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Resumo

Doencas alérgicas sdo frequentes na populacdo em geral e
estdo associadas a sensibilizacdo a alérgenos do ambiente, co-
mo alimentos, pélens, acaros, fungos, insetos e medicamentos.
A presenca de anticorpos IgE especificos para alérgenos carac-
teriza a sensibilizagédo alérgica.

Esta revisdo aborda a orientacdo atual para correta avalia-
¢ao das doencas alérgicas. Sao discutidos os principais méto-
dos para o diagndstico - determinacao sérica de IgE especifica
e testes cutaneos com alérgenos - assim como, o teste de con-
tato atépico e novas técnicas em desenvolvimento.
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Introducao

ManifestagOes alérgicas sdo provocadas pela produgdo de
anticorpos IgE especificos para alérgenos presentes no
ambiente, como proteinas de acaros, alimentos, veneno de
insetos, podlens e fungos, por exemplo. O diagnéstico das
doencas alérgicas é feito primariamente por histdria clinica
detalhada e pelo exame fisico. Para a confirmacao do diag-
noéstico é necesséario demonstrar a presenca de IgE especi-
fica contra alérgenos inalantes ou outros alérgenos envol-
vidos na histéria clinica e, quando possivel, comprovar a
participacdo deste(s) alérgeno(s) na provocagdo da mani-
festagdo clinica. No momento ha grande variedade de mé-
todos in vivo e in vitro para avaliar a presenca de anticor-

Abstract

Allergic diseases are frequent conditions in general popula-
tion. These diseases are linked to allergic sensitization to com-
mon environmental allergens, like pollens, mites, molds, foods,
insects and drugs. Identification of allergen specific IgE antibo-
dy characterizes an allergic sensitization.

In this review is analyzed the current approach to diagnosis
allergic conditions. The authors discuss major diagnostic me-
thods, as serum specific IgE antibody and allergen skin test,
atopy patch test and new techniques that are in development.
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pos antigeno-especificos da classe IgE.

IgE total

A determinacdo de IgE total costuma ser solicitada na
avaliacdo das condicdes alérgicas. Numerosos fatores con-
tribuem para o nivel sérico de IgE e devem ser considera-
dos para sua correta interpretacdo. Pode-se destacar a
predisposicdo genética; fatores ambientais (ex. exposicao
a alérgenos); infeccbes; idade; sexo; poluicdo; tabagismo;
tipo e intensidade de sensibilizacdes alérgicas. Niveis séri-
cos de IgE total elevados sdo observados na maioria dos
casos de dermatite/eczema atépico e/ou asma alérgica e,
mais raramente, em pacientes com quadro exclusivo de
rinite alérgica™?.

A determinacdo de IgE é realizada por ensaio imunoen-
zimatico (ELISA). O resultado é quantitativo, podendo ser
expresso em unidades internacionais por mililitro (1 Ul/
mL), quilo unidades (1 kU/L), ou em nanogramas por mili-
litro (2,4 ng/mL de IgE)*2.

O nivel sérico de IgE total é variavel de acordo com a
idade; costuma ser indetectavel no neonato, atingindo con-
centrag6es maximas em adultos jovens. A determinacgéo de
IgE total auxilia no diagnéstico diferencial quando ha sus-
peita de esofagite eosinofilica; alergia ocupacional de causa
ndo esclarecida; aspergilose pulmonar alérgica; sinusite
alérgica por fungos, etc?.

