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RESUMO

O objetivo do presente estudo é avaliar a positividade do teste cutdneo de contato alérgico de
leitura tardia para Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia
tropicalis em pacientes com doencas respiratdrias como rinite alérgica e/ou asma com ou sem
dermatite atopica. A maioria dos trabalhos existentes nessa &rea de pesquisa se refere ao
emprego desse método diagnostico na dermatite atopica, mas, neste estudo, a amostra é
composta, principalmente, de pacientes com doencas respiratrias. Blomia tropicalis é um
acaro muito incidente no Brasil e s6 ha dois trabalhos que envolvem o emprego deste acaro
da poeira domiciliar tipico de paises de clima tropical. Os pacientes foram selecionados pela
historia clinica e foram divididos em dois grupos: I- pacientes com doencgas respiratorias, como
asma e/ou rinite alérgica, com dermatite atopica e llI- pacientes somente com doencas
respiratdrias. Foi realizado teste cutédneo de leitura imediata e teste de cutaneo de contato
alérgico de leitura tardia para os trés acaros no mesmo dia. O teste de contato alérgico foi
retirado em 48 horas. A andlise estatisitica foi realizada em porcentagens e a tabela 1
apresenta as variaveis por sexo e por grupo estudado. Setenta e quatro pacientes, com idades
de 2 a 60 anos, foram incluidos neste estudo; 16 no grupo | e 58 no grupo Il. Considerando o
teste cutaneo de leitura imediata, o acaro mais prevalente foi o Dermatophagoides
pteronyssinus, seguido pelo Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis. Em relacdo ao
teste cutaneo de contato alérgico de leitura tardia, o acaro que induziu maior positividade foi
o Dermatophagoides farinae (78,4%), seguido pelo Dermatophagoides pteronyssinus (77%)
e Blomia tropicalis (52,7%). Comparando o teste cutaneo de leitura imediata com o teste
cutaneo de contato alérgico de leitura tardia, 53 pacientes (71,6%) foram positivos para ambos
os testes, e 30 (56,6%) foram positivos ao mesmo acaro. Foram identificados seis pacientes
(8%) que tinham histodria clinica positiva para alergia e s6 apresentavam positividade no teste
cutaneo de contato alérgico de leitura tardia. Estes resultados sugerem que o teste cutaneo
de contato alérgico de leitura tardia € relevante e deve ser considerado como um teste
diagnostico adicional, em pacientes com histéria clinica positiva para doencas respiratorias,

com teste cutaneo de leitura imediata negativa.

Palavras-chave: Teste cutaneo de leitura imediata. Teste de contato alérgico. Acaros da
poeira domiciliar. Dermatophagoides pteronyssinus. Dermatophagoides farinae. Blomia

tropicalis. Dermatite atdpica. Rinite alérgica. Asma.



ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the positivity rates of atopy patch tests for
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis in patients
with respiratory diseases such as asthma and allergic rhinitis with or without atopic dermatitis.
Most studies have been performed with atopic dermatitis patients, but in our study, most of the
patients had respiratory conditions. Blomia tropicalis is a mite that is prevalent in tropical areas,
such as Brazil, and only two publications include these three mites, which are present in Brazil.
The patients’ clinical histories were collected, and the patients were subjected to skin prick and
patch tests with the three different house dust mites on the same day. The patch tests were
examined 48 hours later, and then, the patients were divided into two groups: |- patients with
respiratory diseases, such as asthma and/or rhinitis, and atopic dermatitis and ll-patients with
only respiratory diseases. The statistical analysis results are presented as percentages, and
Table 1 presents the variables by gender and groups studied. A total of 74 patients ranging in
age from 2 to 60 years old were included in this study; 16 patients were included in group |
and 58 were included in group Il. In the skin prick tests, the most prevalent mite that evoked a
reaction was Dermatophagoides pterronyssinus, followed by Dermatophagoides farinae and

Blomia tropicalis. Regarding the atopy patch tests, the mite that most frequently induced a
positive reaction was Dermatophagoides farinae (78.4%), followed by Dermatophagoides
pteronyssinus (77%) and Blomia tropicalis (52.7%). A comparison between the skin prick and
atopy patch tests revealed that 53 patients (71.6%) were positive on both tests, and 30 (56.6%)
patients were positivite for the same mite. We found six patients (8%) who had a positive
clinical history of allergy and only exhibited positivity on the atopy patch test. These results
suggest that the mite atopy patch test is relevant and should be considered as an additional
test for patients with clinical histories of allergic respiratory disease who have negative prick

test results.

Key words: Skin Prick test. Atopy Patch test. Dermatophagoides pteronyssinus.

Dermatophagoides farinae. Blomia tropicalis. Atopic dermatitis.
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1 INTRODUCAO

A atopia € uma predisposi¢do genética que leva o individuo a ter uma propenséo a
sofrer de uma ou mais doencas atdpicas, tais como asma alérgica, rinoconjuntivite alérgica
e/ou dermatite atopica (DA). A atopia foi descrita pela primeira vez por Coca (1923), para
descrever uma tendéncia familiar para produzir anticorpos da classe IgE contra alérgenos
ambientais, geralmente proteinas.

A DA é uma das primeiras manifestacdes alérgicas, aparecendo nos primeiros seis
meses de vida, e precede o desenvolvimento das outras doencgas alérgicas como rinite
alérgica e/ou asma, sugerindo que as manifestagdes cutaneas sejam a porta de entrada para
o desenvolvimento subsequente das doencas alérgicas (Spergel e Paller, 2003). Esse
fendbmeno é denominado como marcha atopica. A melhor evidéncia de que a sensibilizacdo
epicutanea pode levar a sensibilizacdo de vias aéreas vem de estudos experimentais em
modelos murinos.

Spergel et al. (1998), utilizaram a técnica de aplicacéo epicutanea de ovoalbumina sob
oclusdo em pele escarificada (técnica de escarificacdo utilizando fita adesiva) para induzir
dermatite em ratos e amplificar a producéo de IgE total e especifica. O animal sensibilizado
por via epicutanea foi, subsequentemente, provocado com uma exposicdo Unica a
ovoalbumina inalada, analisando-se o lavado broncoalveolar (LBA) ap6s 24 horas. O rato
sensibilizado a ovoalbumina apresentou um aumento significativo no nimero de eosindfilos
no LBA, em comparag&o com o animal controle ndo sensibilizado, demonstrando a presenga
de processo inflamat6rio em vias aéreas inferiores. Ainda no mesmo estudo, para determinar
se a sensibilizacdo epicutanea poderia induzir o desenvolvimento de hiperreatividade em vias
aéreas, 0s autores realizaram prova de provocac¢do com metacolina, 24 horas apés a inalacéo
da ovoalbumina. Os ratos sensibilizados a ovoalbumina demonstraram uma sensibilidade dez
vezes maior a metacolina do que os ratos do grupo controle.

