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Resumo

Um diagnostico preciso da alergia pode ser completado por testes in vivo ou in vitro
depois da realizacdo de uma completa e clara histdria clinica. O laboratério de analises
clinicas detém um papel importante no diagndstico e monitorizacdo do paciente
alérgico, sobretudo nas situacdes em que os testes in vivo ndo podem ser realizados ou
séo inconclusivos.

O exame laboratorial mais utilizado no diagnostico da alergia é a determinagdo das IgE
especificas no soro e a sua determinacdo pode ser feita por singleplex
(monocomponentes) com a tecnologia ImmunoCAP ou, mais recentemente, por

multiplex, através da tecnologia ISAC (ImmunoCAP Solid-Phase Allergen Chip).

Além desta, existem outras metodologias laboratoriais disponiveis, como o teste de
ativagdo de basdfilos com citometria de fluxo, realizado em laboratorios especializados;
a medicdo dos niveis de triptase, que podem confirmar ou excluir uma reagdo anafilatica
e a ECP no soro, que pode ser utilizada como indicador de ativacdo eosinofilica em
asmaticos. Este trabalho pretende fazer uma revisdo atualizada das metodologias

laboratoriais atualmente disponiveis para o diagndéstico da alergia.

Abstract

An accurate allergy diagnosis can be made by means of in vivo or in vitro tests, after
producing a thorough and comprehensive clinical history. Clinical laboratory is of
foremost importance for diagnosing and monitoring an allergic patient, especially when
in vivo tests cannot be conducted or are inconclusive.

The most widely used laboratory test for allergy diagnosis consists in measuring the
specific IgE in the serum. The test can be done either by singleplex technology or, more
recently, by multiplex, using ImmunoCAP® Solid-Phase Allergen Chip technology.

Other laboratory methodologies can also be used, namely the basophil activation test
with cytometry flow, which is performed in specialized laboratories; the measuring of
the tryptase levels, which may confirm or rule out an anaphylactic reaction, and
the identification of ECP in the serum, which can serve as an indicator of eosinophilic

activation in patients suffering from asthma.

This study makes an updated review of laboratory methodologies currently used for

allergy diagnosis.
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1. Introducéo

As reacOes alérgicas atravessam importantes areas da medicina e atingem na sua
heterogeneidade diferentes 6rgdos e sistemas, como a pele, as vias respiratorias e
digestivas . Estdo associadas & sensibilizacdo a alergénios do ambiente, como
alimentos, polenes, acaros, fungos, insetos e medicamentos. As doencgas alérgicas mais
importantes incluem a asma, rinoconjuntivite, anafilaxia, urticaria, eczema e

angioedema, bem como alergias alimentares e a farmacos .

As alergias sdo frequentes na populacdo em geral ! e tém vindo a aumentar
consideravelmente ao longo das Ultimas duas décadas . Atualmente, as doencas
alérgicas representam o 5° grupo de doencas cronicas mais frequentes a nivel do grupo
de paises desenvolvidos, no qual Portugal se integra. Afetam cerca de 35-40% da

populaco e sdo consideradas uma das epidemias da civilizacdo moderna ..

A auséncia de diagnostico e de tratamento adequado tem sido uma realidade em todas as
areas da doenca alérgica e representa dificuldades acrescidas para a qualidade de vida
de quem sofre destas patologias ™. O diagnéstico da alergia ¢ algumas vezes complexo
e a historia clinica requer a consideracdo de muitos fatores, e em determinadas situacdes
o laboratorio tem um papel importante na confirmacdo da alergia. Alguns estudos
sugerem que, quando o clinico utiliza apenas a historia clinica e anamnese na avalia¢do

de uma possivel doenca alérgica, a precisdo do diagnéstico raramente excede os 50% ).

Neste trabalho pretende-se fazer uma revisdo atualizada das metodologias analiticas que

auxiliam no diagndstico das alergias, disponiveis no laboratdrio de anélises clinicas.



2. Hipersensibilidade, alergia e atopia

O termo alergia nem sempre correspondeu a mesma condicéo, pelo que a nomenclatura
sempre foi varidvel e pouco unanime. De modo a assegurar uma abordagem segura,
uniforme e rigorosa entre os profissionais de saude, a padronizacdo da nomenclatura foi
proposta pela European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) em
2001 e atualizada mais tarde, em 2003, pela Comissdo de revisdo de nomenclatura da
World Allergy Organization (WAO) 1",

Atualmente a alergia é considerada como um tipo de reacdo de hipersensibilidade. A
hipersensibilidade é definida como sinais ou sintomas objetivamente reprodutiveis,
desencadeados pela exposi¢do a estimulos conhecidos, numa dose que € tolerada pelos
individuos normais. As reacGes de hipersensibilidade nem sempre envolvem
mecanismos imunoldgicos podendo, por exemplo, resultar de uma deficiéncia

enzimatica .

O termo “atopia” foi criado em 1923 pelos investigadores americanos Arthur Coca e
Robert Cooke ™! e o seu significado etimolégico pode ser entendido como uma
tendéncia pessoal ou familiar para produzir anticorpos IgE em resposta a doses baixas
de alergénios e a desenvolver sintomas tipicos tais como asma, rinite, conjuntivite ou

eczema/dermatite "1,

A alergia é, entdo, definida como uma reacdo de hipersensibilidade mediada por
mecanismos imunolégicos "%, Quando existe alergia, essa reatividade anormal do
nosso sistema imunitario pode envolver mecanismos IgE mediados (e falamos entéo de
doencas atdpicas, quando existe uma predisposicdo associada) B! ou mecanismos de
outros tipos (IgG, células citotoxicas linfocitarias), pelo que podem existir situacGes de
alergia sem atopia, como sucede em muitos casos de alergia a medicamentos. Por vezes
pode verificar-se a coexisténcia de mecanismos IgE mediados e ndo mediados (tipo

misto) .



3. Fisiopatologia da alergia

A grande maioria das alergias € mediada por anticorpos da classe IgE. A reacdo alérgica
mediada por IgE (Hipersensibilidade tipo I ou imediata) ! resulta da producéo de
anticorpos IgE especificos para alergénios presentes no ambiente, como proteinas de

4caros, alimentos, veneno de insetos, pélen e fungos 2.

Sensitization phase
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Figura 1- Fisiopatologia da reagdo alérgica. extraido de

http://www.nature.com/aps/journal/v34/n10/full/aps201388a.html

Este tipo de reacdo carateriza-se sumariamente pelo desvio funcional do fendtipo
linfocitario Th1 para o fen6tipo Th2 M e desenvolve-se em duas fases: a fase de

sensibilizacdo e a fase de provocacéo (Figura 1).

