Brazilian Journal of Allergy and Immunology [ BJAI | Art] go O ri g] na l
© 2013 ASBAI

ASBAI

Determinacao de IgE a alérgenos alimentares
por microarray (ImmunoCAP-ISAC) em pacientes
com rinite alérgica

Evaluation of IgE antibodies to food allergens in patients with allergic rhinitis
using microarray analysis (ImmunoCAP ISAC)
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RESUMO
Objetivo: Determinar a frequéncia de anticorpos IgE a alérgenos alimentares em pacientes com " Universidade Federal do Parana (UFPR),
doencas alérgicas respiratorias por analise molecular. Método: Este estudo transversalincluiu 101 Curitiba, PR.

participantes, com idades entre 6-18 anos, com diagndstico de rinite alérgica (89,1% com asma
associada), sem histéria de alergia alimentar. Foi realizada analise de IgE sérica especifica por
ImmunoCAP ISAC, método que emprega biologia molecular para detec¢do de IgE a componentes
alergénicos, sendo 42 alimentares e provenientes das seguintes fontes: abacaxi, aipo, amendoim,
aveld, bacalhau, camarao, carpa, castanha de caju, castanha do Para, cenoura, gergelim, kiwi, leite
devaca, magd, ovo, péssego, soja e trigo. Valores > 0,3I1SU (unidades padronizadas do ISAC) foram
considerados positivos. Utilizou-se analise estatistica descritiva. Resultados: Vinte e sete (26,7%)
pacientes apresentaram IgE especifica a pelo menos um dos alérgenos alimentares analisados.
Entre os 42 componentes alergénicos testados, 20 (47,6%) foram associados a resposta IgE em
pelo menosumdos pacientes. Alérgenos com maior frequéncia de reatividade IgE foram: camarao
(Pena115,8%, Peni116,8%, Pen m 1 16,8%) e péssego (Pru p 3 5,9%). Conclusdes: Este estudo
demonstrou que a avaliagdo de alergia alimentar baseada em andlise molecular deve considerar
varios elementos, particularmente a correlagdo com os sintomas clinicos, e o conhecimento sobre
reatividade cruzada IgE entre alérgenos das mais variadas fontes. Presenca de IgE especifica a
determinado componente alergénico significa sensibilizacdo, e ndo necessariamente alergia.
Diagnostico incorreto de alergia alimentar pode levar a tratamento inadequado, com dietas
restritivas desnecessarias e prejuizo nutricional para os pacientes.

Descritores: Sensibilizacdo, alérgenos alimentares, alergia respiratoéria, IgE.

ABSTRACT

Objective: To determine the frequency of IgE antibodies to food allergens in patients with Correspondéncia para:
. - . . Thi ; : Laura Maria Lacerda Araujo
respiratory allergicdiseases usingmolecular analysis. Method: This cross-sectional study included i ) .
o ) . A ) - E-mail: laura.araujo80@gmail.com
101 participants aged 6-18 years, diagnosed with allergic rhinitis (89.1% with associated asthma),
and with no history of food allergy. Analysis of serum specific IgE was carried out using the
ImmunoCAP ISAC method, which applies molecular biology tools to the detection of different
allergens, including 42 derived from foods (pineapple, celery, peanut, hazelnut, codfish, shrim Néo foram declarados
gens, g P pple, yp ' ! ' P conflitos de interesse associados
carp, cashew nut, Brazil nut, carrot, sesame, kiwi, cow's milk, apple, egg, peach, soy, and wheat). a publicacdo deste artigo.
Values > 0.3 ISAC standardized units (ISU) were considered to be positive. Descriptive statistical
analysis was used. Results: Twenty seven (26.7%) patients presented specific IgE to at least
one of the food allergens analyzed. Among the 42 allergic components tested, 20 (47.6%) were Submetido em 24/10/2013,
associated with IgE responsesin atleast one patient. The allergens with the highest frequencies of aceito em 25/11/2013.
IgE reactivity were shrimp (Pena 1 15.8%, Peni116.8%, Pen m 1 16.8%) and peach (Pru p 3 5.9%).
Conclusions: The present study showed that molecular-based evaluation of food allergies should
take several elements into consideration, particularly the correlation with clinical symptoms and
the knowledge available on IgE cross-reactivity among allergens from different sources. Presence
of specific IgE to one allergen means sensitization, but not necessarily allergy. Misdiagnosis of
food allergies may lead to inappropriate treatment, with unnecessarily restrictive diets which
could affect the nutritional status of patients.
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INTRODUGCAO