Os mecanismos moleculares de sensibilizagdo epicutdnea podem ser explicados
quando a pele intacta € exposta a uma aplicacdo topica Unica de antigenos de &caros da
poeira domiciliar, observa-se um aumento na expressao de citocinas tanto de padrdo Thl (IL-
2 e INF-y) como Th2 (IL-4) nos linfonodos regionais. Entretanto, na pele escoriada, onde ha
ruptura da barreira cuténea, a sensibilizagcdo com antigenos de acaros diminui a expressao
de citocinas padréo Thl, ao mesmo tempo em que aumenta a expressao de IL-4 e a producéo
de IgE. Isto também ocorre com relacéo a infiltracdo eosinofilica cutanea (Beck; Leung, 2000).
Esses achados sugerem que a penetracdo de antigenos ambientais através de uma barreira

cutanea nao integra esta fortemente associada com a inducdo de respostas imunes padréo



Th2, como visto na DA. Logo, o primeiro passo ha marcha atdpica parece ser a sensibilizacdo
epicuténea, gerando na pele um microambiente com predominio de citocinas perfil Th2 (IL-4,
5,10 e 13).

Hoje, sabe-se que 0s queratindcitos ndo atuam apenas como uma barreira fisica, mas
participam ativamente na génese do processo inflamatorio, através da secrecao de citocinas
(GM-CSF, TNFa e IL-1B) e quimiocinas (RANTES, IL-8). A linfopoetina estromal timica
liberada pelos queratinécitos tem um importante papel na migracdo das células
apresentadoras de antigenos (células de Langerhans) para os linfonodos, amplificando a
resposta inflamatéria e o direcionamento dos linfécitos T para um perfil Th2. Vale ressaltar
que as células apresentadoras de antigeno que possuem em sua superficie o receptor de alta
afinidade para IgE (FceRI) desempenham um papel central na estimulagéo da resposta Th2 e
na promog¢ao da marcha atopica (Boguniewicz, 2005).

A quebra na barreira epitelial facilita a penetracéo antigénica. Ao chegar a epiderme,
este antigeno é capturado pelas células apresentadoras de antigeno via FceRI, sendo entéo
processado e apresentado ao linfocito T. As células de Langerhans podem apresentar o
antigeno para linfécitos Th2 presentes na derme (atuagéo local) ou migrar para os linfonodos
satélites e apresenta-lo a linfécitos ndo comprometidos (Th0). Ap6s o contato com o antigeno,
o linfécito ThO passa a expressar em sua superficie o antigeno linfocitario cutédneo (ALC),
sendo entdo, capaz de migrar seletivamente para a pele onde, em um segundo contato com
0 antigeno, passara a sintetizar citocinas de padrao Th2 (Kupper, 1999).

Entretanto, alguns destes linfécitos Th2 de memoria podem ndo migrar para a pele,
mas cair na corrente sanguinea via ducto toracico, localizando-se nos mais diversos tecidos,
inclusive nas mucosas nasal e bronquica. Nos pacientes com DA, este direcionamento para
outros tecidos é facilitado pela manutencdo de um perfil Th2 a nivel sistémico, através do
predominio no sangue periférico de células padréo Th2, e do aumento da expresséo de IL-13.
Em um segundo contato com o antigeno, desta vez por via inalatoria, o paciente pode
apresentar sintomas de rinite e/ou asma, pois as células apresentadoras de antigenos
presentes na mucosa respiratdria podem interagir com os linfécitos previamente
sensibilizados por via epicutanea, levando a sua ativacdo e liberacdo de citocinas, com
consequente recrutamento e ativacdo de eosinofilos, producdo de IgE, degranulagéo
mastocitaria, ativagdo de células epiteliais, secre¢cdo de muco e proliferacdo da musculatura
lisa brénquica (Coca,1923). Sendo assim demonstrado, que a sensibilizacdo epicutanea pode
levar a efeitos sistémicos.

O teste de contato € um método diagnéstico utilizado classicamente para determinar
a causa etioldégica de uma reacdo alérgica cutanea, principalmente em individuos com
suspeita de dermatite de contato. Adams (1981), um dermatologista alemé&o, foi o primeiro a
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reportar esse teste. Neste tipo de teste, 0 alérgeno causa inflamac¢do na derme por contato
direto na pele, e sdo usadas baterias j padronizadas. A mais utilizada contém 30 substancias
(bateria padrao) que sao responsaveis por 80% das dermatites de contato alérgicas (DCA).

Atualmente, existem varias baterias de contato, como as de cosmético, de corticoides,
de alimentos, regional América, e série capilar e de unha, com o objetivo de ampliar o
diagnostico dos pacientes com DCA, quando o diagnéstico ndo se realiza com a bateria
padrdo e a historia e o exame fisico sdo muito sugestivos. A reacao ocorre apds 48 a 96
horas, com leituras nesses periodos. Este teste valoriza uma reacdo tardia de
hipersensibilidade tipo 1V, mediada por células. A interpretagdo deste é realizada, segundo
grupo internacional de dermatites de contato, da seguinte maneira: (-) negativo, (?) reacéo
duvidosa — em caso de eritema leve, mal definido, (+) reagéo fraca — eritema mais edema,
infiltrac&o e raras vesiculas, (++) reacao positivo forte — eritema, infiltragéo, papulas, vesiculas
isoladas, (+++) reacdo positivo muito forte — eritema, infiltracéo, papulas, vesiculas agrupadas
com bolhas, RI - Reacdo irritativa.

O primeiro uso do teste contato com extratos de aeroalérgenos foi realizado por
Rostenberg e Sultzberger (1937), mas s6 em 1982, os autores Mitchell et al. (1982), surgem
com as primeiras descriges do teste cutdneo de contato alérgico de leitura tardia (TCCALT)
como uma reagdo cuténea a aeroalérgenos induzida em pele integra.

O primeiro estudo lidando com alimentos foi realizado por Ring et al. (1989), com a
finalidade de demonstrar o envolvimento do mecanismo mediado por células T em pacientes
com dermatite atopica.

O European Task Force on atopic dermatitis (ETFAD) desenvolveu uma padronizacao
para a técnica de TCCALT (Darsow; Wollenber; Simon, 2010). Esta deve ser realizada com
preparacdo de alérgeno purificado em petrolatum, aplicada em Finn chambers de 12 mm de
didmetro em fita adesiva, em pele néo irritada, e ndo esfoliada, na parte superior das costas.
Uma proposta de padronizagéo de leitura foi realizada, sendo estas apds 48 e 72 horas, mas
as concentracdes dos materiais ainda ndo foram padronizadas.

Varios trabalhos (Van Voorst Vader, P et al.,1991, Darsow, U et al.,1995, Guler et al.
2006, Fuiano, N, 2010 e 2015,) foram realizados com o objetivo de se encontrar uma
concentracdo adequada, e tentando padronizar essa técnica utilizando aeroalérgenos como:
os acaros da poeira domiciliar, o Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e o
Dermatophagoides farinae (Df), pelos de gato e pdlens de gramineas, que sdo alérgenos mais
comuns em paises da Europa.