Durante a fase de sensibilizacdo, o alergénio € processado pelas células apresentadoras
de antigénios (APCs), fundamentalmente macrofagos e células dendriticas, que estdo na
linha da frente para o processamento e destruicdo destes alergénios. Apds o0
processamento, 0s péptidos obtidos sdo apresentados através do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) a linfécitos Th2, que se multiplicam e sintetizam citocinas,
como interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13. Tanto a IL-4 como a IL-13 induzem nos
linfécitos B a mudanca de isoOtipo para IgE e a IL-5 induz a proliferacdo e uma maior
sobrevida dos eosindfilos. As IgEs recém-formadas entram em circulagao e véo ligar-se

a recetores de alta afinidade, FceRI, presentes na membrana de basofilos e mastdcitos,
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através da sua porcao Fce. Esta ligacdo de alta afinidade protege a IgE da destruicao por

protefnas séricas M3,

A fase de provocacdo (Figura 2) inicia-se quando o mesmo alergénio forma uma
ligagdo cruzada com duas IgEs ligadas a superficie do basofilo/mastdcito. Esta ligacao
leva & despolarizacdo da membrana celular, influxo de Ca®*" extracelular e posterior
libertacdo de Ca* intracelular, culminando com a ativagdo de enzimas, como a miosina

quinase e a fosfolipase A2, além da queda dos niveis de intracelulares de AMP ciclico
[14]

A ativacdo do mastdcito resulta em trés tipos de resposta bioldgica: a secrecdo de
granulos (mediadores primarios), sintese e secrecdo de mediadores lipidicos, como as
prostaglandinas D2 (PD2) ou leucotrienos (LTC, LTD, e LTE,) e citocinas

(mediadores secundarios)

Os mediadores pré-formados contidos nos granulos sdos os primeiros a serem libertados
da célula, e podem ser divididos em trés categorias: aminas vasoativas, enzimas e
proteoglicanos. A amina mais importante é a histamina. Em conjunto com os restantes
mediadores pré-formados promove uma reacdo imediata com aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo e edema. Estes fendmenos sdo responsaveis
pelas manifestacdes clinicas preliminares das reacdes alérgicas, ocorrendo pouco depois
da exposicao ao alergénio ¥, As enzimas (quimase, triptase e hidrolases &cidas) estio

contidas na matriz do granulo e causam lesdo tecidular 4!,

Os principais mediadores lipidicos sdo sintetizados por reacfes sequenciais na
membrana celular dos mastocitos e levam a ativacdo da fosfolipase A2, uma enzima que
age sobre os fosfolipidos da membrana produzindo acido araquiddnico, a partir do qual
serdo produzidos os leucotrienos e as prostaglandinas. Os leucotrienos C4 e D4 sdo 0s
mais potentes agentes vasoativos e espasmogenicos conhecidos. O leucotrieno B4 é
altamente quimiotatico para neutrofilos, mondcitos e eosinéfilos. A prostaglandina
causa broncoespasmo intenso, bem como a quimiotaxia de neutréfilos. O fator ativador
de plaquetas (PAF) causa quimiotaxia e ativacdo de leucdcitos, bem como
broncoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular e agregacdo plaquetéria 41,

As citocinas incluem: TNF, que recruta leucdcitos e estimula a inflamacéo; I1L-4 e IL-

13, que estimulam a produgdo de IgE e a producdo de muco; IL-5, que participa na

11



producio e ativacdo de eosinéfilos e IL-3 na proliferacdo de mastécitos >,

Mastocito em repou- Antigeno-mastdcito
so revestido com IgE ativado
A IgE ’z;é B
g@®. —FceRl 7 s Antigeno em
3 ) . K y = ligacao cruzada
‘&ﬁ* Wes . :")} com IgE/FceRl
% N )

Histamina/medi- | Citocinas I

adores lipidicos

Resposta || Inflamacao:
vascular/ reacao de
muscular fase tardia
lisa:
reacao
imediata

Figura 2 - Fase de provocacado com o alergénio. ronte:

ABBAS. Imunologia Celular e Molecular. 62 edi¢do. Cap. 19.

Os sinais e sintomas poderdo manifestar-se sobre a forma de: reacGes cuténeas
(urticaria, prurido, angioedema, hiperémia e eritema perioral), reacbes gastrointestinais
(edema e prurido de labios, lingua e palato, nauseas, vomitos, colicas e diarreia),
reacOes respiratorias (prurido nasal, espirros), reacdes cardiovasculares (taquicardia,
hipotensdo) e reacdes sistémicas (choque anafilatico) ™%\, No entanto, é importante
referir que a sensibilizagdo com producdo de IgE especifica ndo conduz

necessariamente a manifestacdes clinicas quando ocorre exposico ao alergénio .
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4. Diagnostico da alergia

No diagnostico de doenca alérgica é necessario recolher a historia clinica do doente,
tendo em especial atencéo a existéncia de uma historia familiar de patologia alérgica. O
diagnéstico clinico é de fundamental importancia no esclarecimento das causas, pois
através da historia clinica do paciente podem ser identificados fatores ambientais ou

habitos alimentares desencadedores das reagdes alérgicas %1718

. Contudo, podera
haver necessidade de efetuar um exame fisico rigoroso e realizar exames in vivo (testes
cuténeos de alergia, testes de provocagdo) e/ou laboratoriais (in vitro), quando a histéria

clinica ndo é conclusiva 7,

Os testes cutaneos (SPT- skin prick tests), realizados pelo alergologista, avaliam a
sensibilizacdo do individuo ao alergénio depositado na pele do antebraco que, apés
picada com uma lanceta, penetra na derme ™. A libertacio de histamina pelos
mastdcitos cutaneos ativados leva a formacgdo de papula e eritema locais, indicando a
presenca de IgE especifica . O diametro da papula formada é medido, sendo
necessario comparar esta reacdo com a do controlo positivo (solucdo de histamina) e

auséncia de papula no controlo negativo (soro fisiolégico) 1.

As técnicas de diagndstico laboratorial tratam, por um lado, de identificar o alergénio
responsavel pelos sinais e sintomas do paciente e, por outro lado, de determinar o
mecanismo imunoldgico subjacente & reaco alérgica %!, Os testes in vitro tém vindo a
mostrar-se de grande utilidade em situacfes em que 0s testes cutaneos sao inconclusivos
ou nao podem ser utilizados. Além disso, os testes cutaneos sdo desconfortaveis para o
paciente, sofrem interferéncia de anti-histaminicos e, em alguns pacientes

hiperalérgicos, podem produzir choque anafilatico .