Odiagnésticobaseadonaalergiamolecular (diagnoésti-
comolecular, DM)é utilizado paramapear asensibilizagdo
alérgica de um paciente em nivel molecular, por meio
de componentes alergénicos em substituicdo a extratos
alergénicos totais. Desde a sua introducgdo, no final da
década de 1980, quando tecnologia de DNA foi aplicada
para clonar e caracterizar moléculas alergénicas, DM
vem sendo empregado na pratica clinica do alergista’2.
Atualmente, maisde 130 componentes alergénicos estao
comercialmente disponiveis para utilizagdo em ensaios
para dosagens de IgE especifica sérica.

Um dos principais papeis da alergia molecular é
no diagndéstico e prevencdo da alergia alimentar. O
conhecimento de componentes alergénicos aos quais
o paciente é sensibilizado pode ajudar a diferenciar se
ha uma predisposi¢do a reag¢des locais ou sistémicas
e a persisténcia de sintomas clinicos. Outro aspecto
relevante, dificil de ser definido por meio dos métodos
tradicionais de detec¢do de IgE especifica (in vivo ou in
vitro), é a identificacdo de resposta IgE a alérgenos que
apresentam estabilidade. Alérgenos que sdo estaveis ao
calor ou a digestao geralmente provocam reagdes clini-
cas mais graves, enquanto os componentes alergénicos
l&beis, em sua maioria provocam sintomas mais leves2. O
DM pode ainda diferenciar se ha sensibiliza¢do genuina
a um alérgeno ou se ela ocorre por reatividade cruzada
entre componentes alergénicos, ajudando a identificar
predisposicdo a reacao apds exposicdo a diferentes
fontes alergénicas?3.

O objetivo deste estudo foi verificar a frequéncia
de resposta IgE a alérgenos alimentares por meio de
analise molecular em pacientes com doengas alérgicas
respiratérias.

METODOS

Estudo transversal, em que o tamanho da amostra
foi limitado pela disponibilidade dos testes moleculares.
A selecdo dos pacientes ndo obedeceu a critérios de
randomizacgdo.

Foram incluidos por conveniéncia 101 pacientes com
diagnéstico de rinite alérgica classificados segundo o
documento internacional ARIA- Rinite Alérgica e seu Im-
pactonaAsma“ emacompanhamentonoambulatériode
Alergia Pediatricado Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana. Nenhum dos pacientes apresentava
histéria de alergia alimentar.

Todos os participantes foram submetidos a teste
cutaneode hipersensibilidadeimediatacom os seguintes
alérgenos: Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia tropi-
calis, Blattella germanica, Lolium multiflorum, epitélio de
cdoedegato(IPI-ASACBrasil®). Utilizou-se técnicaemque
foram aplicadas gotas do extrato glicerinado, separadas
por trés centimetros de distancia, na superficie volar do

antebraco direito; em seguida, foi realizada leve puntura
com agulhas calibre 27. Como controle positivo, utilizou-
se histamina (10 mg/mL) e como controle negativo,
solucdo salina com glicerina a 50%>6. Apds 15 minutos,
foram medidos os didmetros da rea¢do e o resultado
considerado positivo quando a média aritmética entre
o maior diametro da papula e a medida perpendicular a
ele foi maior ou igual a trés milimetros. Foram incluidos
0s sujeitos que apresentaram teste cutaneo de hiper-
sensibilidade imediata positivo para pelo menos um dos
alérgenos testados.