Darsow; Vieluf; Ring (1995), usaram concentracdes de 1000 PNU/gm e 10000

PNU/gm de Dp, pelo de gato e pdlens de gramineas em seu trabalho. Resultados mais



relevantes foram obtidos para Dp em petrolatum na concentracdo de 7000 PNU/gm em um
outro trabalho também realizado por Darsow; Vieluf; Ring (1999).

Novas concentragdes do TCCALT foram testadas por Guler et al. (2006), utilizando
200 IR/ml de Dp. Fuiano et al. (2010) utilizou uma concentracdo de 20% de corpo inerte de
acaro purificado (Dp e Df 1:1) em vaselina a 20% e 6leo mineral como excipientes. Fuiano et
al. (2015), padronizou a concentracdo de acaros (Dermatophagoides) utilizados nesses
testes, em 0,085 gramas +10%, e realizaram-se dois trabalhos com um grande ndimero de
pacientes (456 e 521 pacientes). Esta foi a concentracdo que foi reproduzida no presente

trabalho.

Trabalhos realizados

1991 1 x prick test a 1000 x prick test

1995 1000 e 10000PNU/gr (Dp)
1999 7000 PNU/gr (Dp)

2006 200 IR/ml (Dp)
2008 20% corpo inerte de acaro (1:1 Dp e Df)
2013 1:10Dp, 1:10Dfe 1:10 Bt

2015 0,085% + 10% (Dp eDf)

Os acaros da poeira domiciliar sdo a maior causa de doencas alérgicas no mundo
(Mills e Chapman, 1987). Os principais &acaros responsaveis sdo: Dermatophagoides
pteronyssinus e Dermatophagoides farinae que produzem alérgenos eficientes que séo
capazes de induzir sensibilizacdo e doenca alérgica (Zock et al., 2006).

As manifestacfes alérgicas incluem dermatite atopica (Tupker; Monky; Coenraads,
1998), particularmente frequente em criangas, rinite e asma (Gaffin; Phipatanakul (2009);
Peroni (2003)) e, muito raramente, anafilaxia (Edson; Hage-Hamsten, 2003).

Acaros do género Blomia, incluindo Blomia tropicalis (Bt), sdo agentes importantes que
causam reacgOes IgE mediadas em pacientes asméaticos em regides tropicais e subtropicais
do mundo (Arruda; Chapman (1992); Arruda et al. (1991)). A exposi¢do ao acaro do género
Blomia tropicalis tem sido documentado nas casas no Brasil, e 0 alérgeno foi denominado Blo
t 5. Esses trés 4caros sdo, atualmente, a principal causa de doencas alérgicas no Brasil e se
realiza o prick test com estes, na prética diaria.

Portanto, para realizacdo diagndstica das doencas alérgicas, além de uma histéria
clinica positiva, utiliza-se o prick test e a dosagem de IgE sérica especifica, que indica

sensibilizacdo em doencas de hipersensiblidade imediata do tipo I. O TCCALT foi introduzido
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como uma forma diagnéstica, visualizando sensibilizacdo em doencas de hipersensibilidade
do tipo IV, reagdo tardia, mediada por células T, em pacientes com dermatite de contato e
atépica (Martinez, 2014). Mas este se mostrou positivo também em pacientes com doencas
respiratdrias, mostrando que as vias de sensibilizacdo aos aeroalérgenos sdo a inalatoria e a
cutanea (Guler (2006); Fuiano; Incorvaia, (2003); Wistokat-Wulfing et al. (1999); Fuiano et al.
(2008); Reijsen et al. (1992)).

A diversidade de estudos de técnicas, de concentracfes de extratos e métodos
distintos, dificulta a utilizacdo do TCCALT como ferramenta diagnéstica rotineira. Deste modo,
estudos bem elaborados e padronizagdo sdo necessarios. Pesquisas nas fontes SciELO,
PubMed e LILACS identificam apenas dois trabalhos brasileiros que foram realizados com os
trés acaros mais incidentes em no Brasil: Dp, Df e Bt.

Os dois trabalhos utilizaram metodologias distintas, ndo seguindo a padronizagéo
proposta pelo ETFAD, de realizar o TCCALT em pele integra e com Finn Chambers de 12
mm, sendo dificil também a quantificacdo da concentracdo dos acaros, uma vez que estes
nao estéo explicitos em gramas.

Nas ultimas duas décadas, tem se encontrado uma positividade no TCCALT também
em pacientes com problemas alérgicos respiratérios como rinite e/ou asma, que apresentam
negatividade em testes diagnésticos como o teste cutaneo de leitura imediata (prick test) e a
dosagem de IgE especifica in vitro, podendo ser este, uma ferramenta importante para a
complementacéo diagnéstica (Fuiano et al., 2015).

No presente estudo, avalia-se a utilizacdo do TCCALT em amostras de pacientes
brasileiros, com doencas respiratérias como rinite alérgica e/ou asma com ou sem DA,
utilizando as concentracdes e métodos semelhantes aos trabalhos europeus com Dp e Df, e

usando Bt, que é um acaro incidente em paises de clima tropical.



2 REVISAO DA LITERATURA

Os primeiros artigos sobre TCCALT com aeroalérgenos foram publicados por Mitchell
et al. (1982). Uma série de métodos, com objetivo da penetracdo cutanea do alérgeno,
tentando mimetizar a pele do paciente com DA, foi realizada como: abrasdo da pele, uso de
fitas adesivas e aplicacao de lauril-sulfato de sédio. Este trabalho inicial foi realizado em 17
pacientes com DA severa, mas que estavam em remissdo, 10 voluntérios néo alérgicos, com
prick test negativo, e 6 voluntarios que apresentavam rinite ou asma, sem DA, com prick test
positivo. Para o TCCALT, foi utilizado extrato da poeira de casa dialisado com solucéo salina.
ApOs escarificagcdo, os alérgenos, entre eles, acaro da poeira domiciliar, pelos de gato e de
cobaias e gramineas, foram deixados por 48 horas na pele, em uma gaze e ocluidos com uma
fita hipoalergénica. As amostras de poeira foram coletadas do chéo da casa dos proprios
pacientes. Ap6s 48 horas, uma bidpsia foi realizada. Uma dosagem de IgE sérica total, além
de dosagem de IgE e IgG ao antigeno P1(antigeno de acaro purificado) foi realizada em todos
os pacientes. Histologicamente, os TCCALT positivos induziram um infiltrado inflamatério na
derme, de moderado a severo, contrastando com a pequena quantidade de células vistas nos
pacientes submetidos a apenas solucdo salina e nos voluntarios do grupo de controle. As
lesdes positivas demonstraram células eosindfilicas como células predominantes, além de
células mononucleares e neutrofilicas. A patogénese da DA é multifatorial, alérgenos
inalatorios sdo causas importantes, ha uma natureza de resposta tardia, por isso o TCCALT
deve ser realizado.