De seguida sdo descritos alguns procedimentos realizados no laboratorio de analises

clinicas que podem auxiliar no diagndéstico das alergias.
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4.1. Determinacéo da IgE sérica

No final dos anos 60, a descoberta da imunoglobulina E (IgE) facultou um marcador
especifico que poderia entdo ser usado no auxilio & identificacdo da doenca alérgica #2.
Nos dias de hoje, a andlise que mais habitualmente se solicita ao laboratério para o
diagnéstico da alergia mediada pela IgE é a determinacdo de imunoglobulinas do tipo

IgE especifico 22,

As IgEs humanas sdo uma classe de anticorpos ' com peso molecular aproximado de
190.000 Da que circulam no sangue periférico como mondmeros, durante 2 ou 3 dias. A
sua concentracdo em circulacdo depende da idade e constitui aproximadamente

0,0005% do total das imunoglobulinas séricas no adulto ™2

. As suas principais
funcdes sdo ao nivel da participagdo em reacdes alérgicas e na defesa contra parasitas,

sobretudo intestinais ™Y,

4.1.1. IgE total

A determinacdo de IgE total é frequentemente solicitada na clinica, sobretudo na
avaliagdo de distlrbios respiratdrios e cutaneos de etiologia possivelmente alérgica .
O aumento dos niveis de IgE total pode sugerir a presenca de uma reacao alérgica, no
entanto o seu aumento ndo é especifico, uma vez que depende de fatores como a idade,
0 sexo, tabagismo, historia familiar e podera estar presente num elevado nimero de
patologias »¥ (Tabela 1), como parasitoses intestinais ou cutaneas, malignidades
(mieloma, linfoma de Hodgkin), imunodeficiéncias primarias (sindrome de Hiper IgE,
de Wiskott-Aldrich, de Nezelof), doencas infeciosas (aspergilose e filariose

pulmonares), entre outras %,

Por outro lado, mais de metade dos doentes alérgicos apresenta valores séricos de IgE
total dentro dos limites da normalidade, condicionando, por isso, o seu valor
preditivo®!. Trata-se de um teste Gtil mas com condicionantes importantes com especial
destaque para o rastreio, onde a sua utilizagéo esta fortemente limitada pelo que atras se

expos.
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Tabela 1 — Patologias que cursam com IgE total elevada.

Doencas de maior prevaléncia

e Doenga alérgica
e Infegdo parasitaria
o Cirrose hepatica

e Mononucleose

Doencas de menor prevaléncia

o Aspergilose broncopulmonar alérgica

e Infecdes: candidiase sistémica, Lepra, SIDA

¢ Doencas cutaneas

e Neoplasias: mieloma IgE, Doenga de Hodgkin

e Transplante de medula 6ssea

e Imunodeficiéncias: Sindrome de hiper IgE, de Wiskott-Aldrich

e Qutras: Hemosiderose pulmonar primaria, fibrose quistica

Adaptado de
http://www.seqc.es/dl.asp?184.149.202.241.0.20.10.3.101.159.3.113.230.194.71.4.207.151.68.232.249.7.73.214.142.72.182.32.48.9
.7.156.10.207.207.95.26.217.62.77.236.87.234.134.212.190.32

Em geral, os testes para o doseamento total de IgE no soro sdo baseados na metodologia
de ELISA . O principio basico da maioria dos testes compreende o uso de um
anticorpo especifico para IgE fixado num suporte onde é colocado o soro do paciente e
feita a incubacdo. Posteriormente é feita a lavagem do suporte, para que 0s anticorpos
ndo ligados sejam removidos e, em seguida é adicionado um outro anticorpo especifico
para IgE marcado, que se ligara a outra porcio da IgE . O resultado é quantitativo,
podendo ser expresso em unidades internacionais por mililitro (U/ml), quilo unidades
(kU/L), ou em nanogramas por mililitto (ng/mL de IgE) . Esta estandardizacdo
rigorosa das unidades veio permitir a concordéancia dos resultados entre os diferentes

ensaios comerciais existentes no mercado ™.

4.1.2. IgE especifica— RAST

Foram desenvolvidos testes para a determinacdo de IgE especifica para determinado
alergénio, genericamente denominados RAST, derivado da abreviatura da primeira
técnica disponivel para este fim — Radioallergosorbent test (RAST, Pharmacia,

Uppsala, Sweden)?%!,
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O método consistia na determinacdo das IgE de soro de pacientes com determinados
antigénios depositados em discos de celulose, através de marcadores radioativos e
imuno-radiometria”. Entretanto, os métodos radioisotépicos foram substituidos por
métodos  imunoenzimaticos e novas metodologias tém-se  desenvolvido
progressivamente de modo a obterem-se testes cada vez mais sensiveis e especificos %°!.
A detecdo das IgEs pode ser feita através de ensaios Unicos por amostra (singleplex) e,
mais recentemente, através de mdltiplos ensaios por amostra (multiplex), que serdo
abordados no capitulo “Alergologia molecular: uma nova era no diagnéstico”. A
plataforma singleplex permite selecionar os alergénios necessarios para um diagnostico

baseado na histéria clinica do paciente %21,

Atualmente, existem varios métodos disponiveis no mercado, como o Immulite® 2000

da Siemens e o ImmunoCAP® da Thermo Scientific 252521,

Immulite 2000  Patient's serum IgE

(Siemens) N Anti-|
> 2

&’olyme; S
%ﬁ * Light

Phosphate ester of
adamantyl dioxetane

Patient's serum IgE

ImmunoCAP

(ThermoFisher) .
O Methylumbelliferyl-8-D-

galactoside

* Fluorescence

Figura 3 - Comparagéo entre Immulite® 2000 e ImmunoCAP®. Adaptado de
http://www.jiaci.org/issues/vol23issue7/1.pdf

O que vai variar entre estes dois metodos € a matriz onde esta acoplado o alergéenio de
interesse, a enzima que esta ligada ao anticorpo e o substrato da reacdo (Figura 3). No
sistema ImmunoCAP®, o alergénio esta covalentemente ligado a uma fase sélida, que
consiste num polimero hidrofilico ativado. O anticorpo marcado esta ligado a enzima f3-
galactosidase, e a intensidade da fluorescéncia depende da concentracdo de IgE
acoplada ao alergénio. O sistema Immulite®, no entanto, utiliza alergénios ligados
covalentemente a polimeros soliveis numa fase fluida. O anticorpo marcado é

conjugado a uma fostatase alcalina, e a reac&o emite um sinal quimioluminescente ?°.
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No momento, o método de referéncia para determinar a IgE especifica, por ser
considerado o mais sensivel, especifico, quantitativo e reprodutivel ™! & o ensaio
imuno-enzimatico fluorescente (FEIA), realizado pelo equipamento ImmunoCAP®. E
calibrado com o padrao internacional de referéncia para IgE da Organizacdo Mundial de
Satide (OMS) expresso em kU/L 2327,

4.1.2.1. ImmunoCAP® - Ensaio imuno-enzimatico fluorescente

Este método (Figura 4) consiste na incubacdo do soro numa fase solida onde esta
acoplado o alergénio de interesse. O alergénio, acoplado ao ImmunoCAP, reage com a
IgE especifica da amostra do doente. Apds a lavagem das IgEs ndo especificas,
adicionam-se anticorpos contra a IgE marcados (fluoréforo), para formacdo de
complexos. Apds incubacdo, a enzima-anti-IgE ndo ligada é lavada, procedendo-se a
ligagdo do complexo ligado com o substrato. Ap6s paragem da reacdo, mede-se a
fluorescéncia do eluido. Quanto mais alto o valor da resposta, maior a presenca de IgE

especifica na amostra ¢,

Soro do Doente

Alergénio Ligado ao
ImmunoCAP

Conjugado/Marcador

Substrato Fluorescente

2 ! O Marcador Liga-se a
AR IgE Especifica

4 Voo Fluorescéncia
~%

\
O

Figura 4- FEIA (Thermo Scientific). Fonte: Manual de Imunoalergologia
2003, Thermofisher

Para avaliar os resultados do ensaio, a resposta das amostras dos doentes é convertida
em unidades especificas dos alergénios: UA (unidade especifica do alergénio) = U (i.e
Unidade internacional de 1gE) ! em que 1 U equivale a 2,42 ng de proteina IgE. O
resultado do teste de IgE especifica devera ser cuidadosamente interpretado para cada

alergénio.
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Tabela 2 - Interpretacdo de valores de IgE especifica (ImmunoCAP®, Thermo

Scientific).