Foi realizada coleta de sangue por pungdo venosa e,
apos retracdo do codgulo, as amostras foram centrifu-
gadas a 2.000 rotagdes por minuto durante 10 minutos.
Os soros foram armazenados em tubos Eppendorf a
-80 °C até o envio, em gelo seco, para o laboratério do
Centro de Alergia Molecular em Roma-Italia, onde foram
realizadas as analises moleculares.

O método utilizado foi o ImmunoCAP ISAC® (sigla
traduzida do inglés, que significa imunoensaio em fase
solida de multianalitos), teste in vitro para detec¢do de
anticorpos IgE especificos, que aplica a tecnologia de
microarray proteico.Aprepara¢do domicroarray consiste
emdisporum painelde moléculas alergénicas sobreuma
lamina de vidro (75x25 mm) modificada quimicamente
através da adicdo de reagentes como os epoxisilanos ou
nitrocelulose, comafinalidade de melhoraraligagao pro-
teica.Cadaalérgeno é colocadoemtriplicata para garantir
a confiabilidade do teste. Para a realizagdo do ensaio,
foram adicionados 20 pLdo soro a sertestado emlamina
de microarray. Alérgenos reconhecidos por anticorpos
IgE do paciente foram detectados por anticorpos anti-IgE
marcados comsubstancia fluorescente. Osvaloresforam
medidos por scanner a laser, gerando resultados semi-
quantitativos e classificados em unidades padronizadas,
comresultados considerados positivos quando maior ou
igual a 0,3 ISU (ISAC standardized units)3”.

Dos 103 componentes alergénicos testados, foi
analisada no presente estudo a reatividade IgE aos 42
alérgenos alimentares, originados das seguintes fontes:
abacaxi (Ana c 2); aipo (Api g 1.0101); amendoim (Ara h
1,Arah2,Arah 3,Arah 8.0101); avelad (Cora 1.0101, Cor
a 1.0401, Cor a 8.0101, Cor a 9); bacalhau (Gad c 1.0101);
camarao (Pen a 1.0101, Peni 1, Pen m 1); carpa (Cyp ¢
1.01); castanha de caju (Ana o 2); castanha do Para (Ber
e 1.0101); cenoura (Dau ¢ 1.0101); gergelim (Ses i 1); kiwi
(Actd 1, Actd 2, Actd 5, Act d 11); leite de vaca (Bos d 4,
Bos d 5, Bos d 6, Bos d 8, Bos d lactoferrin); magd (Mal d
1.0108); ovo (Gal d 1, Gal d 2, Gal d 3, Gal d 5); péssego
(Prup 1.0101, Pru p 3); soja (Gly m4.0101, Glym 5, Gly m
6) e trigo (Tria 18, Tria 19, Tria 19.0101, Tri a 30).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana. Os pais ou
responsaveis assinaram termo de consentimento livre
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e esclarecido e os participantes maiores de 12 anos,
termo de assentimento livre e esclarecido. O programa
Statistica (Statsoft®) foi utilizado para anélise descritiva
dos dados obtidos.

RESULTADOS

De um total de 101 pacientes com idades entre 6 e
18 anos (média 10,7 anos), 62 eram do sexo masculino.
Todos apresentavam rinite alérgica, com classificacdo e
diagndstico conforme ARIA de 42,6% com rinite leve e
57,4% com rinite moderada/grave. A maioria tinha asma
associada (89,1%), cuja gravidade foi definida como:
47,5% leve; 33,7% moderada; e apenas 7,9% grave, com
diagndstico e classificagdo conforme GINAS. Nenhum
paciente tinha histdria ou sintomas associados a alergia
alimentar.

Vinte e sete (26,7%) pacientes apresentaram IgE es-
pecifica a pelo menos um dos componentes alergénicos
derivadosde alimentos queforamanalisados. Entre os 42
alérgenosalimentarestestados, 20(47,6%) apresentaram
reatividade IgE em pelo menos um dos pacientes (Tabela
1). Os que apresentaram maior frequéncia reatividade
IgE foram: camardo (Pen a 1 15,8%; Pen i 1 16,8%; Pen
m 1 16,8%) e péssego (Pru p 3 5,9%).