Nivel elevado de IgE nédo é sinbnimo de presenca de do-
enca alérgica. IgE pode estar elevada em vérias condigfes,
como: parasitoses intestinais ou cutaneas, mieloma, sin-
drome de hiper-IgE, sindrome de Wiskott-Aldrich, aspergi-
lose e filariose pulmonares, entre outras. No Brasil com
regularidade sdo detectados niveis elevados de IgE total
em individuos ndo-atépicos. Isto provavelmente reflete o
grau de exposicdo pessoal a microorganismos em geral
(bactérias, parasitas, fungos e virus).
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IgE especifica

A determinacao de IgE especifica, genericamente deno-
minada RAST (derivado da abreviatura da primeira técnica
disponivel para este fim — radioallergosorbent test - , é um
parametro critico para o diagnostico de alergia mediada
por IgE. A presenga de anticorpos IgE indica sensibilizacao.
A concentracdo de anticorpos IgE é um instrumento para
identificar o alérgeno sensibilizante e para acompanhar a
evolugdo da doencga alérgica.

Sé&o condigbes clinicas com indicacao para avaliagdo dos
niveis séricos de IgE especifica as doencgas atopicas (rinite
alérgica, asma, conjuntivite alérgica, dermatite atépica) e
manifestacdes possivelmente desencadeadas por anticor-
pos IgE, como anafilaxia por insetos, reac¢des a alimentos
e, eventualmente, a medicamentos.

A determinacao de IgE especifica no soro tem a mesma
finalidade dos testes cutaneos de leitura imediata. Com
frequéncia esses procedimentos sdo comparados quanto a
eficacia, sensibilidade, especificidade no diagnéstico clinico
rotineiro. O teste in vitro apresenta algumas desvantagens
quanto ao tempo de execug¢do, custo e sensibilidade para
alguns alérgenos. Por sua vez, existem algumas condicdes
especiais em que o teste in vitro é a melhor alternativa®®,
como: pacientes que facam uso de anti-histaminicos ou
outras medicac¢des que possam interferir com testes cuta-
neos; pacientes com eczema ou dermografismo; pés-qua-
dro de anafilaxia (até seis semanas); quando o teste in vi-
vo pode oferecer risco de reagdes sistémicas: venenos de
insetos, latex e alimentos; em situagbes em que é impor-
tante confirmar o teste cutaneo e quando néo existe dispo-
nivel extrato alergénico para teste cutaneo.

A disponibilidade de realizacdo de IgE especifica pode
favorecer a ma préatica, como solicitagdo exagerada ou ina-
dequada do exame. Certas atitudes devem ser evitadas,
como: solicitacdo de IgE especifica em reacGes que néo
sao mediadas por IgE; para alérgenos que o paciente nao
tem contato ou para agentes que nao induzem a producao
de IgE (corantes, analgésicos e antiinflamatérios, p. exem-
plo). A selegdo dos alérgenos a serem solicitados deve se
basear na historia clinica e no exame do paciente. A
anamnese adequada direciona a solicitacdo e reduz o nu-
mero de testes usados para o diagnostico.

A eficiéncia da determinacdo de IgE especifica e sua
contribuicdo para a pratica clinica dependem dos critérios
utilizados para sua indicacdo e da qualidade técnica do
laboratério responsavel pelo exame.

Expresséo de resultados (IgE especifica)

Inicialmente os testes eram semi-quantitativos e os re-
sultados distribuidos em classes. As classes compreendem
uma faixa ampla de valores, definindo seis grupos princi-
pais como na tabela abaixo™?. Hoje é possivel quantificar
os niveis de IgE especifica. Estes sdo expressos em kU / L.

Classes Faixa (kU/L) Resultados
0 Inferior a 0,35 Indetectavel
1 0,35a 0,70 Fraco
2 0,70 a 3,50 Moderado
3 3,50 a 17,50 Forte
4 17,50 a 50 Muito Forte
5 50 a 100 Muito Forte
6 Superior a 100 Muito Forte

A presencga de anticorpos IgE especificos para alérgeno
€ um sinal de sensibilizacdo alérgica, no entanto, deve-se
estabelecer a relagdo entre manifestacdo clinica e o nivel
de anticorpos IgE especifico. Isto é particularmente notavel
nos casos de alergia a alimentos.
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Selecdo dos alérgenos para pesquisa
A selecdo dos alérgenos deve ser fundamentada pela
avaliacdo do paciente, considerando quadro clinico e ex-
posicdo a alérgenos de importancia regional.
Os laboratérios de analises clinicas disponibilizam as
seguintes opcdes para avaliagdo de IgE especifica:
a) alérgenos isolados, individuais, como Blomia tropicalis,
leite de vaca, veneno de abelha, etc.
b) “pool” de alérgenos (ex. mistura de poeira domiciliar e
acaros domésticos, alérgenos infantis, etc.)
c) painéis de alérgenos relacionados (ex. painel de
fungos, painel de gramineas, etc.).