RAST (kU/L) Nivel de IgE Interpretacéo
; Considerar outras causas para a explicacdo dos
<0.10 Indetetavel )
sintomas.
) ) Em situacBes raras, baixos niveis de IgE poderdo
0,10-0,35 Detetavel, baixo ] ] )
estar relacionados com a sintomatologia.
0,36-0,69 Baixo
0,70-3,49 Moderado
Niveis aumentados de IgE apenas indicam
3,50-17,40 Alto L o ] )
sensibilizacdo. O diagnostico de alergia mediada por
17,50-49,0 Ca - .
IgE requer evidéncias de reatividade clinica
50.0-99,0 Muito alto
>100,0

Adaptado de Allergy investigations- PathCare 2014. Disponivel em
http://www.pathcare.co.za/webfiles/files/Allergy Investigations June2014.pdf

Niveis sanguineos detetaveis de IgE especifica podem indicar alergia quando
associados a uma reatividade clinica, ou apenas sensibilizacdo se o doente tolera o
alergénio. O valor de slgE podera também fornecer alguma informacgéo quanto ao risco
da intensidade de reacdo a esse alergénio. Por exemplo, um valor de 2,5 kU/L de slgE
ao amendoim pode estar associado a um risco de reacdo anafilatica grave ou podera
apenas indicar sensibilizacdo. No entanto, a probabilidade de reacdo clinica aumenta
com uma concentragdo crescente de slgE M. Valores de cutoff de sIgE preditivos de

reatividade clinica estdo disponiveis para alguns alergénios alimentares (Tabela 3).

Tabela 3: IgE especifica (kU/L) no soro em criangas com valor preditivo de reacéo

clinica superior a 95% (Cap System).

Alimento IgE especifica (kU/L)

Leite >15 Todas as idades

>5 Se idade inferior a 2 anos

Ovo >7 Todas as idades

>2 Se idade inferior a 2 anos

Amendoim >15

Adaptado de: Bom AT, et al. Alergia Alimentar. Coimbra: Imprensa da Universidade de Coimbra, 2013
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4.1.2.2. Limitacoes da metodologia “RAST”

A determinacgdo da IgE especifica atraves da metodologia RAST ¢é utilizada sobretudo
na confirmacdo de uma suspeita da presenca de doenca alérgica, motivada por
sintomatologia clinica e exame fisico caracteristicos. Devem ter-se em atencdo alguns

fatores como:

e Concentracdo sérica baixa de IgE, comparada com outras imunoglobulinas (IgE
em pg/L e IgG em g/L);

e Cada proteina alergénica contém varios epitopos que podem ser reconhecidos
pelas IgE.

Deste modo, a determinacdo da IgE especifica através da metodologia “RAST”
apresenta algumas limitacGes que poderdo comprometer o seu valor de diagndstico,
como a reatividade cruzada, que poderé resultar em resultados positivos clinicamente
irrelevantes . A reatividade cruzada é um conceito imunolégico que pressupde a
existéncia de dois alergénios que séo reconhecidos pelo mesmo anticorpo IgE, devido a

homologia estrutural entre eles, com presenca de epitopos comuns %!,

Poderdo também ocorrer resultados falsamente negativos, uma vez que nem todos 0s
alergénios naturais e componentes alergénicos estdo caracterizados e disponiveis
comercialmente. Além disso, um resultado positivo num teste RAST, por si s, nao
comprova a presenca de alergia nem prevé a severidade de uma reacdo alérgica . A
interpretacdo do resultado deve ser sempre feita na base de um juizo clinico experiente,

alicercado numa histéria clinica bem colhida e pormenorizada %),

O teste ideal para a determinacdo da IgE especifica daria resultados, positivos ou
negativos, com uma especificidade e sensibilidade de 100%. Infelizmente, apesar do
aperfeicoamento das técnicas laboratoriais ser bastante promissor, o papel do
laboratério no diagndstico das alergias permanece limitado ™. Foram realizados
numerosos estudos que demonstram que a sensibilidade desta técnica varia entre 84 e
95% e a especificidade vai de 85 a 94% %!,

4.1.2.3. Marcha atopica e Painéis de alergénios — Phadiatop®

Frequentemente, as manifestacdes clinicas da atopia iniciam-se nos primeiros anos de

vida, sendo fundamental a identificacdo das criancas de risco para implementacdo de

19



medidas preventivas e o controlo da doenca. Estas manifestacdes clinicas seguem um
padrdo evolutivo caracteristico denominado marcha atdpica, com inicio pela dermatite
atdpica, seguida pela alergia alimentar e, posteriormente, pelos sintomas respiratorios

decorrentes da asma e rinite 71,

Marcha atdpica

Rinitis

Asma

Frecuencia

b ¢ Dermatitis
atopica
1 F==="Sintomas

12 1 3 7 15 Gl
Edad (anos)

Figura 5: Marcha atdpica. Adaptado de

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0370-
41062013000400012

O laboratério poderé ter um papel preponderante no rastreio da atopia, através do
doseamento de IgE. No entanto, os doseamentos de IgE especifica individualizados ndo
sdo um bom método de rastreio, relacionando-se com custos muito elevados, devendo
estar reservados para avaliacfes diferenciadas, tendo em conta a histoéria clinica e o
resultado dos testes cutaneos. Para obviar os custos referidos, desenvolveram-se testes
de rastreio, constituidos por misturas de varios alergénios definidos pelos fabricantes,

existindo painéis para varios tipos de alergénios (ex: AlaTOP® e Phadiatop®) 2%,

O Phadiatop® é uma técnica in vitro qualitativa que confirma ou exclui a presenca de
sensibilizacdo mediada por IgE a determinados painéis de alergénios. Numa segunda
fase, se a prova for positiva, o laboratério quantificara a IgE especifica frente aos
alergénios contidos naquele painel. Com esta estratégia, melhora-se a relagédo

custo/beneficio da determinacéo das IgE especificas 273,

O Phadiatop® apresenta-se em duas formas comercialmente disponiveis. Uma contém
os alergénios inalaveis mais prevalentes (acaros, pdlens, epitélios de céo e gato, fungos),
responsaveis por mais de 90% das alergias em individuos acima dos 5 anos de idade. A
outra (Phadiatop Infant ®) contém alergénios inalaveis e alimentares (leite, ovo, soja,
camarao) que, em conjunto, representam certa de 98% dos antigénios responsaveis pelas

