis de interferi-
rem nos resultados pelos periodos habitualmente reco-
mendados (21). O VEMS basal (% previsto para o sexo,
idade ¢ altura) era superior a 80% em todos os individuos
estudados. '

Foram dadas instrugGes para ndo haver ingestdo de
alimentos que contém histamina nas 48 horas anteriores
ao estudo. Este constitui na realizagdo de um teste de
provocagdo com dgua destilada administrada em
nebulizag#o ultrassénica e na determinagaio da N-metilhis-
tamina em vérias amostras de urina, colhidas antes da
prova,uma, duas, trés e quatro horas apés o fim da mesma.
Ap6s medigdo do volume de cada colheita, congelou-se
uma amostra a temperatura de -20°C.

O teste de provocagdo com agua destilada foi efectu-
ada usando inala¢Ges sequenciais de 4gua destilada,
esterilizada & temperatura ambiente, administrada por um
nebulizador ultrassénico modelo Heyer USE 77, fazendo
variar o débito de 2 ml para 4 ml (débito medido
volumétricamente em vdrias ocasides) e o tempo de cada
inalagdo: as duas primeiras duravam 1 minuto, as duas
seguintes 2 minutos e a dltima 4 minutos. Administraram-
-se assim doses cumulativas de dgua destilada de 2, 4, 8,
16 ¢ 32 ml de 4gua (fig. 1). A prova era suspensa quando
havia queda de VEMS de pelo menos 20% em relago ao
valor basal ou apds a administragdo dos 32 ml, se tal ndo
se verificasse.

Determinacgao da N-Metilhistamina na Urina

O doseamento de N-metilhistamina (N-MH) na urina
foi feito por um método de anticorpo duplo RIA
(Pharmacia® Histamine RIA 50) segundo instrugdes do

fabricante (fig. 2).

As amostras de urina foram descongeladas e diluidas
em PBS a 1:51; adicionou-se 200111 desta urina diluida ou
de N-MH standard a mesma quantidade de I'* histamina
acoplada a albumina sérica do ciio; em seguida juntaram-
-se 200ul de anticorpo monoclonal especifico € a mistura

VOLUME 1 - NUMERO 2

foi incubada (16-20h) durante a noite a 4°C. No dia
seguinte separou-se a N-MH livre e ligada, por adigdo de
um segundo anticorpo (Imunosorbent) com incubagéo
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Apds
centrifugagio e decantagdo determinou-se a radioactivi-
dade no residuo.

Determinou-se em cada amostra de urina a creatinina
excretada, tendo os valores de N-MH encontrados sido

expressos em mmol de N-MH/mol de creatinina.
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FIG. 1- Diagrama ilustrativo da prova de provocagdo
com dgua destilada
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FIG. 2 - Método laboratorial usado na determinag¢do da
N-metilhistamina na urina.
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RESULTADOS

Dos 22 doentes submetidos ao teste de provocagio
com dgua destilada, apenas 16 apresentaram queda de
VEMS 2 20%, com volumes de dgua destilada inferiores
a32ml.

Verificou-se uma grande variabilidade dos valores
individuais sem nenhum padréo consistente de excregdo
de N-metilhistamina na urina no grupo dos 22 casos
avaliados em conjunto (Quadro I). N4o se encontraram
diferengas estatisticamente significativas quando se com-
pararam os niveis médios de N-metilhistamina dos
respondedores .com os dos ndo respondedores a dgua
destilada (Quadro II). Também ndo se verificaram dife-
rengas estatisticamente significativas quando se compara-
ram os niveis médios de N-metilhistamina dos doentes
atopicos com os dos nao atépicos (Quadro III).
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QUADRO I - Valores individuais e médios de N-metilhistamina
(mmol N-metilhistamina/mol de creatinina) basal e apés
provocagdo com dgua destilada (AD).

BASAL 1H 2H 3H 4H
Com queda (A) 1445 149,0 117,1 196,9 1492
N=16
EP 177 +214 +144 +62,0 +204
Sem queda (B) 125;S 157,2 1237 121,8 2467
N=6
EP +16,8 +534 +142 *172 +13,6

QUADRO II - Niveis de N-metilhistamina (mmol N-metilhistaminal
Imol de creatinina) em respondedores (A) e ndo respondedores (B)
a dgua destilada. Média e erro padrdo da média; p >0,05 em
qualquer comparagao.

