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INTRODUCAO

O estudo dos mediadores e da sua determinagéo
como marcadores de inflamagéo tem adquirido no-
vas aplicagbes com aintroducéo de recentes tecno-
| Ogl asl,2,3,4,5,6,7,8,9,10,ll, 12,13,14_

Como marcadores gerais de inflamagdo sdo em
geral utilizadas as moléculas de adesdo, para os
mastocitos atriptase, para os eosinéfilos a protei-
nacatiénicados eosinofilos— ECP— paraleucdci-
tos circulantes incluindo os basofilos 0 doseamen-
to in vitro apds contacto com o antigénio dos
leucotrienos (CAST), e como marcador especifico
de activagcdo dos basofilos a citometria de fluxo
(FAST), utilizando uma dupla marcagéo por anti-
|gE (basdfilos e anti CD63) marcador de activagao®
2,3,4,5,6,7,9]10, 11, 12, 13, 14, 15_

Nestarevisdo serdo apresentados resul tados obti -
dos nos ultimos anos pelo nosso grupo de trabalho
no estudo da triptase no lavado nasal, o ECP no
lavado nasal, as moleculas de adesdo sollveis, a
libertac8o de leucotrienos por método imunoen-
zimatico — ELISA e aactivacdo dos basofilos por

citometriadefluxo (FAST). Estes métodos podem
ser utilizados tanto para diagndstico etiologico
como parademonstracdo de reactividade celular ou
para controlo de terapéutica tanto farmacol 6gica
como imunoterapia especifica.

1. LIBERTACAO DE TRIPTASE

Como € sabido atriptase € um mediador especi-
fico mastocitério, umavez que apenas 0s mastoci-
tos libertam esta protease apds estimulagdo, pro-
priedade que ndo partilham os basofilos que
libertam histamina como os mastécitos, mas néo
triptase nem PGD2 2 56,810, 11,14, 21,22, 23, 24,25, 26, 27

Os ensaios de estandardizago de testes de pro-
vocagdo com extracto aquoso de Parietaria com
objectivo de dosear triptase no lavado nasal segun-
do a técnica proposta por NACLERIO levemente
modificada’” demonstraram que o0 pico maximo de
libertacéo de mediadores se observava aos 10 min.
gue adose mais eficaz de alergeno aguoso nebulisa-
do erade 1000 U. Obtidosresultadosreprodutiveis



80 A. G. Pama-Carlos et al

estatécnicafoi utilizadade formaseriadaparacon-
trolo de terapéutica.

O estudo dalibertac&o de mediadoresfoi repeti-
do ap6s 2 anos de imunoterapia especifica para a
Parietaria por via sistémica; verificou-se que ndo
s6 aquantidade detriptase libertada estava reduz-
idamastambém que o pico delibertacdo do medi-
ador mastocitario que antes davacina se verificava
aos 10 min. era depois observado aos 20 min. o
gue traduz uma diminui¢éo da reactividade mas-
tocitaria— liberalidade ou rel easebility?22232426,

A diminuic¢éo da quantidade de triptase libertada
verificava-se para qualquer das concentragOes utili-
zadas para a provocacdo nasal (10,100 ou 1000 U).

O estudo seriado da libertac&o de triptase apbs
provas de provocacdo nasal como alergénio espe-
cifico permite assim confirmar anivel celular mas-
tocitario, de forma objectiva a eficacia das vacinas
antial érgicas sobre a activagdo dos mastocitos (27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34).

2. LIBERTACAO DE ECP NASAL

A mesma metodol ogia de lavagem nasal estan-
dardizada pode ser utilizada para avaliar a reacti-
vidade dos eosindfilos apos teste de provocacao
nasal e o efeito dasterapéuticasfarmacol 6gicas com
anti-hi stamini cos sistémicos ou corticoi desinalados
ou imunoterapia especificanareactividade dos eosi-
nofilos. Para a libertacdo de ECP verifica-se apds
provocacao com acaros do pod doméstico (Derma-
tophagoi des pteronyssinus um dupl o padréo, alguns
doentes tem uma elevacdo de libertacdo de ECP ja
uma hora apds provocacao, outros reagem de for-
mamais marcada4 horas apos 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 néo havia diferengas iniciais significa-
tivas entre dois grupos de doentes tratados, uns
com imunoterapia especifica (SIT) outros com far-
macoterapia.