A pesquisa de pool ou painel de alérgenos pode ser util
para o monitoramento da presenca de alergia. Os paineis
desenvolvidos para este fim compreendem os alérgenos
mais prevalentes agrupados; por ex. grupo de alimentos
infantis ou de alérgenos inalantes®®. Resultado negativo
ajuda no diagnéstico diferencial, poupa a execugdo de
multiplos testes. Em casos de resultado positivo deve-se
prosseguir na investigagdo para identificacdo especifica do
agente sensibilizador*?#.

E sempre importante ressaltar que a deteccdo de IgE
especifica somente indica que existe sensibilizagdo. isto é,
a determinagdo de IgE especifica ndo faz diagnéstico de
doenca alérgica, portanto, o resultado deve ser avaliado a
luz da histéria, do exame do paciente, das caracteristicas
alergénicas do local, etc.

A determinacéo da IgE especifica pode auxiliar no moni-
toramento da evolucdo do paciente atdpico. A exclusdo de
alimentos da dieta e a imunoterapia com veneno de insetos
séo situagbes que podem ser acompanhadas de alteracdes
significativas na producéo de IgE®“.

Portanto, a pesquisa in vitro de IgE especifica oferece
uma importante contribuicdo para o diagnéstico de alergia,
porém para sua correta interpretagdo é fundamental consi-
derar os resultados dos testes em conjuncgdo com a histéria
clinica.

TESTES CUTANEOS — PUNTURA (PRICK-TEST).

O teste cutaneo de leitura imediata é considerado o
principal método para confirmar sensibilizagdo alérgica me-
diada por IgE. E um procedimento pouco invasivo e quando
realizado corretamente tem boa reprodutibilidade”®. O pro-
cedimento tem carater educativo para 0s pacientes uma
vez que permite visualizar na pele a resposta inflamatéria
alérgica que Ihes acomete olhos, nariz, brénquios, e trato
gastrointestinal.

Papel dos testes alérgicos cutaneos na pratica clinica

Testes cutdneos sdo usados para confirmar a sensibili-
dade clinica induzida por grande variedade de alérgenos
encontrados naturalmente no ambiente como aeroalérge-
nos (acaros da poeira domiciliar, polens, alérgenos de ani-
mais, fungos, baratas) e alimentos.

Extratos alergénicos

Um importante pré-requisito para a realizacdo de teste
cutdneo com resultados confiaveis é a disponibilidade de
preparacdes alergénicas estaveis e padronizadas, isto €,
com poténcia, estabilidade e composicao conhecidas. Os
extratos alergénicos devem preencher as seguintes carac-
teristicas: conter alérgenos ativos em quantidades propor-
cionais aquelas encontradas nas fontes naturais do alérge-
no; a concentragdo deve ser conhecida e expressa em uni-
dades bioldgicas definidas; ndo deve haver contaminagéo
com outros alérgenos; os produtos finais ndo devem ter
componentes irritantes ou téxicos; deve ter estabilidade
documentada dentro dos limites aceitaveis®!°. A qualidade
e a guantificagdo dos alérgenos presentes nos extratos é
muito importante para interpretagdo e valorizagdo dos tes-
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tes alérgicos, todavia, nao existe uniformidade nas concen-
tracdes disponiveis para uso clinico e tampouco equivalén-
cia entre as unidades utilizadas por laboratérios diversos*®.