Darsow et al. (1995), realizaram um trabalho com o objetivo de padronizar o TCCALT,
com diferentes veiculos, e concentracfes de alérgenos. Foram realizados os TCCALT para
aeroalérgenos comparado com o prick test em 36 pacientes, utilizando Dp, pelo de gato e
polens de gramineas. As leituras deste TCCALT, nao diferiram das realizadas no teste de

contato convencional de + a +++.

LEITURA DO TESTE DE CONTATO

As leituras foram realizadas de acordo com
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Foram realizadas duas leituras, 48 e 72 horas apos o teste, e usadas concentracdes
de 1000 unidades de nitrogénio protéico (PNU)/gm e 10000 PNU/gm em dois diferentes
veiculos, petrolatum e hidrogel metilcelulose. Camaras de Finn chamber de 12mm de
diametro foram utilizadas e colocadas em pele integra, na regido dorsal do paciente. O
TCCALT para aeroalérgenos mostrou um tempo de reacdo diferente do teste de contato
convencional. O pico de severidade das lesdes foi alcangcado em 48 horas. ApGs este periodo,
as reacdes ndo mostraram nem aumento e nem declinio, indicando que uma leitura de 48
horas seria suficiente. O tipo de veiculo utilizado (petrolatum ou hidrogel) ndo influenciou os
resultados. As concentragcbes de 10000 PNU/gm e Dp tiveram os melhores resultados.
Finalizando, este trabalho mostrou que aeroalérgenos sao capazes de levar a uma resposta
eczematosa na pele em pacientes com DA, e que nao é necessario nenhuma abraséo na pele
para que se consigam esses resultados. Nao é necessario uma IgE sérica alta para uma
positividade no TCCALT e, células de Langerhans carreiam receptores de IgE de diferentes
classes, que podem levar a lesdes eczematosas, como as que sao observadas nesses testes.
O TCCALT é um teste que fornece informagdes adicionais e deve ser considerado, além do
prick test e a IgE sérica especifica. Este trabalho é um “start up” para uma padronizagéo e
esclarecimento de técnicas que serdo realizadas em trabalhos posteriores.

Outro trabalho muito interessante, multicéntrico, duplo cego, randomizado foi realizado
na Alemanha por Darsow et al. (1999), com os objetivos de definir as concentracbes do
TCCALT, ver a seguranca do procedimento e correlacionar com os testes classicos de IgE
em pacientes com DA. Esse foi realizado com concentragdo de 3000, 5000, 7000 e 10000
PNU/gm de &caros. O acaro testado foi o Dermatophagoides pteronyssinus, além de pelo de
gato e pélens de gramineas, em petrolatum. Realizada leitura apés 48 horas, por um
investigador as cegas, usando Finn Chamber de 12mm. A dose ideal para acaros nesse
trabalho foi de 7000 PNU/gm. Para o Dp, 17,6 % tinham prick test negativo com positividade
no TCCALT, e 21% tinham IgE especifica (radioallergosorbent - RAST) negativa, mas com
TCCALT positivo. Nenhum efeito colateral grave foi observado, 7,9% apresentaram reagdes
locais (eczema local, urticaria de contato, irritacdo do adesivo), e apenas 2 pacientes
apresentaram reagao sistémica (asma - 2 em 253). A especificidade do TCCALT foi maior do
gue a observada no prick test e no RAST, mas a sensibilidade foi baixa. Esse estudo foi
importante, pois foi o primeiro estudo duplo cego, controlado. As leituras com 48 e 72 horas
mostraram resultados semelhantes. O TCCALT né&o é proposto como um teste de screening
para pacientes com dermatite atopica, mas deve ser considerado como teste adicional na
investigacdo dos pacientes que apresentam DA e que melhoram com o controle ambiental.

Quase todos os trabalhos descritos até 0 momento tiveram foco em pacientes com DA

e 0 uso do TCCALT como método diagndstico adicional.



Guler et al., (2006), realizaram um trabalho investigando o uso do TCCALT para Dp
em criangas com doencas respiratérias como rinite alérgica e asma, e compararam com prick
test e dosagem de IgE especifica. O TCCALT foi realizado na concentragdo de 200 de indice
de reatividade (IR)/ml desse acaro, em petrolatum, usando Finn Chamber montada em um
fita, com leitura em 72 horas. Dos 63 pacientes testados, 16 (25%) mostraram positividade no
TCCALT, 10 (30%) desses tinham asma e 6 (20%) tinham rinite. Os aeroalérgenos levaram a
uma reacdo eczematosa na pele apés aplicacdo. A positividade do TCCALT foi de + (uma
cruz em trés +/+++), com excecdo de um paciente asmatico que foi de ++, sugerindo que o
envolvimento de reacdes de hipersensibilidade tardia em pacientes com alergias respiratorias
seja menos importante do que o que se observa na DA. Um quarto dos pacientes, que
apresentavam positividade no prick test e elevados niveis de IgE especificas para Dp, também
apresentaram positividade ao TCCALT, sem correlagdo com o didametro da papula no prick
test.

Benhamou et al. (2009), utilizaram um TCCALT ja comercializado (HDM-Diallertest®,
Paris, Franca), que continha 300 pg + 30ug de Dp e Df, e investigou sua reprodutibilidade e
seguranca, correlacionando com a dosagem de IgE especifica e prick test também para o Dp
e Df, em pacientes com DA isolada ou combinada com manifestacbes digestivas ou
pulmonares e grupo controle sem DA. Esse trabalho ja usa os dois acaros que sé&o 0s mais
comuns de desenvolverem as doencas alérgicas. Os trés métodos apresentaram um nivel de
acuracia comparavel para diagnostico das sensibilizacbes aos acaros da poeira domiciliar,
devendo o HDM-Diallertest® também ser considerado como uma ferramenta na deteccéo
dessas doencas.