Apds 2 anos de tratamento os doentes tratados
com féarmacos mantinham o mesmo padréo de li-
bertacéo de ECP sem alteragfes significativas. Pelo
contrario, nos doentes tratados com imunoterapia
observou-se umadiminui¢do altamente significati-
va do nivel de ECP ndo sb basal, antes da provo-
cacdo mas também de libertacdo de ECP as 1 e 4
horas_ 1,2,3,17,27,28,38,39,40,41,42_

Estes resultados demonstram que a imunotera-
pia especificaadministrada por via sistémicainibe
a reactividade dos eosindfilos ndo s basal, antes
do contacto com o alergénio mas também apos es-
timulac&o pelo alergénio, contribuindo assim para
diminuir o processo de inflamagéo crénicadaaler-
giarespi ratOria 1:2317.27.28,38,39,.40

3. MOLECULASDE ADESAO
E INFLAMACAO ALERGICA

As formas solUveis das moléculas de adesdo,
facilmente acessiveis no soro, sdo marcadores sis-
témicos muito Uteis da inflamac&o alérgica e po-
dem ser utilizados como marcadores de inflamacéo
permitindo avaliar o efeito das diversas terapéuti-
cas farmacol 6gicas 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 ndo diminui significa-
tivamente em relacdo ao grupo controlo, também
dedoentesriniticos, osniveisséricosdes-|ICAM-1.

No entanto, o nivel de s-VCAM-1 ap6s 0 mes-
mo periodo de tratamento com L oratadina diminui
significativamente.

Foi também estudado o efeito de imunoterapia
especifica sobre o nivel sérico das duas moléculas
de adeséo s-ICAM-1 e ssVCAM-1. ApGs um ano
de imunoterapia especifica ndo se verificou dimi-
nuicdo significativa do nivel de s-ICAM-1 mas
simdo ssVCAM-1. ApGs 2 anos de imunoterapia
especifica tanto 0 s-ICAM-1 como o sVCAM-1
tinham diminuido significativamente em relacéo ao
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grupo controlo tratado apenas com meios farma-
coldgicos confirmando assim uma ac¢do anti-in-
ﬂ amatén a 9 S[éml ca 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
especifica tem um efeito anti-inflamatorio geral,
demonstrado pela diminuicdo das moléculas de
adesao e também uma accao directa sobre mastéci-
tos e eosindfilos traduzido pela diminuicéo de li-
bertacdo de triptase e ECP apds provas de provo-
cacao seriadas com alérgenos especificos. A
confirmag&o de marcadores especificos com indi-
cadores gerais de inflamagdo, nomeadamente as
mol écul as de adesdo permite avaliar aevolucéo das
doencas aérgicas e o efeito das terapéuticas far-
macol 6gi cas ou das vacinas e fornece dados objec-

tivos de avaliagdo da alergia * 42 43 4445 46,47, 48,45, %0,
51,52, 53, 54, 55, 56

4. LIBERTACAO DE LEUCOTRIENOS
E ALERGIA

A activagdo celular apds contacto com o aer-
génio levaas células pré-inflamatorias alibertacéo
de mediadores pré-formados e neoformados.