alergias em criancas com menos de 5 anos .
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4.2. Determinacéo de mediadores da resposta alérgica e de

marcadores de ativagao

Nos doentes alérgicos, a necessidade de identificar alternativas de diagnostico seguras é
de grande importancia, podendo-se adicionalmente recorrer a outros testes
complementares in vitro para fazer o diagnéstico final ™. O estudo dos mediadores e da
sua determinacdo como marcadores da inflamagdo pode auxiliar no diagndstico das

doencas alérgicas 2,

4.2.1. Ativacéao dos basofilos por estimulacdo com alergénios

Os testes de ativacdo de baséfilos (BAT), estudos dindmicos in vitro, ndo se efetuam
habitualmente na rotina laboratorial. Sdo realizados em laboratorios especializados, sao
dispendiosos e ndo estdo disponiveis para a maioria dos clinicos ™. Contudo, os
basofilos sdo celulas efetoras facilmente acessiveis, cuja reatividade pode ser mais

especifica do que a presenca de IgE [*).

Os basofilos, quando ativados, libertam varios mediadores, como a histamina e 0s
sulfidoleucotrienos, mas também aumentam a expressdo de determinados marcadores,
que podem ser detetados por citometria de fluxo. Alguns BAT baseiam-se na libertagédo
de mediadores como a histamina e o LTC4, outros baseiam-se na observagédo
microscopica direta da desgranulacdo dos basofilos, outros ainda na avaliagdo da

expressao por citometria de fluxo de marcadores de ativagdo como o CD63 M.

4.2.1.1. Libertacdo de histamina e sulfidoleucotrienos

Os testes de libertacdo de histamina pelos basofilos e o celular allergosorbent test
(CAST) envolvem medigbes quantitativas de histamina pré-formada ou
sulfidoleucotrieno C4 produzido de novo respetivamente, que sdo libertados quando o
alergénio estabelece uma ponte entre duas moléculas de IgE na superficie dos basofilos.
Contudo, o consumo de tempo e o custo destes ensaios em dois tempos (incubacdo

celular e quantificacdo de mediadores no sobrenadante) tem limitado a sua aplicacdo
[33,34]
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4.2.1.2. Marcadores de ativacao e citometria de fluxo

A descoberta do marcador de ativacdo dos basofilos, CD63, foi responsavel pelo
desenvolvimento do FAST (Flow Cytometric Cellular Allergen Stimulation Test),
também denominado genericamente de teste de ativacdo de basofilos, BAT 1%, Nos
ultimos anos a sua aplicagéo clinica expandiu-se, principalmente no estudo de alergias a
medicamentos e a himendpteros, na monitorizacdo da eficicia da imunoterapia em
alergias alimentares e no estudo de reagdes alérgicas que ndo se conseguem detetar

pelos métodos convencionais 12333431

O fundamento da técnica é baseado no facto de que os baséfilos, ao serem
sensibilizados pela ligacdo da IgE ao recetor de superficie FceRI, ativam-se na presenca
do alergénio e expressam na membrana citoplasmatica uma alta concentracdo de
marcadores de superficie °***1, como CD45, CD63, CD69 e CD203c. Presentemente, 05

marcadores mais utilizados sdo 0 CD63 e 0 CD203¢ 3334,

O CD63 (gp53 ou Lysosyme associated membrane protein — LAMP-3) é uma
glicoproteina de 53 Da que pertence a superfamilia transmembrana-4 e é expressa em

s (12361 Nos

diferentes células, como basofilos, mastdcitos, macréfagos e plagueta
baséfilos em repouso, este marcador esta localizado nas membranas dos granulos intra-
citoplasmaticos e praticamente ausente da superficie celular. Durante a exocitose,
quando as membranas dos granulos se fundem com a membrana celular, é transportado
para a superficie celular [, A intensidade de expressdo desta molécula tem demonstrado
uma boa correlacdo com a libertacdo de histamina pelos basofilos, sendo considerada
um bom marcador indireto desta libertacdo ). E considerado o marcador de ativacéo
de baséfilos mais estudado na detecéo de alergia ™.

O CD203c (neural cell surface differentiation antigen, E-NPP3) é uma molécula
transmembranar glicosilada do tipo Il que pertence a familia das enzimas ectonuclido

pirofosfatase/fosfodiesterases™®

, expressa exclusivamente pelos basofilos e células
percursoras. A sua producdo aumenta em resposta a ligacdo dos alergénios a duas

moléculas de IgE na superficie celular %I,

A quantificacdo dos marcadores é efetuada por citometria de fluxo, utilizando-se
anticorpos monoclonais especificos anti-CD63 e anti-CD203c marcados com

fluorocromos, que véo ligar-se a estes marcadores ?%. Os fluorocromos s&o usualmente

22



excitados por luz laser e a fluorescéncia € emitida e quantificada por um ou Vvarios

fotomultiplicadores, permitindo a detegdo simultanea de um ou varios fluorocromos 4.

Apesar de ser uma técnica promissora, as condi¢fes experimentais ndo estdo
padronizadas, j& que dependem do alergénio que se pretende testar *®. A amostra
podera ser de sangue total colhido em anticoagulante ou apenas o buffy coat. O tipo de
anticoagulante ira variar consoante o protocolo escolhido pelo laboratério para a
realizacdo da técnica. Para a obtencao do buffy coat, é necesséria a separacéo das células
com um gradiente de densidade a partir de sangue total anti-coagulado. As células
isoladas sdo incubadas com controlo negativo (apenas o tampdo), controlo positivo
(anti-IgE) e alergénios a testar, por um periodo de tempo definido e com um namero

pré-definido de concentracdes 4%,

Na interpretacdo dos resultados do BAT avaliam-se os dot-plots e os histogramas, e a
comparagdo com 0s controlos é determinada em termos de percentagem de basofilos
que expressaram o marcador de ativacéo definido (normalmente utilizada para o CD63)
ou através da media da intensidade de fluorescéncia (normalmente utilizado para o
CD203c). Os critérios de positividade e valores de cut off variam consoante o tipo de

alergénio analisado ™.

Existem kits comerciais disponiveis para a realizacdo desta técnica, como é o caso do
Basotest® (OPREGEN Pharma, Heidelberg, Alemanha) &%,

4.2.2. Proteina Cationica Eosinofilica (ECP)

A proteina catidnica do eosindfilo foi purificada por Olsson e Venge em 1974. E uma
glicoproteina de cadeia Unica e constitui cerca de 30% da proteina existente ao nivel
granulos do eosindfilo ativado. Desempenha fungGes citotdxicas e ndo citotoxicas
(Tabela 4), como a indugéo da libertacdo de histamina pelos mastocitos e basofilos, bem

como a fibrose através da sintese de proteoglicanos .