Cinco trabalhos foram realizados por um grupo de autores italianos (Fuiano e
colaboradores), com uso de TCCALT com aeroalérgenos: O primeiro deles, realizado por
Fuiano et al. (2008), avaliou 297 criancas, que foram divididas em quatro grupos: pacientes
com DA, pacientes com DA e doencgas respiratérias, pacientes com passado de DA e com
sintomas respiratérios, total de 248, e um grupo controle com 49 pacientes apenas com
doencas respiratérias. Todos os pacientes foram submetidos ao prick test. O TCCALT foi
composto por corpo de acaro inerte purificado a 20% (Dp e Df 1:1) em vaselina 20% e 6leo
mineral usado como excipiente, colocado na regido dorsal integra, com Finn chambers de 8
mm de aluminio e leitura realizada em 48 horas. A positividade do TCCALT foi
significativamente maior em pacientes com DA ou com passado de DA, com ou sem doencas
respiratorias associadas. Esse dado sugere que o mecanismo da resposta cutanea do
TCCALT esteja relacionado com a patogénese da DA. Sabe-se, até entdo, que a disfuncéo
da barreira cutanea, a hiper-reatividade, e a exposi¢cdo a estimulos imunologicos, como
alérgenos e micrébios, tém papel principal como fator patobiolégico da DA. Essa interacao,
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em que células dendriticas parecem ter um papel fundamental, leva a uma resposta de célula
T na pele: inicialmente, do tipo Th2 local, mas, mais tarde, do tipoTh1 junto com uma resposta
Th2 sistémica, induzindo a sintese de IgE e o envolvimento de eosindfilos. A importancia da
resposta sistémica € mais evidente pela prépria histéria natural da doenca atépica,
caracterizada pela marcha atdpica, onde a DA pode ser a primeira manifestacdo, evoluindo
para manifestacfes respiratdrias mais tarde. Apesar da importancia do TCCALT na DA,
evidenciou-se positividade também em pacientes somente com doengas respiratorias (12%).
Esse trabalho mostrou, ainda, que o TCCALT (80,8%) foi mais positivo do que o prick test
(7,2%) em criangas abaixo de 53 meses. No estudo, ficou evidente que a DA tem dois
diferentes padrdes de resposta alérgica, uma IgE mediada (avaliada pela positividade no prick
test), e uma mediada por célula (avaliada pelo TCCALT). Supfe-se que a sensibiliza¢éo aos
acaros pode ser por via cutanea, levando a migracdo das células T para as vias aéreas,
causando doenca respiratoria.

O trabalho realizado por Fuiano et al. (2010), avaliou 465 criangas e as dividiu em 4
grupos, como no trabalho anterior: 40 pacientes no grupo A que s apresentavam DA, 156 no
grupo B com DA e sintomas respiratérios, 203 pacientes no grupo C com passado de DA mas
com sintomas respiratorios, e 66 pacientes no grupo D com apenas sintomas respiratorios.
Os resultados encontrados foram similares ao do trabalho anterior, onde houve uma
positividade maior do TCCALT nos pacientes dos grupos com DA ou passado de DA, em
comparagao com 0 grupo com apenas sintomas respiratorios. A metologia usada, e o material
foram os mesmos. Como mencionado, anteriormente, sobre a disfuncdo da barreira cutdnea
na génese da DA, surge, nesta época, a filagrina. Uma perda da funcéo do gene das filagrinas
predispde a DA, e este gene especifico esta relacionado a sensibilizacdo aos alérgenos, a um
fen6tipo mais severo de DA e a asma. Esse mecanismo pode explicar experimentos
anteriores, em que uma sensibilizacdo epicutanea levava a dermatite localizada e
hiperresponsividade brénquica. Concluindo, do ponto de vista clinico, o melhor meio
diagnostico para investigar a DA, parece ser o TCCALT, que revela uma reacao de resposta
imune, alérgeno-especifica mediada por linfécito T do que somente usar os diagnosticos
comumente realizados como o prick test e a dosagem de IgE especifica.

J& o trabalho de Fuiano e Incorvaia (2011), consiste em uma revisdo que demonstra
como o TCCALT também pode ser util em pacientes com somente problemas respiratorios,
tais como a rinite alérgica e a asma, e apresenta quais mecanismos poderiam explicar esses
achados. Avaliar pacientes com DA somente com prick test e IgE especifica ndo cobre todos
0S mecanismos que essa complexa doenca tem. Com o TCCALT podemos observar essa

reacao tardia promovida pelo linfécito T.



Em um estudo multicéntrico europeu realizado por Darsow et al. (2007), com 314
pacientes, as reacdes do TCCALT foram de 39% para acaros, e 7% dos pacientes
apresentavam positividade somente para TCCALT, com prick test e IgE sérica especifica
negativas.

No trabalho de Guler et al. (2006), uma positividade do TCCALT em pacientes somente
com problemas respiratorios, com prick test e IgE especificas também positivos, foi observado
em 25% dos pacientes. As diferencas significativas de respostas do TCCALT em pacientes
com expressodes clinicas diversas sugerem um mecanismo imunolégico distinto, de acordo
com as varias manifestagbes de hipersensibilidade aos &caros da poeira domiciliar. Em
pacientes com historia negativa de DA, a sensibilizacdo ocorre por via respiratoria e leva ao
desenvolvimento de um padrdo Th2 de resposta com producdo de IgE especifica e a
consequente positividade no prick test e IgE especifica in vitro. Em contraste, quando a
sensibilizacdo se faz por via cutdnea, como o ocorrido em exposi¢cdo a concentracdes do
alérgeno de acaro (Derpl), ha uma positividade no TCCALT e negatividade no prick test e IgE
especifica in vitro.

O novo trabalho de Fuiano et al. (2015), avaliou a prevaléncia da positividade do
TCCALT numa populacdo pediatrica ndo selecionada, uma vez que os trabalhos foram
sempre realizados em pacientes alérgicos. Sabe-se, que a prevaléncia de positividade do
TCCALT para alérgenos de inalantes varia em torno maximo de 39% para &caros da poeira
domiciliar, e positividade apenas no TCCALT para 17% dos pacientes, com TCLI e IgE
especifica negativa (Darsow et al., 2004). Esse trabalho foi realizado em 459 criangas, com
média de idade de 11 anos, numa cidade rural, no sul da Italia. Um questionario, preenchido
pelos pais, foi aplicado para saber se as criancas tinham DA, rinite alérgica ou asma. Em cada
um, o prick test e o TCCALT, foram realizados usando poélens, acaros, pelo de gato e
Alternaria tenuis. Foram usados Finn chambers de 8 mm, de aluminio, leitura realizada em 48
horas. No TCCALT para acaros (Dermatophagoides), foi utilizada na concentragéo de 0,085
gramas +10%. Dos 456 questionarios que foram devolvidos, 279 (61,2%) apresentavam
historia negativa para doencas alérgicas e 177 (38,8%) histéria positiva. Desses, 66 tinham
historia positiva para DA, 109 para rinite e 66 para asma. Dos 279 pacientes com histéria
negativa, 29 (10,4%) tiveram prick test positivo e 26 (9,3%) tiveram TCCALT positivo. Dos 177
pacientes com historia positiva, 49 (27,7%) tiveram prick test positivo, e 31(17,5%) TCCALT
positivo. No total de 456 pacientes estudados, 78 (17,1%) tiveram prick test positivo, e
57(12,5%) tiveram TCCALT positivo. Em particular, 61 pacientes (13,4%) obtiveram
positividade apenas ao prick test, e 40 (8,8%) apenas ao TCCALT. O alérgeno mais positivo
foi 0 &caro da poeira domiciliar, com 41 resultados positivos para prick test, e 55 para TCCALT.
Esse trabalho foi importante, pois padroniza a concentracdo de acaros do TCCALT, sendo
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esta a concentracdo utilizada no presente estudo. Nao houve selecdo de populacéo,
mostrando que o TCCALT é um exame importante, pois sua positividade foi observada em
pacientes com registros de histérias alérgicas ou ndo. Portanto, este teste deve ser incluido
como parte diagndstica da rotina alérgica, uma vez que pode ser 0 Unico teste positivo, mesmo
sendo realizado em pacientes apenas com sintomas respiratérios.