Extratos alergénicos em solucdo aquosa perdem pro-
gressivamente a poténcia. A perda de poténcia pode ser
retardada, mas ndo evitada pelo uso de conservantes. A
albumina sérica humana a 0,03% ¢ eficaz como estabili-
zante, sem ser irritante. Glicerina a 50% ¢é mais eficaz que
a albumina para evitar a perda de poténcia, e deve ser
usado em todos os extratos armazenados para uso no tes-
te de puntura. Os extratos alergénicos devem ser sempre
mantidos sob refrigeracdo (2-8°C) quando ndo estdo em
uso*?.

Técnica de aplicacao

- Puntura (prick-test)

A técnica de puntura é a mais usada pela boa reproduti-
bilidade e facilidade de aplicagdo. O teste de puntura é o
preferido na avaliacdo inicial, pois é mais rapido de reali-
zar, provoca menor desconforto, permite testar varios alér-
genos ao mesmo tempo, e oferece menor risco de reagfes
sistémicas. Além disso, quando realizado com extratos
adequados correlaciona-se com a sensibilidade clinica.

Uma gota de antigeno é aplicada sobre a pele. Faz-se
passar uma agulha ou lanceta através desta gota e se
provoca a ruptura da camada mais superficial da pele (no
teste intradérmico o antigeno é injetado na derme). A lei-
tura do resultado deve ser feita entre oito e dez minutos
para a histamina e ap6s 15 a 20 minutos para os alérge-
nos. Devem ser registrados a média (em mm) dos maiores
e menores diametros da papula e do eritema - anotar o
didmetro maior (em mm) e o didmetro perpendicular no
ponto médio do maior; somar e dividir por dois. Este é o
valor em mm a ser registrado. Alguns sugerem que se
marque com caneta os limites externos da reacdo e entéo
se aplique uma fita adesiva que registrara e podera ser
conservada na ficha do paciente

As reacbes consideradas clinicamente relevantes e, por-
tanto, como resultados positivos, apresentam papula com
3mm ou mais de diametro médio e 10mm ou mais de eri-
tema.

O ndmero de alérgenos testados dependera das caracte-
risticas do paciente, como idade, quadro clinico, exposi¢cao
a alérgenos regionais, entre outros®. O teste de puntura é
um procedimento seguro embora, reagdes sistémicas te-
nham sido observadas?

Para auxiliar a interpretagdo dos testes sdo necessarios
os controles negativo e positivo. As solu¢gdes usadas como
controle negativo sdo geralmente os diluentes utilizados na
conservagdo dos extratos, servindo para detectar dermo-
grafismo e reatividade inespecifica da pele ao diluente e/ou
ao puntor. O controle positivo ajuda a detectar a supressao
por medicamentos ou doenca e variacbes na performance
dos técnicos, e é geralmente usado o fosfato de histamina,
na concentracdo de 10mg/ml.

A resposta positiva no teste cutaneo reflete a presenca
de anticorpos alérgeno-especificos ligados aos mastécitos,
entretanto, ndo demonstra que este alérgeno seja a causa
das manifestagfes clinicas. Isto é, a resposta positiva re-
flete sensibilizacdo, mas ndo necessariamente alergia cli-
nica.

— Fatores que podem influenciar o resultado do
teste
1. a idade do paciente — a partir dos trés meses de idade,
ja se consegue uma reagao com papula e eritema, com
predominancia do eritema em criancas de pouca idade
e baixa reatividade cutanea até os cinco anos. A reati-
vidade cuténea volta a diminuir a partir dos 60 anos;
2. algumas drogas inibem a reatividade ao teste, princi-
palmente os anti-histaminicos — a duragdo do efeito

Rev. bras. alerg. imunopatol. — Vol. 32, N° 1, 2009 5

inibitério esta ligada a farmacocinética da droga e aos
seus metabodlitos ativos. Os anti-H1 classicos reduzem
a reatividade por varios dias. Recomenda-se que o0s
pacientes evitem anti-histaminicos por quatro a cinco
dias antes da aplicacdo dos testes de leitura imediata.
O cetotifeno suprime a resposta cutanea por um perio-
do de até 30 dias. Antidepressivos triciclicos inibem a
papula por algumas semanas. Pequenos cursos de cor-
ticosteroides sistémicos ndo interferem na reatividade
cutanea, no entanto, a aplicacdo de corticosterdides
topicos por uma semana pode reduzir tanto a fase
imediata quanto tardia da reacdo cutanea®.