Doentes asmaticos com inflamacdo eosinofilica tém niveis aumentados de ECP no
sangue e outros fluidos biolégicos (expetoracdo e LBA), antecipando-se a
sintomatologia. O valor aumentado de ECP no soro é uma medida objetiva do estado da

inflamacéo na asma . Por outro lado, a ECP tem sido relacionada com a les&o
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tecidual encontrada na esofagite eosinofilica e encontra-se aumentada em criang¢as com

alergia ao leite de vaca .

Tabela 4 - Propriedades funcionais da ECP.

Efeitos citotoxicos

e Destruicdo de parasitas e células tumorais;
e Neurotoxicidade;
e Danos ao nivel do epitélio respiratério;

e Atividade antibacteriana e antiviral.

Efeitos nao citotoxicos

e Inibicdo da proliferagdo de linfocitos T;

e Libertacdo de histamina pelos baséfilos;

e  Ativacdo das células mastocitarias do coragéo;

e Alteracdo da producéo de proteoglicanos pelos fibroblastos;
e Estimulagdo da secre¢do de muco nas vias aéreas;

e Alteragdes na cascatada coagulagéo;

e Antagonista da heparina;

e Interacdo com o sistema do complemento;

e Inducdo de moléculas de adesdo e fatores de crescimento em células epiteliais.

Para a determinacdo da ECP pode utilizar-se soro ou plasma %, Os tubos de colheita,
assim como o tempo de coagulacdo (soro) e temperatura devem ser controlados, uma
vez que afetam a concentracéo de ECP libertada nas amostras ?®!. No caso do plasma, a
amostra deve ser colhida em tubo com anticoagulante, preferencialmente EDTA ou
citrato de sodio para evitar a libertacdo espontanea da ECP. Numa amostra de soro, 0s
valores de ECP s&o muito mais altos e consistentes, no entanto € necessario um controlo

mais apertado da manipulacéo, para evitar variacdes dos niveis de ECP 1%,

4.22.1. Teste ImmunoCAP® ECP

O ImmunoCAP® ECP da Thermo Scientific mede o nivel de Proteinas Cationicas
Eosinofilas (ECP) no soro. O teste é concebido como imunoensaio em sanduiche. O
anticorpo anti-ECP, covalentemente acoplado a fase so6lida, reage com a ECP da
amostra de soro do individuo. Apds lavagem, sdo adicionados anticorpos anti-ECP

marcados por uma enzima para formarem um complexo. Apos incubacgdo, a enzima-
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anti-ECP ndo ligada é lavada e o complexo ligado é incubado com o substrato. Apds
paragem da reacdo, é medida a fluorescéncia do eluido. A fluorescéncia é diretamente

proporcional a concentracdo de ECP na amostra de soro. O valor de cut-off é de 15ug/1
[41]

A determinacdo da ECP no soro apresenta como vantagens uma elevada precisao e
especificidade. E no entanto um método moroso, que requer cuidados ao nivel da

manipulacdo da amostra 2.

4.2.3. Triptase

A triptase € um marcador especifico da ativacdo mastocitaria, uma vez que apenas 0S
mastécitos libertam esta protease apds estimulacdo P2 A triptase é libertada para a
circulacdo ap6s uma reacgdo anafilatica causada por medicamentos, picadas de insetos

ou alimentos, sendo os niveis normalmente detetados entre 3 a 6 horas ap0s a reacao.

Assim, niveis de triptase anormalmente elevados que normalizam até 24 horas indicam
que ocorreu uma 25eacc¢do de causa alérgica, sendo um bom marcador de diagnostico de
doenca alérgica. A presenca constante de niveis elevados de triptase no sangue podera
estar relacionada com outras doencas, sendo que este marcador também € utilizado
como critério de diagnostico para a mastocitose e como marcador em neoplasias

hematoldgicas 3.

A quantificacdo da triptase pode ser feita com base no imunoensaio fluoroenzimatico
executado no equipamento ImmunoCAP®, utilizando anticorpos anti-triptase’®. Apesar
de a sensibilidade ser moderada, a especificidade desta metodologia € bastante elevada.
Os individuos saudaveis tém niveis indetetaveis de triptase no soro/plasma. J& em
individuos com anafilaxia, este valor aumenta para mais de 11,4 pg/L 3. Um nivel

base persistentemente elevado de triptase indica a possibilidade de mastocitose [**.
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4.3. Outras metodologias laboratoriais

4.3.1. Immunoblotting

Em determinadas situacdes em que os individuos apresentam historia evidente de reagdo
a um alergénio especifico, mas os testes convencionais ndo conseguem detetar a

presenca de anticorpos para esse alergénio, pode recorrer-se ao immunoblotting 4.

O immunoblotting associa técnicas de separacao por eletroforese e métodos de detecédo
de anticorpos. Os extratos alergénicos sdo constituidos por uma mistura complexa de
proteinas, que podem ser separadas de acordo com o peso molecular por eletroforese em
gel de poliacrilamida e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A incubacéo
desta matriz com o soro do doente e, posteriormente, com anticorpo monoclonal anti-
IgE, anti-1gG ou outro marcado com uma enzima (ex. fosfatase alcalina) que reage com
uma substancia cromogénica entretanto adicionada, revela o padrdo de anticorpos

especificos de cada individuo 2434,

E um método qualitativo/semi-quantitativo com elevada sensibilidade e especificidade,
que possibilita a execu¢do de ensaios de inibicdo e consequentemente um estudo
funcional de reatividade cruzada ™*!. Contudo, é moroso e dispendioso, requerendo um
bom conhecimento dos pesos moleculares das particulas constituintes de cada alergénio.
O desenvolvimento de alergénios moleculares tem remetido esta técnica para uma

utilizacdo mais residual ™.

4.3.2. Hemograma

A contagem de eosinofilos poderd encontrar-se elevada na doenca alérgical®®.
Aproximadamente 30 a 40% dos individuos com rinite alérgica e asma demonstram a
presenca de eosinofilia. Durante a polinizagdo € muito comum detetar-se, em anélises de
rotina, a presenca de um numero elevado de eosinofilos em individuos alérgicos ao
polen . No entanto, a contagem de eosinéfilos no sangue tem um valor de diagndstico
limitado "), uma vez que a eosinofilia esta presente num grande niimero de condicdes,

como leucemia, Sindrome de Wiskot-Aldrich e parasitoses intestinais "%,

Também em situacGes de sinusite aguda pode existir um défice imunitario celular

detetavel no hemograma, principalmente ao nivel dos neutréfilos e linfocitos®!.
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4.3.3. Analise de secrecoes

4.3.3.1. Quantificacdo de eosinéfilos

Os esfregacos nasais podem ser usados para determinar o numero de eosinéfilos nas
secreces nasais “°%. Uma zaragatoa é inserida duas ou trés vezes em cada narina e 0s
esfregagos sdo espalhados cuidadosamente sobre a uma lamina de microscopio e
corados, e as células sdo contadas %),

