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INTRODUÇÃO

O estudo dos mediadores e da sua determinação
como marcadores de inflamação tem adquirido no-
vas aplicações com a introdução de recentes tecno-
logias1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11, 12,13,14.

Como marcadores gerais de inflamação são em
geral utilizadas as moléculas de adesão, para os
mastocitos  a triptase, para os eosinófilos a proteí-
na catiónica dos eosinofilos — ECP — para leucóci-
tos circulantes incluindo os basofilos o doseamen-
to in vitro após contacto com o antigénio  dos
leucotrienos (CAST), e como marcador especifico
de activação dos basofilos a citometria de fluxo
(FAST), utilizando uma dupla marcação por anti-
IgE (basófilos e anti CD63) marcador de activação1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15.
Nesta revisão serão apresentados resultados obti-

dos nos últimos anos pelo nosso grupo de trabalho
no estudo da triptase no lavado nasal, o ECP no
lavado nasal, as moleculas de adesão solúveis, a
libertação de leucotrienos por método imunoen-
zimático — ELISA,e a activação dos basófilos por

citometria de fluxo  (FAST). Estes métodos podem
ser utilizados tanto para diagnóstico etiológico
como para demonstração de reactividade celular ou
para controlo de terapêutica tanto farmacológica
como imunoterapia específica.

1.  LIBERTAÇÃO DE TRIPTASE

Como é sabido a triptase é um mediador especí-
fico mastocitário, uma vez que apenas os mastóci-
tos libertam esta protease após estimulação, pro-
priedade  que não partilham os basófilos que
libertam histamina como os mastócitos, mas não
triptase nem PGD2 2, 5, 6, 8, 10, 11, 14, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27.

Os ensaios de estandardização de testes de pro-
vocação com extracto aquoso de  Parietaria com
objectivo de dosear triptase no lavado nasal segun-
do a técnica proposta por NACLERIO levemente
modificada7 demonstraram que o pico máximo de
libertação de mediadores se observava aos 10 min.
que a dose mais eficaz de alergeno aquoso nebulisa-
do era de 1000 U.  Obtidos resultados reprodutíveis
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esta técnica foi utilizada de forma seriada para con-
trolo de terapêutica.

O estudo da libertação de mediadores foi repeti-
do após 2 anos de imunoterapia específica para a
Parietaria por via sistémica;  verificou-se que não
só  a quantidade  de triptase libertada estava reduz-
ida mas também que o  pico  de libertação do medi-
ador mastocitário que antes da vacina se verificava
aos 10 min. era depois observado aos 20 min.  o
que traduz uma diminuição da reactividade mas-
tocitária — liberalidade ou releasebility21,22,23,24,26.

A diminuição da quantidade de triptase libertada
verificava-se para qualquer das concentrações utili-
zadas para a provocação nasal (10,100 ou 1000 U).

O estudo seriado da libertação de triptase após
provas de provocação nasal como alergénio espe-
cífico permite assim confirmar a nível celular mas-
tocitário, de forma objectiva a eficácia das vacinas
antialérgicas sobre a activação dos mastócitos (27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

2. LIBERTAÇÃO DE ECP NASAL

A mesma metodologia de lavagem nasal estan-
dardizada pode ser utilizada para avaliar a reacti-
vidade dos eosinófilos  após teste de provocação
nasal e o efeito das terapêuticas farmacológicas com
anti-histaminicos sistémicos ou corticoides inalados
ou imunoterapia específica na reactividade dos eosi-
nófilos. Para a libertação de ECP verifica-se após
provocação com ácaros do pó doméstico (Derma-
tophagoides pteronyssinus um duplo padrão, alguns
doentes tem uma elevação de libertação de ECP já
uma hora após provocação, outros reagem de for-
ma mais marcada 4 horas após contacto com o alér-
geno 1, 2, 21, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41.

 Num ensaio controlado  a médio prazo verifi-
cou-se que não havia diferenças iniciais significa-
tivas entre dois grupos  de doentes tratados, uns
com imunoterapia especifica (SIT) outros com far-
macoterapia.

Após 2 anos de tratamento os doentes tratados
com fármacos mantinham o mesmo padrão de li-
bertação de ECP sem alterações significativas. Pelo
contrário, nos doentes tratados com imunoterapia
observou-se uma diminuição altamente significati-
va do nível de ECP não só basal, antes da provo-
cação mas também de libertação de ECP às 1 e 4
horas. 1,2,3,17,27,28,38,39,40,41,42.

Estes resultados demonstram que a imunotera-
pia específica administrada por via  sistémica inibe
a reactividade dos eosinófilos não só basal, antes
do contacto com o alergénio mas também após es-
timulação pelo alergénio, contribuindo assim para
diminuir o processo de inflamação crónica da aler-
gia respiratória 1,2,3,17,27,28,38,39,40.

3. MOLÉCULAS DE ADESÃO
E INFLAMAÇÃO ALÉRGICA

As formas solúveis das moléculas de adesão,
facilmente acessíveis no soro, são marcadores sis-
témicos muito úteis da inflamação alérgica e po-
dem ser utilizados como marcadores de inflamação
permitindo  avaliar o efeito das diversas terapêuti-
cas farmacológicas ou outras. 4, 7, 12, 14, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

4, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56.
O tratamento prolongado com anti-histaminicos

anti H1 como a Loratadina não diminui significa-
tivamente em relação ao grupo  controlo, também
de doentes riníticos,  os níveis séricos de s-ICAM-1.

No entanto, o nível de s-VCAM-1 após o mes-
mo período de tratamento com Loratadina diminui
significativamente.