O ultimo trabalho de Fuiano et al. (2015), foi realizado em 521 criancas de 0,5 a 18
anos de idade, numa cidade Italiana. Ele compara os trés métodos (prick test, TCCALT e
dosagem de IgE especifica), voltando a dividir os grupos em: pacientes com DA (47),
pacientes com DA e sintomas respiratérios (72), pacientes com passado de DA e sintomas
respiratorios (69), pacientes somente com doengas respiratérias (280) e 53 pacientes
saudaveis no grupo controle. Esses dois ultimos trabalhos de Fuiano utilizaram as mesmas
concentracdes de &caros (0,085 gramas £10%) no TCCALT, e tem uma amostra de pacientes
consideravel, chegando a quase 1000 pacientes testados.

Embora o TCCALT tenha sido introduzido na década de 80, ele teve sua utilizagéo
limitada até recentemente, quando sairam varios estudos relevando sua capacidade de
detectar alergia em pacientes com DA e com doencas respiratérias, rinite alérgica e asma,
com resultados negativos no prick test e dosagem de IgE especifica. Se este teste ndo for
realizado, esses pacientes serdo classificados como ndo atopicos e isso prejudicard na
conducao de sua terapéutica. Incluiu-se o grupo controle, para calcular a especificidade, e o
valor preditivo positivo e o negativo para o TCCALT. Quanto a especificidade, o valor preditivo
positivo do TCCALT foram maiores que 90% e melhor do que o prick test e dosagem de IgE
especifica. No entanto, o valor preditivo negativo foi insatisfatério em todos os casos. Todos
os dados desse estudo confirmam a importancia deste método, particularmente, em pacientes
com DA atual ou no passado, e mostra que os acaros da poeira domiciliar sdo a maior causa
de DA nainfancia. O TCCALT mostrou uma positividade em todos 0s grupos enquanto o prick
test e IgE especifica ficaram mais positivos, nas criangas acima de 6 anos de idade, o que
sugere que esses testes ficam mais positivos, com o decorrer da idade. Os especialistas em
alergia devem considerar o TCCALT, particularmente, quando avaliarem pacientes com rinite
alérgica e asma que tiveram DA no passado, e o prick test e a dosagem de IgE especifica
forem negativa.

Um trabalho de reviséo, realizado por Lipozencic e Wolf (2010), autores da Croacia e
Israel, no Medline, no periodo de 1998 a 2008, buscou avaliar a validade do diagnostico do
TCCALT e prick test na DA. O prick test foi realizado para investigacao etiol6gica da DA, assim
como na rinite e asma. Muitos alérgenos, como alimentos, fungos, medicamentos e polens,
podem levar a rea¢cBes cutaneas apds a aplicacdo destes de forma epicutanea. Como nao ha
padrdo ouro de provocacdo para aeroalérgeno na DA, o TCCLT é usado como método
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diagndstico, presumindo que ele refleta a reac¢des clinicas de fase tardia. Os autores concluem
gque o TCCALT pode ser usado em criangas com reacdes gastrointestinais a alimentos, assim
como na DA. Apés padronizacé@o, o TCCALT pode ser um teste a ser usado na pratica clinica,
associado ao prick test e a dosagem de IgE especifica, ajudando a avaliar a relevancia clinica
de sensibilizacdes IgE mediadas para lesbes eczematosas.

Um trabalho de reviséao, realizado por Toncic; Lipozencic (2010), também da Croécia,
estuda qual é a real significancia do TCCALT. Considerando somente a alergia a
aeroalérgenos, em geral, a positividade a alimentos e aeroalérgenos, € menor em pacientes
mas velhos. Isto pode ser explicado, pois a pele da crianga € mais fina e mais facil de
penetracdo e de gerar reacdes. A prevaléncia de reacdes a inalantes € mais comum acima
de 3 anos de idade, com diminuicdo das alergias alimentares, especialmente a leite de vaca
e ao desenvolvimento de alergias a multiplos inalantes. 15 a 70% dos pacientes com DA tém
positividade no TCCALT, que pode ser util no diagndstico, em caso de suspeicdo de alergia
a aeroalérgenos. Os acaros da poeira domiciliar sdo os mais positivos. De acordo com 0s
autores, uma concentracéo ideal do TCCALT para acaros foi de 7000 PNU/g e este € mais
especifico (69 a 92% dependendo do alérgeno), comparado com o prick test (44% a 53%) e
dosagem de IgE especifica (42% a 64%). Um dos mais importantes aeroalérgenos é o acaro
da poeira domiciliar, sendo o Dp e o Df, os mais importantes patdgenos da Europa Central.
Seus alérgenos provém de seus excrementos, (Derpl e Derfl) e de seu corpo (Derp2, Derf2).
Ha uma correlacdo entre a concentracdo destes nos colchdes e no chao do quarto, com a
severidade dos sintomas. Uma pessoa descama 0,5 a 1 grama de pele durante uma semana,
0 que é suficiente para alimentar milhares de acaros por alguns meses. O controle ambiental
leva, na maioria das vezes, a melhora dos sintomas. Embora uma positividade do TCCALT
em pacientes somente com sintomas respiratérios possa ocorrer, este € menor do que
observado em pacientes com DA.

Deleuran et al. (1998), mostraram que h& mais uma reacdo irritativa ao Derpl e Derp2
quando os testes sdo realizados com extratos. O TCCALT é um teste de contato usando
alérgenos que levariam a reagdes do tipo |, reagfes IgE mediadas e seus resultados tém sido
Uteis como ferramenta diagndstica em doengas como na DA e em doengas respiratorias. Uma
padronizagao foi proposta pelo “European Task Force on Atopic Dermatitis” e consiste em
usar preparados de alérgenos purificados em petrolatum, aplicados com Finn chamber de
12mm de didmetro montados numa fita adesiva e colados numa parte dorsal superior, em
pele integra.

Dois trabalhos brasileiros foram realizados com TCCALT e os trés tipos de acaros mais

comuns no Brasil: o Dermatophagoides pteronyssinus, o Dermatophagoides farinae e a
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Blomia tropicalis. O primeiro deles foi realizado em S&o Paulo, e o outro no Rio de Janeiro,
caracterizando o TCCALT como uma ferramenta diagnéstica promissora.