Estes mediadores podem ser estudados no sangue
periférico apds contacto das células do doentescom o
antigénio no denominado teste de estimulagéo celu-
lar pelo antigénio (cellular antigen stimulation test-
-CAST) com determinagéo dos leucotrienos liberta:
dos. Esta técnicafoi utilizada no estudo da alergiaa
farmacos de doentes e a veneno de himenopteros ob-
servando-se positividade em grande nimero. O facto
de n&o haver para os venenos de himenopteros corre-
lacdo entre 0 CAST, os testes cuténeos, a |gE especi-
fica e o western blot sugere que o CAST pode, ou
identificar reaccOes ndo |gE mediadas ou estar onera
do por falsos positivos umavez que as outras 3 técni-
cas utilizadas tinham correlacdo entre g 7 %:57.58.59,

O CAST pode também ser aplicado ao diagnés-
tico das reacgdes medicamentosastendo sido jauti-

lizado para anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINES) e antibidticos. Verificou-se excelente cor-
relacdo entre CAST e provas de provocacdo a anti-
bi 6ti cos s6 com umadissociagéo, (CAST negativo,
provocagdo positiva paracefalosporing). Estanova
técnica pode assim contribuir para o diagnostico
das reaccOes medi camentosas e possivel mente i den-
tificar em certos casos reaccfes cujo mecanismo é
independente da | gE 7 5-57. 58 59,60, 61,62,

5. ACTIVACAO DE BASOFILOS
POR CITOMETRIA DE FLUXO (FAST)

Nos Ultimos anos a citometria de fluxo permitiu
reactivar atécnica de estudo de desgranulagéo dos
bastfilos humanos muito divulgada ha 20 anos mas
agora pouco utilizada pela morosidade de leitura
em microscopica optica. A versdo actual implica
uma dupla marcagdo com anti-IgE que identifica
praticamente sO os basofilos de sangue periférico,
nicas células circulantes que apresentam sempre
receptores de altaafinidade paraalgE e anti CD63
(mais recentemente CD 203) que € um marcador
de aCtlva(;éO Cel UI ar_62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76.77.78,79.80.83 ' A dupla marcagdo permite a conta-
gem do nuimero de basofilos activados. A activagéo
de bastfilos é especifica para os al érgenos em cau-
sasgjam gramineas, &caros ou outros e permite rea-
lizar um diagnostico anivel humoral como se passa
com algE especifica. Acresce que a cronologia da
activacao celular ndo € simulténea com as variagdes
da IgE especifica e que nomeadamente durante a
imunoterapiaespecificaadiminuicdo dareactividade
dos basofil os precede abaixa de | gE especificacomo
demonstramos haal gunsanos utilizando aindaatéc-
nica de desgranulagéo dos basofilos™ 8182,

CONCLUSOES

Os novos métodos de avaliacdo de libertagdo de
mediadores permitem actualmente uma melhor
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compreensdo patogénica e um diagnéstico mais
preciso das reacgdes e da inflamacdo alérgica. O
seu estudo é forcosamente um trabalho de grupo e
sO a estreita coordenacdo entre 0s nossos col abora-
dores do CHIUL e da Unidade de Imunoalergol o-
gia permitiu obter estes resultados. Na prética o
estudo dos mediadores permite confirmar diagnosti-
cosetiol 6gicos, afirmar aintervencdo de célulasem
causa, mastocitos, basofilos ou eosindfilos, avaliar
aintensidade do componenteinflamatorio e estudar
areactividade perante al érgenos ex vivo tanto pela
libertac&o de leucotrienos como pela aplicagéo da
citometria de fluxo. E possivel que certo nimero
de reacces® ndo mediadas por IgE possam ser
abrangidas pelas novas metodologias nhomeada-
mente, pelo estudo da libertagdo de leucotrienos™
5. E provavel que algumas destas novas vias de
estudo dareaccao al érgicavejam as suas aplicagdes
alargadas na prética Imunoalergologia nos proxi-
mos anosl, 2,4,5,11, 16,17, 18, 19, 20, 21, 62, 63, 78, 83.

Os cheiros, 0s pos, as especiarias ateram os
doentes e mesmo 0s paises como escreveu Sa de
Miranda no século XVI. Se S4de Miranda hoje se
dedicasse ao estudo de mediadores poderia afirmar
de forma poética um concerto sobre inflamacé&o.
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