— Precaucgdes que devem ser tomadas para a reali-
zacado dos testes de puntura

O teste cutaneo é um procedimento médico. A aplica-
céo, leitura e interpretacdo de testes cutaneos devem ser
realizadas somente por médicos habilitados para sua exe-
cucdo. A exposicao de paciente ao alérgeno sensibilizante,
mesmo em quantidades diminutas oferece risco de reacdo
sistémica, portanto, também por razdes de seguranca, O
procedimento deve ser realizado na presenga de médico.
Equipamento de emergéncia deve estar disponivel, com
equipe treinada para sua utilizagdo. Testes cutdneos néo
devem ser aplicados em pacientes que estejam com sin-
tomas nao controlados™.

O Conselho Federal de Medicina publicou a Resolugéo
CFM N° 1.794/2006 na qual estabelece as normas minimas
para a utilizagdo de extratos alergénicos para fins diagnds-
ticos e terapéuticos nas doencas alérgicas®.

- Testes cutaneos na alergia a alimentos

Na investigacdo de alergia alimentar tem se demonstra-
do que existe relacdo entre o tamanho da reagdo ao teste
cutaneo e/ou nivel de IgE especifica e a resposta positiva
ao teste de provocacao oral. Assim, aconselha-se observar
os valores de cutt-off considerados na populacao.

Em estudo de 555 provocagbes com alimentos em 467
criancas se observou que teste cutaneo com diametro mé-
dio da papula de pelo menos 8 mm para leite de vaca, 7
mm para clara de ovo e 8 mm para amendoim foi 100%
diagnéstico para reagfes alérgicas usando determinados
extratos comerciais. Em criancas menores de dois anos de
idade, os diametros médios de péapulas correspondentes
foram 6, 5 e 4mm respectivamente®®?’.

Alguns alérgenos alimentares perdem rapidamente suas
propriedades antigénicas e os extratos correspondentes
tém pouca atividade alergénica'®, por isso, alguns alergis-
tas preferem utilizar a técnica do prick-to-prick com ali-
mentos frescos. Esta técnica apresenta algumas variacgdes.
A mais utilizada consiste em realizar puntura com uma lan-
ceta no alimento, um pouco antes de realizar a puntura na
pele do paciente, pois se mostrou uma técnica pratica e
com resultados reprodutiveis®. Alimentos com consisténcia
mais soélida (p. ex., amendoim) podem ser macerados e di-
luidos em solucdo salina 1:3. Extratos com os alimentos
frescos provocaram respostas mais sensiveis e mais fortes
do que os extratos comerciais, e 0s seus resultados apre-
sentaram melhor correlagéo com a provocacéo oral®.

— Testes cutdneos com medicamentos

O diagnéstico etiologico na hipersensibilidade a drogas
representa uma das maiores dificuldades na alergologia.
Muitas vezes a histéria clinica ndo é suficiente para o diag-
néstico, principalmente quando mais de uma droga esta
envolvida.