DISCUSSAO

O DM permite identificar a presenca de IgE especifica
a varios componentes alergénicos a partir de uma pe-

quena quantidade de soro'. No entanto, a interpretacdo
dos seus resultados deve ser feita individualmente, de
acordo com a histéria clinica e os sintomas descritos pelo
paciente®. No presente estudo, nenhum dos participantes
apresentava queixas relacionadas a alergia alimentar,
porém cerca de % dos paciente exibia sensibiliza¢do a
algum dos componentes alergénicos derivados de fontes
alimentares que foram testados, embora os niveis de IgE
especifica tenham sido baixos na maioria dos casos.

Uma exce¢do foram os alérgenos obtidos a partir
de espécies de camardo: Pena 1,Penm 1 ePeni1, que
apresentaram alta frequéncia de reatividade e niveis de
IgE mais elevados que os demais. Sdo tropomiosinas
altamente homologas, com sequéncia de aminoacidos
praticamente idéntica (> 97%). Devido a isso, na versao
mais atual do painel ImmunoCAP ISACfoimantido apenas
Penm1, dado o elevado grau de identidade e reatividade
cruzada IgE entre elas.

Provavelmente, a presenca de anticorpos IgE espe-
cificos para camardo ocorreu por reatividade cruzada
IgE a tropomiosinas de acaro (alérgeno Der p 10) e/ou
baratas (alérgenos Per a 7 e Bla g 7). A tropomiosina é
uma proteina que regula a contragdo muscular, e é um
pan-alérgeno altamente conservado entreinvertebrados,
com identidade de sequéncia acima de 80%. E alérgeno
principal em camardo, outros crustaceos e moluscos, e
estd associada a reatividade IgE variavel a acaro e bara-

Tabela 1- Frequéncia de positividade a componentes alergénicos alimentares (n = 101)

Componente Frequéncia de ISU
Fonte alergénica Nome cientifico alergénico reatividade IgE n(%) média/mediana
Kiwi Actnidia deliciosa Actd1 1(0,9) 1,81

Actnidia deliciosa Actd 5 2(1,9) 04

Abacaxi Ananas comosus Anac?2 2(1,9) 1,4
Castanha de caju Anacardium occidentale Ana 0 2.0101 2(1,9) 4,4
Aipo Apium graveolens Api g 1.0101 1(0,9) 7,9
Amendoim Arachis hypogaea Arah 1 2(1,9) 0,6

Arah 3 1(0,9) 0,5
Leite de vaca Bos domesticus Bos d lactoferrin 2(1,9) 0,9
Carpa Cyprinus carpio Cypc1.01 1(0,9) 0,3
Bacalhau Gadus callarias Gad c 1.0101 2(1,9) 0,8
Ovo (ovalbumina) Gallus domesticus Gald2 1(0,9) 0,3
Ovo (lisozima) Gallus domesticus Gald5 1(0,9) 0,3
Soja Glycine max Gly m 4.0101 2(1,9) 24

Glym 6 1(0,9) 03
Camarao rosa Penaeus aztecus Pena1 16 (15,8) 14,8/6,2
Camarao branco indiano Penaeus indicus Peni1 17 (16,8) 15,7/4,4
Camarado tigre gigante Penaeus monodon Penm 1 17 (16,8) 19,1/6,0
Péssego Prunus persica Prup 1.0101 1(0,9) 0,5

Prunus persica Prup3 6 (5,9) 0,9/0,5

Gergelim Sesamum indicum Sesi1 4(3,9) 1,0/0,9
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tas. Etambém importante proteina associada & resposta
IgE a parasitas, incluindo Ascaris lumbricoides e Anisakis
simplex'°. Portanto, a resposta IgE aos componentes Pen
al1,Peni1ePenm 1 pode refletir reacdo cruzada com
Der p 10, derivado do Dermatophagoides pteronyssinus,
que mostrou reatividade Ige em 15,8% dos pacientes
estudados(dadondo apresentado nosresultados), todos
comdiagnostico de alergia respiratéria. Estes resultados
sugeremqueapositividade aos componentes alergénicos
do camardo nestes casos significa sensibilizacdo, e ndo
alergia alimentar'011,