As vantagens de esfregacos nasais sdo de que o nariz € facilmente acessivel e o teste
pode ajudar a diferenciar entre a rinite eosinofilica (rinite alérgica e rinite ndo-alérgica
com eosinofilia, que respondem bem aos corticosterdides tdpicos) e rinite devido a
outras causas. No entanto, as desvantagens sdo um ligeiro desconforto para o paciente e
um elevado risco de resultados falsos negativos, se a amostra nasal ndo é
adequadamente obtida °!. Além disso, a positividade do teste pode também néo refletir
uma condicdo alérgica, uma vez que existem casos (raros) de rinite ndo alérgica com

abundante eosinofilia nas secrecdes nasais 247,

A quantificacdo de eosinofilos na expetoracdo também € util para avaliar a resposta dos

anti-inflamatdrios no tratamento da asmal*®,

4.3.3.2. Exame microbioldgico de secrecoes

A aspergilose broncopulmonar alérgica é uma condicdo dificil de diagnosticar e o
laboratério poderd fornecer algum auxilio ao diagndstico, através do exame direto e
cultura de amostras de expetoracdo. No exame direto, 0 esfregaco da expetoracdo é
corado e analisa-se a presenca de filamentos de Aspergillus. Para o exame cultural, a
amostra é colocada num meio que favoreca o crescimento do fungo e posteriormente é
feita a sua identificacdo. No entanto, a interpretacdo deve ser correlacionada com a
sintomatologia e outros exames, uma vez que este fungo é comum no meio ambiente e

muitas vezes pode ser encontrado na saliva e na expetoracao de individuos séos (o]
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4.4. Alergologia molecular: uma nova era no diagnostico

A alergologia molecular vem eliminar os métodos tradicionais de diagndstico, pois nem
sempre estes permitem conhecer a origem das moléculas que provocam a alergia. Neste
sentido, o estudo em torno da alergia tem melhorado ao longo dos dltimos anos e hoje o
conhecimento acerca das moléculas que provocam uma reacao alérgica permite que as

decisbes de diagndstico e terapéutica sejam mais precisas e eficazes.

4.4.1. Diagnostico resolvido por componentes e tecnologia

microarray

O diagnostico tradicional da alergia mediada por IgE era realizado apenas com extratos
de alergénios naturais, que continham uma mistura de moléculas alergénicas e nédo
alergénicas de dificil padronizacdo ™", Apenas quantificava a fonte alergénica, nio
conseguindo revelar a entidade molecular. Desta forma, o diagndstico baseado na
quantificacdo de alergénios simples ou em misturas ndo discriminava entre doentes
polisensibilizados com fontes alergénicas ndo relacionadas, como acontece em casos de
reatividade cruzada ?#%>°% que surgem, por exemplo, em individuos alérgicos ao

pélen, frequentemente sensibilizados por outras fontes alérgicas *!.

Entretanto, nas ultimas décadas temos assistido a identificagdo, isolamento e purificagcdo
de um grande nidmero de alergénios de diversas origens e a aplicacdo da tecnologia
DNA recombinante ao campo da alergologia para a producdo biotecnologica de
alergénios de elevada pureza e qualidade ?***1. Um alergénio recombinante ¢ uma
molécula produzida com técnicas biotecnoldgicas que tornam possivel a identificacao e
posteriormente a reproducdo de proteinas especificas a partir de um extrato alergénico
3% A sua capacidade de ligacdo as IgE é comparéavel & dos alergénios naturais e, em
geral, apresentam boa reatividade em testes de diagndstico in vitro e in vivo 7. A
designacdo dos alergénios recombinantes foi estabelecida em conformidade com a
nomenclatura oficial (www.allergen.org) e estdo agrupados de acordo com as respetivas
fungdes bioquimicas. Assim, encontramos grupos de proteinas estruturais, proteinas
reguladoras, proteinas de reserva, proteinas PR (relacionadas com a patogénese), entre

outras B,
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A abordagem diagndstica que permite definir o padrdo de sensibilizacio alergénica de
um paciente ao nivel molecular, em plataformas singleplex ou multiplex, d&-se o0 nome
de técnica de diagnostico molecular ou diagndstico resolvido por componentes (do
inglés, CRD - Component Resolved Diagnosis) ). O CRD identifica a presenca de IgE
especifica para proteinas individuais, que podem ser especificas/exclusivas de
determinadas fontes alergénicas — componente alergénico especifico de espécie — ou
podem existir em mdaltiplas fontes alergénicas — panalergénio/ componente alergénico
marcador de reatividade cruzada®®. E possivel executar ensaios CRD rapidamente e de
forma rentével utilizando a tecnologia microarray, ensaios multiplex que detetam, num
unico ensaio, a IgE do individuo frente a uma pandplia de alergénios pré-selecionados,

independentemente da sua histéria clinica #2°%.

4.4.1.1. Tecnologia microarray: ImmunoCAP® ISAC

Atualmente a tecnologia microarray é comercializada na forma de ImmunoCAP® ISAC
(Immuno Solid-phase Allergen Chip) da Thermo Scientific ®". Trata-se de um
imunoensaio de fase solida ! que permite a detecéo de IgE especifica (em 30 ul de
soro ou plasma), disponibilizando uma grande variedade de componentes moleculares
de alergénios ?>%* naturais ou recombinantes ®*. Deste modo, permite uma abordagem
diagnostica muito mais detalhada, cuja interpretacdo apresenta, potencialmente, maior

complexidade, mas que pode permitir um diagndstico muito mais preciso™.

Os componentes alergénicos sdo imobilizados num substrato sélido em formato de
microarray ©°® (Figura 5). A preparacdo do microarray consiste em dispor um painel de
moléculas alergénicas sobre uma lamina de vidro (75x25mm) modificada quimicamente
atraveés da adicdo de reagentes como 0s epoxisilanos ou nitrocelulose, com a finalidade
de melhorar a ligacdo proteica °°. Os alergénios séo colocados a triplicar, e ficam
imobilizados ao chip por uma ligagdo covalente %2, Estes componentes alergénicos véo
reagir com a IgE especifica da amostra de soro do individuo. Depois de eliminar a IgE
ndo especifica, 0s componentes que reagem com 0 soro sdo detetados por um anticorpo
secundario (Anti-IgE humana) marcado com um fluorocromo. Depois da incubagéo, os

anticorpos anti-IgE que ndo se ligaram sdo eliminados mediante uma nova lavagem
[22,58]
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Figura 6 - Plataforma e esquema de hibridag&o do microarray. Adaptado de :

http://alergialafe.org/descargas/microarray.pdf

Segue-se a medicdo da fluorescéncia utilizando um scanner a laser. A intensidade do
sinal de fluorescéncia vai de azul (menos intensa) até vermelho (mais intensa). Quanto
mais elevado o valor de resposta, mais IgE especifica havera na amostra. Os resultados
sdo analisados com o Software Microarray Image Analysis (MIA), a partir de uma curva
de calibragéo e expressos numa faixa de 0,3 a 100 ISAC Standardized Units (ISU-E),
dando uma indicagdo semiquantitativa dos 4 niveis de anticorpos IgE ** (Figura 7).

As ISU-E sdo normalizadas para unidades do ImmunoCAP Specific IgE.