Os testes cutaneos de puntura podem ser usados na
avaliacao de reacao de hipersensibilidade a drogas quando
a suspeita é de uma reacdo IgE mediada. Isto é possivel
nas reacOes adversas aos antibidticos beta-lactamicos (pe-
nicilinas, cefalosporinas), relaxantes neuromusculares, in-
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sulina, protamina, heparina, estreptoquinase e quimopa-
paina, quando estas drogas estiverem relacionadas com
sintomas imediatos de urticaria/angioedema, rinite, con-
juntivite, broncoespasmo e outros sintomas de anafilaxia.
Podem ser considerados também na avaliacdo de hipersen-
sibilidade a anestésicos locais, entretanto, neste caso o
propoésito seria mais excluir uma reagdo a preparacao tes-
tada, do que confirmar a hipersensibilidade a droga®*?%.

Na area de reagdo a medicamentos os testes cutaneos
com medicamentos devem ser considerados com muita
cautela. Estao absolutamente proibidos em pacientes com
histéria de hospitalizagdo por reacdes a drogas, reacodes
com perigo a vida e reagdes cutaneas graves como Steven-
-Johnson?®.

Teste de Contato Atépico (TCA, Atopy Patch-Test)

O teste de contato atdpico consiste na aplicacdo de
alérgeno - com o mesmo método dos testes de contato
tradicionais para avaliar dermatite de contato alérgica, po-
rém visando avaliar hipersensibilidade tardia a alimentos,
aeroalérgenos e alguns medicamentos.

A valorizagdo do TCA ainda é discutida. Embora a técni-
ca seja conhecida ha quase duas décadas**?®, persistem
duavidas quanto a concentragédo ideal do alérgeno e o tem-
po de aplicagéo do teste na pele.

Indicacdes

O TCA foi inicialmente realizado em criangas com der-
matite atépica para pesquisa de sensibilidade cutanea a
alérgenos alimentares, como proteinas do leite e ovo. Pos-
teriormente, alérgenos inalatérios foram introduzidos e
passou-se a realizar os testes em pacientes com e sem
dermatite. No momento, ha sugestdes do teste em reagdes
alérgicas a medicamentos?.

O TCA associado a teste de puntura ou pesquisa de IgE
especifica, principalmente para proteinas do leite, ovo e tri-
go pode ser método substitutivo a dieta de exclusdo na
avaliacdo de alergia em casos de dermatite atopica®’%2.

Técnica sugerida: colocacédo do alérgeno na placa ade-
siva do teste de contato, na diluicdo que varia de 1/1 a
1/1000 em solugédo aquosa ou vaselina. Esta Gltima induz a
resposta mais intensa®. Alguns pesquisadores chamam a
atencéo de que concentragfes maiores do alérgeno podem
levar a irritagdo cutanea induzindo a falso resultado positi-
Vo.

O alérgeno é aplicado em disco de papel de filtro ou alu-
minio de diametros de 8 ou 12mm. O disco de aluminio
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normalmente disponivel em nosso meio é o de 8mm, mas
alguns estudos recomendam que o disco seja de 12mm?°.
O teste é colocado, preferencialmente, na regido dorsal do
paciente. O tempo de permanéncia varia de 24 a 72 horas,
realizando-se leituras 24 a 72 horas ap6s a retirada®=°. A
oclusdo por 48 horas parece ser a mais recomendavel®’.

A manutencdo do adesivo por 72 horas, principalmente em
criancas e no verdo tropical é dificil, além disso, pacientes
muito sensiveis a determinados alérgenos talvez ndo su-
portem a manutencédo por 24-48 horas. A observacao ini-
cial por 20-30 minutos para verificar a tolerancia, bem co-
mo orientacdo da retirada antecipada do teste em caso de
prurido ndo suportavel sdo recomendag¢des importantes.

E valorizado desde o eritema até papula, vesiculas e bo-
Ihas®2. Por se tratar de teste de resposta celular tardia,
emprego de anti-histaminico ndo estaria contra-indicado.
Entretanto, quando se valoriza o eritema, a suspensédo pré-
via do anti-HI é recomendavel®.