No primeiro trabalho, feito por Rodrigues et al. (2011), foram selecionados 95 doentes
com idade acima de 1 ano, e aplicados um questionario para caracterizacao da doenca além
de exame fisico. Foram divididos em: 50 portadores de DA, com ou sem alergia respiratéria
(rinite e/ou asma) e 45 com diagndstico de rinite alérgica sem DA. O TCCALT foi realizado
com extrato padronizado de teste cutdneo de leitura imediata para Dp, Df e Bt, diluidos a 30%,
utilizando-se vaselina sélida como veiculo. Estes foram preparados e cedidos pelo laboratério
FDA ALLERGENIC. Os testes foram aplicados em camaras de aluminio de 8 mm na parte
superior da regido dorsal dos pacientes, previamente limpa com éter. Imediatamente antes do
teste, fez-se abraséo com fita de micropore dez vezes no mesmo local, com a finalidade de
facilitar a absorgéo dos antigenos, conforme descrito em outros estudos. No grupo da DA, 17
(34%) dos 50 pacientes apresentaram pelo menos um TCCALT positivo, enquanto naqueles
com rinite alérgica, houve 6 (13,3%) dos 45 doentes com positividade a pelo menos um
agente. A DA pode preceder a alergia respiratéria, o que é chamado de marcha atdpica.
Alguns estudos tentam demonstrar, que a sensibilizacdo pode ter inicio na pele devido as
alteracdes da funcdo de barreira cutanea que facilitam a penetracdo destes alérgenos e o
desencadeamento da resposta imune. A partir da diferenciacdo de linfécito T maduros em
linfécito Th2, uma parte destes vai migrar pela circulagdo sanguinea para outros locais, como
a mucosa nasal e pulmonar. Futuramente, o contato com o mesmo alérgeno podera provocar
reacdo sistémica clinicamente demonstrada por quadros de asma, rinite e piora da DA. E
sabido que a alergia ndo é o Unico fator etioldgico da DA, assim como a hipersensibilidade
nao é o unico fator que contribui para a positividade do TCA. Este teste podera identificar a
sensibilizacdo aos acaros da poeira doméstica, que tém a possibilidade de estimular a reacéo
imunoldgica tardia, associada ao desencadeamento ou piora das lesées eczematosas na DA.
Sustenta o conceito de que o IgE e os linfécitos T estdo envolvidos na fisiopatologia desta
doenca, assim como o conceito de que a DA ndo € somente uma doenca com disfuncdo de
barreira cutanea e pele seca, mas também uma doenca alérgica.

No segundo trabalho, produzido por Dortas Junior SD et al. (2013), foram avaliadas 72
criancas com idades entre 2 e 12 anos (média 6,6 anos). Destas, 32 apresentavam DA (grupo
1); 26 pacientes apresentavam diagnadstico clinico de rinite alérgica e/ou asma sem DA (grupo
2); e 14 eram criangas ndo atopicas, que constituiram o grupo controle (grupo 3). Foram
realizados dosagem de IgE especifico além de prick test e TCCALT em todos 0s pacientes.
O TCCALT foi realizado com alérgenos de acaros (Dp, Df e Bt) na concentracdo de 1:10 (FDA
Allergenic, Rio de Janeiro, Brasil), com o veiculo vaselina como controle negativo, usando
camaras de aluminio de 8 mm de didmetro. Os testes foram realizados em duplicata e
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aplicados em pele saudavel do dorso. O primeiro adesivo (APT 1) foi retirado apos 24 horas,
e 0 segundo (APT II) ap6s 48 horas. Foram realizadas leituras do APT | apds 24, 48 e 72horas;
e APT Il ap6s 48 e 72 horas. O TCCALT parece nao ser especifico para DA, pois, foi verificada
positividade também em pacientes com outras enfermidades atopicas (rinite e/ou asma)
(grupo 2), levando a especular, como relatado em outros trabalhos, que alto nivel de IgE no
soro ndo necessariamente leva ao TCCALT positivo, e vice-versa. Nesse trabalho, o TCCALT,
quando comparado a dosagem de IgE sérica especifica e ao prick test, mostrou-se como um
teste altamente especifico, porém de baixa sensibilidade. A sensibilidade aumentou nos testes
de maior exposi¢cdo e em leituras mais tardias (72 horas). A prevaléncia de positividade foi
maior para Dp e Bt entre os pacientes atépicos, principalmente entre aqueles com DA. A
melhor resposta foi ao Dp.

Varios trabalhos foram realizados no mundo, em 2013, testando o TCCALT e contando
sua experiéncia. Além do que foi realizado no Brasil, acima comentado, foi descrito um na
Republica Tcheca, um na Turquia e um na China.

O da Republica Tcheca foi realizado por Necas (2013) com 125 pacientes adultos com
DA, utilizando o teste da Soluprick allergens do laboratério da ALK-Abell6. Foram feitas trés
leituras, 48, 72 e 96 horas, e seguidas as orientacbes do grupo da ETFAD. Dosagem de IgE
especifica também foi realizada em todos os pacientes, checando sensibilidade e
especificidade desses testes. O TCCALT foi positivo em 28,8% dos pacientes. Foram testados
varios alérgenos, entre eles pélens, pelos de cao, gato e cavalo, fungos e dois acaros: Dp e
Df. O alérgeno mais positivo foi o Dp em 10,4% dos pacientes e, considerando os dois &caros,
a positividade subiu para 12,8% dos casos. Foi interessante o relato de que pacientes que
viviam em zonas urbanas tiveram positividade de 30,1% para Dp, e 0s que viviam em zona
rural, a positividade foi de 26,2% para pélens de gramineas. A sensibilidade do TCCALT, em
relacdo a histéria, foi de 41,3% e especificidade em 77,4%, contra 80,1% de sensibilidade da
IgE especifica e especificidade de 30,9%. Este resultado mostra que o TCCALT é mais
especifico e menos sensivel que a dosagem de IgE especifica e deve ser realizado em
pacientes com DA, aumentando a chance de identificacdo de aeroalérgenos que
desencadeiam crises nesses pacientes. Essa identificacdo € importante para que medidas
preventivas e tratamento adequado sejam realizados.

No trabalho da Turquia, realizado por Kutlu et al. (2013), o objetivo foi relacionar a
reatividade do prick test e do TCCALT com a severidade da DA em criangas. Os testes foram
aplicados em 45 criancas de 2 a 15 anos de idade. A severidade da DA foi medida pelo indice
SCORAD. Prick test e dosagem de IgE especifica também foram realizados nesses pacientes
com varios aeroalérgenos: Dp, Df, pelo de céo e gato, pdlens de gramineas, Artemisia e Betula
Alba. Como visto em outros trabalhos, os aeroalérgenos mais positivos, tanto no prick test
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quanto no TCCALT, foram os &caros da poeira domiciliar. Os maiores indices de positividade
no TCCALT tiveram um efeito direto na extensdo das les6es da DA. A positividade no prick
test teve associacdo direta com os sintomas subjetivos da DA, mostrando a importancia clinica
de ambos os testes para essa doenca.