Foi também estudado o efeito de  imunoterapia
especifica sobre o nível sérico das duas moléculas
de adesão s-ICAM-1 e s-VCAM-1. Após um ano
de imunoterapia especifica não se verificou dimi-
nuição  significativa  do  nível  de s-ICAM-1 mas
sim do s-VCAM-1.  Após  2 anos de imunoterapia
especifica tanto o s-ICAM-1 como o s-VCAM-1
tinham diminuído significativamente em relação ao
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grupo controlo  tratado apenas com meios farma-
cológicos confirmando assim uma acção anti-in-
flamatória sistémica 4, 46, 48, 49, 50, 52, 53, 54, 55, 56.

Estes resultados assim como os obtidos para a
triptase e o ECP confirmam que a imunoterapia
específica tem um efeito anti-inflamatório geral,
demonstrado pela diminuição das moléculas de
adesão e também uma acção directa sobre mastóci-
tos e eosinófilos traduzido pela diminuição de li-
bertação de triptase e ECP após provas de provo-
cação seriadas com alérgenos específicos. A
confirmação de marcadores específicos com indi-
cadores gerais de inflamação, nomeadamente as
moléculas de adesão permite avaliar a evolução das
doenças alérgicas e o efeito das terapêuticas far-
macológicas ou das vacinas e fornece dados objec-
tivos de avaliação da alergia 4, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,

51, 52, 53, 54, 55, 56.

4.  LIBERTAÇÃO DE LEUCOTRIENOS
E ALERGIA

A activação celular após contacto com o aler-
génio leva as células pró-inflamatórias à libertação
de mediadores pré-formados e neoformados.

Estes mediadores podem ser estudados no sangue
periférico após contacto das células do doentes com o
antigénio no denominado teste de estimulação celu-
lar pelo antigénio (cellular antigen stimulation test-
-CAST) com determinação dos leucotrienos liberta-
dos. Esta técnica foi utilizada no estudo da alergia a
fármacos de doentes e a veneno de himenopteros ob-
servando-se positividade em grande número. O facto
de não haver para os venenos de himenopteros corre-
lação entre o CAST, os testes cutâneos, a IgE especí-
fica e o western blot sugere que o CAST  pode, ou
identificar reacções não IgE mediadas ou estar onera-
do por falsos positivos uma vez que as outras 3 técni-
cas utilizadas tinham correlação entre si 7, 56, 57, 58, 59.

O CAST pode também ser aplicado ao diagnós-
tico das reacções medicamentosas tendo sido já uti-

lizado para anti-inflamatórios não esteróides
(AINES) e antibióticos. Verificou-se excelente cor-
relação entre CAST e provas de provocação a anti-
bióticos só com uma dissociação, (CAST negativo,
provocação positiva para cefalosporina). Esta nova
técnica pode assim contribuir para o diagnóstico
das reacções medicamentosas e possivelmente iden-
tificar em certos casos reacções cujo mecanismo é
independente da IgE 7, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62.

5. ACTIVAÇÃO DE BASÓFILOS
POR CITOMETRIA DE FLUXO  (FAST)

Nos últimos anos a citometria de fluxo permitiu
reactivar a técnica de estudo de desgranulação dos
basófilos humanos muito divulgada há 20 anos mas
agora pouco utilizada pela morosidade  de leitura
em microscópica óptica. A versão actual implica
uma dupla marcação com anti-IgE que identifica
praticamente só os basófilos de sangue periférico,
únicas células circulantes que apresentam sempre
receptores de alta afinidade para a IgE e anti CD63
(mais recentemente CD 203) que é um marcador
de activação celular.62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,

76, 77, 78, 79, 80, 83. A dupla marcação permite a conta-
gem do número de basófilos activados. A activação
de basófilos é especifica para os alérgenos em cau-
sa sejam gramíneas, ácaros ou outros e permite rea-
lizar um diagnóstico a nível humoral como se passa
com a IgE específica.  Acresce que a cronologia da
activação celular não é simultânea com as variações
da IgE especifica e que nomeadamente durante a
imunoterapia específica a diminuição da reactividade
dos basófilos precede a baixa de IgE específica como
demonstramos há alguns anos utilizando ainda a téc-
nica de desgranulação dos basófilos21, 81, 82.

CONCLUSÕES

Os novos métodos de avaliação de libertação de
mediadores permitem actualmente uma melhor
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compreensão patogénica e um diagnóstico mais
preciso das reacções e da inflamação alérgica. O
seu estudo é forçosamente um trabalho de grupo e
só a estreita coordenação entre os nossos colabora-
dores do CHIUL e da Unidade de Imunoalergolo-
gia permitiu  obter estes resultados. Na prática o
estudo dos mediadores permite confirmar diagnósti-
cos etiológicos, afirmar a intervenção de células em
causa, mastócitos, basófilos ou eosinófilos, avaliar
a intensidade do componente inflamatório e estudar
a reactividade perante alérgenos ex vivo tanto pela
libertação de leucotrienos como pela aplicação da
citometria de fluxo.  É possível que certo número
de reacções61 não mediadas por IgE possam ser
abrangidas pelas novas metodologias nomeada-
mente, pelo estudo da libertação de leucotrienos56,

57. É provável que algumas destas novas vias de
estudo da reacção alérgica vejam as suas aplicações
alargadas na prática Imunoalergologia nos próxi-
mos anos1, 2, 4, 5, 11, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 62, 63, 78, 83.

Os cheiros, os pós, as especiarias alteram os
doentes e mesmo os países como escreveu Sá de
Miranda no século XVI. Se Sá de Miranda hoje se
dedicasse ao estudo de mediadores poderia afirmar
de forma poética um concerto sobre inflamação.
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