Diferente do teste de puntura, o indice de positividade
no TCA em criangas menores que dois anos é maior que
em criancas com mais idade. Outro estudo comparando
criancas e adultos também verificou indice maior em crian-
ga532’33

Observacoes:

A aplicacdo de TCA para avaliacdo de sensibilizacdo a
alérgenos alimentares e acaros ainda ndo pode ser incor-
porada como exame diagnodstico de rotina. Detalhes técni-
cos e alguns aspectos relacionados a interpretacao dos re-
sultados ainda n&o estdo totalmente esclarecidos. Assim
sendo, a indicagdo e realizacdo destes testes ainda é restri-

ta a area de pesquisa clinica®*.

Novas abordagens no diagndstico da sensibilizagao
alérgica mediada por IgE

Entre as rea¢fes de hipersensibilidade as condi¢des as-
sociadas ao tipo | de Gel e Coombs (mediadas por anticor-
pos IgE) ocupam um lugar de destaque pela alta incidéncia
e por seu potencial de gravidade. Devido ao baixo nivel sé-
rico desta imunoglobulina, os exames laboratoriais especi-
ficos para sua deteccdo demandam extrema sensibilidade.

Algumas vezes pode ser utilizada a mensuracdo dos
mediadores inflamatérios consequentes a degranulagdo de
mastoécitos e basoéfilos como método indireto de detecgéo
da IgE (tabela 1).

Tabela 1 - Testes laboratoriais que indicam a presencga de sensibilizacédo alérgica e a respectiva proteina responsavel.

Objetivo do teste Principio do teste

Tecnologia basica Exemplos

Detectar a presenca
de sensibiliza¢éo do

Anticorpos IgE/IgA/IgG séo testados com

Diferentes ensaios utilizando uma fase UniCAP
sélida para se ligar a anticorpos ELISA

alérgeno especifico alérgenos especificos alérgeno-especificos, detectados Imunoblot
9 P através de reagentes anti- IgE/IgA/1gG Microarray
Histamina de mastdcitos e baséfilos UniCAP
Triptase de mastdcitos UniCAP
Presenca de - . .
mediadores L i taglandi Fase solida ligada a anticorpos e ELISA
: . eucotrienos e prostagiandinas reagentes com marcadores “anti-
inflamatorios de Mediadores de eosinoéfilos (ex: proteina reagentes”
diferentes células A 1os (ex: p g UniCAP
catidnica eosinofilica)
Mediadores de linfécitos (citocinas) ELISA

. . Proliferacéo de linfécitos T
Resposta imunolégica

celular Ativag&do de basdfilos

Cultura de células T com estimulo Cultura de células
alergénico/antigénico especifico; analise CAST*
da proliferacéo celular

Citometria de fluxo

*CAST: teste de estimulagdo antigénica celular. Adaptado de referéncia 36.
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A capacidade de um teste em detectar anticorpos espe-
cificos depende da quantidade de alérgenos presentes em
seu sistema. Extratos naturais de alérgenos sdo usados na
rotina dos especialistas para a realizacdo de testes in vivo
e in vitro. Estas preparac¢des, no entanto, variam signifi-
cantemente quanto a sua composi¢cdo e alergenicidade,
além disso, alguns pacientes podem ndo apresentar anti-
corpos para todo o alérgeno, mas para apenas alguns de
seus componentes alergénicos, o que vem a ser de crucial
relevancia quando o objetivo for a imunoterapia especifica.
Como resposta a estas questdes, os extratos recombinan-
tes vém sendo cada vez mais utilizados nos testes diagndés-
ticos das doencas alérgicas. Centenas de alérgenos recom-
binantes ja foram desenvolvidos e alguns deles ja estdo
disponiveis no sistema ImmunoCAP®.

Outro método laboratorial que utiliza alérgenos recombi-
nantes e rapidamente vem encontrando espago em pesqui-
sas é o sistema de microarrays. Sua principal vantagem é
a de permitir que varios antigenos sejam mensurados ao
mesmo tempo, necessitando de minimas quantidades de
sangue quando comparado aos exames convencionais.