Outro componente que apresentou frequéncia de
positividade relativamente alta foi o Pru p 3, derivado do
péssego, cuja proteinaéconhecidacomo LTP (/ipidtransfer
protein) e considerada como um marcador de gravidade
para reac¢des alérgicas alimentares?2. LTPs sdo proteinas
estaveis ao calor e a digestdo, podendo causar reagdes
cruzadas de maior gravidade com polens’. Como os pa-
cientesdo estudosdo criancas e adolescentes, ha possibi-
lidade de desenvolverem sintomasde alergiaoral(alergia
alimentar relacionada a pdélen) ou reacdes anafilaticas
futuramente. As LTPs sdo consideradas pan-alérgenos
e ja foi descrita reatividade cruzada entre alimentos e
polens que a contém?213, Embora os participantes do
estudo apresentem rinite persistente, encontrou-se que
todos osque apresentaram IgE especificaaoPrup 3,eram
igualmente positivos ao componente Pla a 2, derivado
do platano (dado ndo descrito nos resultados). Talvez,
em analise mais detalhada, estes pacientes também
refiram sintomas de rinite sazonais, pois sdo moradores
da regido sul do Brasil, onde sdo encontrados platanos
e ja foi descrita doenca polinica’. Possivelmente alguns
deles apresentem reac¢do cruzada entre fruta e pdlen
pela presenca da LTP.

OsalérgenosdeaipoApig1, péssego Prup 1 esojaGly
m4,encontradosem cercade 1%dos pacientes, pertencem
ao grupo das proteinas PR-10, que tém homdlogos em
polensepodem causarsindromeda alergiaoralapdsasua
ingestdo. Estas proteinas sao sensiveis ao calor, portanto
se o alimento é ingerido cozido, é bem toleradoZ.

O alérgeno de abacaxi Ana c 2 é uma bromelina, que
€ um marcador para determinantes carboidratos com
reatividade cruzada (CCDs), existindo em polens e outros
alimentos. Sensibilizagdo a CCDs é raramente associada
a sintomas clinicos?.

E possivel que a presenca de IgE para esses alérgenos
alimentares citados acimareflitareatividade IgE com pro-
teinas PR-10 e LTPs, além de CCDs, presentes em polens,
uma vez que os pacientes sdo da regido sul do Brasil.

Por outro lado, os alérgenos de kiwi Actd 1 e Actd 5;
castanha de caju Ana 0 2.0101; amendoim Arah 1 e Ara
h 3; leite de vaca Bos d lactoferrina; ovo Gal d 2 (ovalbu-
mina) e Gal d 5 (lisozima); soja Gly m 6 e gergelim Ses i
1 sdo considerados espécie-especificos?; entretanto, os
resultados do ImmunoCAP-ISAC para a maioria desses

componentes mostrou niveis médios<1ISU(faixa0,3a4,4
USU). O significado clinico da presenca de IgE para esses
alérgenos,sem presencade sintomascomaingestdodos
mesmos, ainda permanece desconhecido.

Conclui-se que a avaliacdo de alergia alimentar
baseada em andlise molecular deve considerar varios
elementos, particularmente a correlagdo com os sin-
tomas clinicos, e o conhecimento sobre reatividade
cruzada IgE entre alérgenos das mais variadas fontes.
Presenca de IgE especifica a determinado componente
alergénicosignifica sensibilizagdo, e ndo necessariamente
alergia. Diagnostico incorreto de alergia alimentar pode
levar a tratamento inadequado, com dietas restritivas
desnecessarias e prejuizo nutricional para os pacientes.
Portanto, para que se faca uso adequado deste método
detalhado para detec¢do de componentes alergénicos,
torna-se imprescindivel anamnese e coleta de sintomas
clinicos rigorosas.
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