Em caso de positividade, cada componente pode ser testado isoladamente, pois um
painel positivo ndo indica qual o alergénio implicado no desencadeamento da
manifestacdo alérgica.

ISAC unidades estandarizadas(ISU-E) Nivel
<03 Indetectable
03-09 Bajo
1-14.9 Moderado falto
215 Mury alto ]

Figura 7- Expressdao semiquantitativa dos resultados do ISAC. Fonte
http://alergialafe.org/descargas/microarray.pdf

Vantagens e desvantagens

Os testes de IgE baseados em microarray permitem: (i) acelerar o diagndstico, pois
analisam em simultaneo varios parametros em poucas horas; (ii) utilizar uma amostra
minima de soro do doente; (iv) adotar medidas profilaticas, quando aplicavel, em
termos de reatividade cruzada; (iv) otimizar o diagndstico de situacBes particulares,
como a alergia alimentar e alergia ao latex; (vi) elaborar uma imunoterapia especifica

adequada a cada doente, de acordo com o seu perfil de sensibilizagdo .
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Quando comparada ao ImmunoCAP® (FEIA), a principal desvantagem desta técnica é a
sensibilidade inferior, sobretudo em situacGes de niveis de IgE especifica baixos. Além
disso, os resultados do ISAC sdo semi-quantitativos e, uma vez que a técnica utiliza
pequenas quantidades de alergénio ligado, permite a competicdo entre outros isotipos

para além das IgE 2. A tabela 5 sumariza as vantagens e limitacdes de diferentes

técnicas de mensuracdo de IgE especifica.

Tabela 5: Vantagens e desvantagens de ISAC, ImmunoCAP® e testes cutineos.

Vantagens Desvantagens
ISAC - 30ul de soro ou plasma - Método manual
(sangue capilar ou venoso) - Ensaio semi-quantitativo
- Capacidade para 112 - Menor sensibilidade
alergénios em paralelo - Maior variabilidade na analise inter-
- Proteinas naturais ou ensaio para determinados alérgenos
recombinantes - Maior coeficiente de variacdo
- Menor quantidade de alergénio - Algumas fontes alergénicas néo
por ensaio incluidas
- Néo sofre interferéncia de altas - Menos apropriado para monitorizar a
concentracdes de IgE sensibilizacdo do paciente
- Potencial interferéncia entre IgE e
outros is6tipos, sobretudo 1gG
ImmunoCAP - Método automatico - 40ul de soro
- Ensaio quantitativo - Um alergénio por ensaio
- Alta sensibilidade - Deteta anticorpos de menor afinidade
- Baixo coeficiente de variagdo  que tém pouca ou nenhuma relevancia
- Extratos naturais de alergénios, clinica
proteinas purificadas ou
recombinantes
- Apropriado para monitorizacdo
da sensibilizacdo
Prick-test - Sensibilidade elevada - Manual
cutaneo (dependente do extrato) - Um alergeénio por picada

- Leitura imediata

- Apenas extratos naturais de alergénios
- Nao apropriado para monitorizar a
sensibilizacdo

- Outros riscos associados

Adaptado de: http://www.waojournal.org/content/6/1/17
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5. Conclusoes e perspetivas futuras

A alergia pode ser definida como uma reacdo adversa a um antigénio, mediada por
mecanismos imunolégicos ™!, Nas Gltimas décadas tem-se tornado um problema de
salde a escala mundial e estd associada a um impacto negativo significativo na

qualidade da vida ™.

O diagnostico da alergia é fundamentalmente clinico, mas pode ser completado por
testes in vivo (ex: testes cutaneos) efou in vitro . Apesar de mais dispendiosos e
mOorosos, 0s testes in vitro mostram ser uma alternativa bastante eficaz, especialmente
quando os testes cutdneos ndo podem ser realizados ou interpretados corretamente,
como no caso de pacientes com dermatite generalizada ou naqueles que ndo podem
interromper a toma de anti-histaminicos, além de evitar reacGes sistémicas, como

anafilaxia (¢4,

O exame laboratorial considerado padrdo-ouro para o diagnéstico das alergias é a
determinacdo das IgEs especificas Y. A utilizagdo de alergénios purificados, naturais
ou recombinantes, permitiu que as técnicas tradicionais de diagndstico fossem
aperfeicoadas no que toca a reprodutibilidade, sensibilidade e estabilidade 7.
Atualmente, a determinacdo das IgEs pode ser feita por singleplex (monocomponentes)
com a tecnologia ImmunoCAP ou, mais recentemente, por multiplex, através da
tecnologia ISAC - ImmunoCAP Solid-Phase Allergen Chip #2. A opcéo por singleplex
ou multiplex deve ser equacionada de acordo com a relacdo custo beneficio e

complexidade do caso clinico.

A tecnologia ImmunoCAP permite ainda determinar outros parametros, como a ECP e a
triptase, Uteis em situagGes mais especificas. A Proteina cationica do eosinéfilo é uma
medida objetiva do estado da inflamacdo na asma ?®! e o teste ImmunoCAP® ECP,
apesar de moroso, apresenta uma elevada precisio e especificidade (2. A triptase sérica
é¢ um marcador especifico da ativacdo mastocitéria, libertado durante uma reacédo
anafilatica %, Apesar de a sensibilidade ser moderada, a especificidade desta

metodologia é bastante elevada .

Além destas técnicas realizadas em tecnologia ImmunoCAP® e similares, outras

ferramentas laboratoriais podem ser utilizadas, algumas delas apenas disponiveis em
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laboratdrios especializados. O immunobloting, que associa técnicas de separacdo por
eletroforese e métodos de detecdo de anticorpos, € um método qualitativo/semi-
quantitativo com elevada sensibilidade e especificidade, no entanto € moroso e requer
um bom conhecimento dos pesos moleculares das particulas constituintes de cada
alergénio ™. A determinacéo de marcadores de ativacdo de baséfilos como o CD63 e o
CD203c por citometria de fluxo, através da utilizacdo de anticorpos antiCD63 e
antiCD203c, é uma técnica promissora, mas necessita da padronizacdo das condigdes

para cada alergénio a testar (2.

Existem ainda outras técnicas ndo especificas disponiveis no laboratério que podem
completar o estudo das alergias, como o hemograma e a analise de secre¢des, que

detetam a eosinofilia muitas vezes caracteristica da doenca alérgica “°!.

Pode concluir-se que o laboratério tem, cada vez mais, um papel de relevancia no
complemento ao diagnostico e investigacdo da doenca alérgica, sempre em conjunto
com uma histdria clinica clara e completa. Muitos dos problemas no diagndstico que se
relacionam com a estrutura tridimensional dos alergénios estdo a ser superados com a
substituicdo dos alergénios naturais por alergénios recombinantes geneticamente
desenhados e o futuro do diagndstico da alergia passa pelo aperfeicoamento das técnicas
disponiveis até & data, desenvolvimento de novas metodologias com custos mais

suportaveis e purificacdo de novas moléculas alergénicas.
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