A seguir serdo abordados alguns métodos diagndsticos
que embora ainda ndo sejam utilizados rotineiramente, re-
presentam avancgos no diagnéstico das doencgas alérgicas.

1- Marcadores celulares

A. Triptase e histamina:

Os mastdcitos sdo as células mais abundantes durante
0s processos alérgicos. Quando ativados, liberam varios
mediadores pré-formados, como a histamina e a triptase,
responsaveis pelos sintomas da reagdo alérgica. Ao contra-
rio da triptase, a histamina é rapidamente degradada apo6s
sua liberagéo e ndo é considerada um bom marcador para
reacbes imediatas como anafilaxia ou mastocitose®”. A trip-
tase, no entanto pode ser utilizada como excelente marca-
dor de ativacdo de mastdcitos. Valores maiores que 20ug/L
sdo considerados elevados e podem ser detectados até 3 a
6 horas apoés a degranulacdo do mastdcito’.

B. Proteina catidnica eosinofilica (PCE):

A PCE é uma proteina altamente citotdxica encontrada
nos granulos de eosinéfilos, células responsaveis pela per-
petuacdo da reagdo inflamatéria dos bronquios em indivi-
duos asmaticos. Ultimamente tem sido relacionada tam-
bém com a lesdo tecidual encontrada na esofagite eosino-
filica®® e é encontrada em altos niveis em criancas com
alergia ao leite de vaca. Niveis elevados de PCE podem ser
detectados no sangue, lavado bronco- alveolar e escarro. A
determinacéo sérica da PCE pode servir como marcador da
atividade inflamatéria da asma, assim como, e ser utilizada
como parametro para guiar o tratamento com corticoste-
réides™.

2. - Immunoblotting

Eventualmente observam-se pacientes que apresentam
histéria evidente de reacédo a certo tipo de alérgeno, mas
seus anticorpos ndo sdo detectados pelos métodos conven-
cionais. Nestes casos, quando a sensibilizacdo a um deter-
minado alérgeno é suspeita, o imunoblotting (ou Western
blotting) pode ser realizado.

As proteinas do alérgeno suspeito sdo separadas por
gel-eletroforese de acordo com seu peso molecular e entao
transferidas para uma membrana (blotting). Nesta fase s6-
lida, o soro dos pacientes em analise permitirdao a identifi-
cacdo do(s) alérgeno(s) através da ligagcdo de seus anticor-
pos IgE com a respectiva proteina. Apesar de bastante
sensivel, o0 método demanda bastante tempo, requer o co-
nhecimento molecular do alérgeno em questao e deve ser
sempre comparado com um controle®®.

Alguns pesquisadores vém tentando estabelecer uma
relacdo direta entre o teste de ativagdo dos baséfilos e o
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status clinico do paciente, em especial nos casos de alergia
alimentar. A analise da ativacdo dos basdfilos pode ser util
se utilizada para comparar aspectos funcionais da IgE, sen-
do um bom parametro para o monitoramento das reagdes
inflamatorias alérgicas. Embora ndo esteja padronizada, a
deteccdo de CD63 e CD20c esta sendo utilizada com suces-
so em varios centros na avaliagdo de reagbes a medica-
mentos*®*t,

4- Quantificacdo de IgE especifica:

Microarray

Nos ultimos dez anos, uma nova tecnologia capaz de pro-
duzir sequéncias de DNA ou de proteinas em miniaturas
vem possibilitando a analise de centenas de amostras si-
multaneamente. A técnica é baseada em uma fase sélida
onde sdo depositadas as proteinas (naturais, recombinan-
tes ou purificadas) e o posterior contato com o soro dos
pacientes a ser analisado. A quantidade de sangue neces-
saria para o screening € um dos grandes diferenciais do
microarray: com apenas 20-30pL de soro é possivel quan-
tificar dezenas de proteinas ao mesmo tempo“2. A sensibili-
dade deste método é comparada as do RAST, ELISA e Imu-
noblotting*®*4.
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