36

e )
BASAL 1H 2H 3H 4H

Atépicos 140,0 170,5 138,0 1344 147,0

(média)

N=16

EP +18,3 +26,6 +23.3 +146 +143

Nao atépicos 1238 99.9 162,5 164,0 165,0

(média)

N=6

EP +134 +15.3 +342 +47,6 +47,1

QUADRO III - Valores médios de N-metilhistamina
(mmol N -metilhistaminalmol de creatinina) em atdpicos e ndo
atdpicos a dgua destilada. Média e erro padrdo da média;
p>0,05 em qualquer comparagao.

DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que a inalagio de dgua destila-
da ¢ um estimulo broncoconstritor em individuos com
asma (1-6). O mecanismo envolvido nio estd perfeita-
mente esclarecido, mas o facto da broncoconstrigio poder
ser inibida pelo cromoglicato dissédico (6, 22) e por
antihistaminicos nomeadamente a terfenadina (23, 24)
apoia a hipétese de estar envolvida a libertagio de
mediadores. '

A histamina, um importante mediador quimico nas
reacgOes de hipersensibilidade imediata, ¢ sintetizada e
armazenada em mastocitos e basofilos.

Em trabalhos recentes tem sido demonstrado que as
variagOes osmoticas sao responsaveis ndo s6 pelo desen-
cadear do broncospasmo apds inalagdo de solutos
hiperténicos e hipot6nicos (1, 2, 5) mas também pela asma
induzida pelo esforgo e pela tosse (25). A libertagio de
mediadores mastocitérios (histaminae factor quimiotactico
de neutréfilos) tem sido associada as quedas do VEMS
verificadas apGs o exercicio e provocagdo com 4gua
destilada (26, 27, 28).

Também se tem observado "in vitro" que os mastécitos
dorato quando incubados em solutos hipoosmolares liber-
tam histamina (9, 29). Esta libertagdo, em resposta a
solugdes hipo ou hiperosmolares parece dar-se de uma
forma dependente da dose (11).

Os resultados dos diferentes trabalhos sugerem algu-
mas hipéteses quanto ao mecanismo subjacente 4
broncoconstrigio observada apds provocagio com o exer-
cicio (30, 31).

Em alguns estudos tem sido demonstrado alteragoes
na histamina plasmatica apés provocagao antigénica (16,
17,32, 33). No entanto dado que os métodos usados nio
eram especificos para a histamina, os resultados nio sio
fidveis (34, 35). Em ensaios mais recentes executaram-se
determinagOes mais precisas deste mediador no plasma
(36, 37).
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Aproximadamente 10% da histamina libertada na cir-
culagdo sanguinea ¢ metabolizada por N-metilagdo e
excretada na urina. Tém sido descritos vérios métodos
para a determinagdo da histamina e seus metabolitos (38,
39, 40, 41). No entanto diversos factores t&m contribuido
para a baixa fiabilidade dos resultados. Por um lado, € um
mediador que se mantém muito pouco tempo em circula-
¢do (19, 34) e por outro hd artefactos t ‘cnicos que interfe-
rem naqueles doseamentos. Parece assim que a determina-
¢do do seu metabolito principal na urina, a N-MH pode
reflectir niveis sanguineos da mesma, com a vantagem da
estabilidade, acessibilidade e possibilidade de revisdo
retrospectiva das urinas.

Neste trabalho encontramos valores urindrios de N-
MH muito dispersos, ndo havendo diferengas entre
respondedores ¢ ndo respondedores a dgua destilada e
entre atopicos € ndo atopicos.

Tal como tem sido observado para os niveis urin arios
‘¢ N-MH nfo parecem estar relacionados com as respostas
bronquicas a provocagdo com dgua destilada. Provavel-
mente mediadores locais entre 0s quais a histamina, pare-
cem ser mais relevantes na broncoconstri¢do induzida
pela dgua destilada, sem no entanto haver altera¢des nos
seus niveis sanguineos e urindrios.
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