O trabalho Chinés feito por Zhao (2013), foi realizado em Benjing com 201
universitarios, de 19 a 30 anos de idade, que foram recrutados via anuncio, de varias
universidades dessa cidade. 147 voluntarios ndo apresentavam doencas respiratorias
(desses, um com DA) e 54 com rinite alérgica ou asma. Utilizou-se uma forma comercial de
Dermatophagoides mix (pteronyssinus/farinae) para o TCCALT (Chemotecnique Diagnostics,
Vellinge, Sweden). Houve um aumento de positividade do TCCALT com o aumento da idade.
Dos voluntarios sem histéria de DA, rinite ou asma (n=125), 13,6% (17) apresentaram
positividade no TCCALT, jA os com rinite ou asma (54), 29 (53,7%) apresentaram essa
positividade, muito maior do que no outro grupo, mostrando que o TCCALT aos &caros esta
altamente associado as doencas respiratorias. Esse trabalho foi interessante, visto que, como
0 que foi realizado pelo grupo Italiano com criancas, essa populacdo néo foi selecionada e
mostra uma positividade do TCCALT em pacientes sem histéria de alergia e apenas com
doencas alérgicas respiratérias, dando uma visdo diferente do que a maioria dos estudos
prévios, os quais foram realizados com pacientes com DA.

Wollenberg e Vogel (2013), produziram um trabalho de revisdo de técnicas ja
padronizadas para o TCCALT. Esse identifica com clareza quais 0s pontos que ja foram
estudados e que devem ser seguidos. Em relagao aos aspectos técnicos, discorre um pouco
sobre os alérgenos, que: devem ser purificados e conter alérgenos de proteinas intactas e
ndo haptenos. Suas concentracfes devem ser maiores do que a usada no prick test, utilizando
petrolatum como veiculo, ao invés de hidrogel, pois estas ficam mais estaveis e a frequéncia
das reacOes obtidas sdo maiores. Fazer um controle negativo somente com petrolatum é
necessario.

Sobre as cdmaras de teste prefere-se na Europa, camaras de 12 mm ao invés das de
6 mm, largamente utilizada para haptenos no teste de contato convencional. Observou-se
uma positividade maior, considerando-se uma maior area de oclusdo para uma melhor
penetracdo do alérgeno. Essas cdmaras devem ser coladas em fita adesiva.

Sobre onde colar o teste e pré-tratamentos, eles devem ser colados na regido dorsal
superior, em pele integra. O uso de corticoides tdépicos devem ser suspensos ao menos 5 dias
antes e o0s pacientes ndo devem ter recebido radiacdo UV por varias semanas. Anti-
histaminicos orais e corticosteroides orais também devem ser suspensos e, o periodo vai

depender da dose e do tempo de uso. Nao deve ser colocado quando o paciente estiver em
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periodo de agudizacdo da DA e durante a gravidez. N&o realizar nenhum pré-tratamento na
pele.

Sobre o procedimento do teste, as camaras devem ser removidas apos 48 horas e
uma primeira leitura realizada. A leitura final deve ser feita ap6s 72 horas. Em contraste ao
teste de contato convencional para alergias de contato, ha um decréscimo de reatividade entre
a primeira e segunda leitura, que pode ser consequéncia da diferente cinética de penetracdo
do alérgeno. A leitura do teste deve ser realizada seguindo critério da ETFAD, em que s&o
consideradas positivas as rea¢des com infiltrado e eritema + até eritema e vesiculas ++++.
Apesar de o TCCALT apresentar positividade em pacientes com sensibilidades do tipo I, ndo
h& necessidade de positividades no prick test e dosagem de IgE especifica para que haja
positividade nesse teste. O TCCALT se mostrou mais especifico, mas menos sensivel do que
os testes usualmente utilizados na investigagéo alérgica.

Dois trabalhos em 2016, um realizado na China e outro na Tailandia, avaliam o
TCCALT nessa populacéo. O primeiro utiliza apenas acaros da poeira domiciliar, e o segundo
estuda reacBes com acaros e alimentos.

No estudo Chinés realizado por Dou (2016), 120 pacientes com DA foram avaliados.
Extratos liofilizados de Dp e Df (Wolw Pharma®, Deqing, Zhejiang, China) na concentracéo
de 7000 PNU/g foram utilizados. Nessa populacao estudada, a frequéncia de positividade do
TCCALT foi de 37,5%, ja em outros estudos a positividade variava de 39% a 69% (Darsow et
al. (1999); Fuiano et al. (2008); Fuiano et al. (2010)). Essa diferenca deve estar relacionada
com a sele¢do de pacientes, a metodologia aplicada, como espécie de acaros, concentracdo
e veiculo dos alérgenos, condi¢cbes da pele, local de aplicagcéo e tempo de leitura do TCCALT.
Nessa populagédo estudada, o prick test (77,5%) e a dosagem de IgE especifica (73,3%)
tiveram resultados mais positivos do que no TCCALT. Pacientes adultos e adolescentes
obtiveram resultados mais positivos do que as criangas. Em suma, os resultados do TCCALT
ndo estavam associados com a severidade da doenca e podem ser Uteis para elucidar os
acaros como sensibilizadores em pacientes com DA.

O trabalho Tailandés foi um estudo prospectivo, realizado por Visitsunthorn et al.
(2016), em criangas com DA, de 1 més a 18 anos de idade. Foram preparados extratos de
alimentos liofilizados com 1 grama de leite de vaca, clara e gema de ovo, trigo, soja e camarao
em 10 ml de solucéo (0,9% de cloreto de sodio (59),0,4% de fenol (4g), e bicarbonato de sodio
(2,59) em agua estéril (1L), pH 7,0), uma gota (50uL) de cada alimento dissolvido, extrato de
alérgeno de acaro local (Dp e Df) e extrato comercial de barata Americana (ALK-Abello, New
York), colocados em camaras de 12 mm de aluminio contendo um filtro de papel.Os resultados
foram lidos em 48 e 72 horas. Considerando apenas os resultados dos &caros (Dp e Df), no

TCCALT, 1/3 dos pacientes apresentaram positividade e ¥4 positivos no prick test. Apesar de
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ser importante a investigacao de alimentos na DA, &caros sdo também agentes importantes
como desencadeantes e devem, portanto, ser avaliados, para que uma terapéutica mais
eficaz seja realizada.

O dUltimo artigo, publicado por Liu, et al. (2017), foi uma revisao sistemética e uma
meta-analise de um grupo Chinés, sobre o TCCALT para diagnéstico de DA. Nos trabalhos
avaliados, a porcentagem de positividade no TCCALT variou de 14 a 70%. Essa larga variacédo
pode ser explicada pela falta de padroniza¢éo da técnica. Foi usado material comercial tanto
para TCCALT quanto para prick test, mas os fornecedores eram diferentes. A maioria dos
estudos foi realizada com Dp, e poucos com outros acaros. Extratos de 4caros purificados de
corpo inteiro, foram usados veiculos diferentes, utilizando camaras (Finn chambers) com
tamanhos diferentes, com tempo de exposi¢do e concentracdo dos alérgenos que variam
muito de estudo para estudo. Varios métodos de leitura foram utilizados de acordo com cada
autor, o que dificulta a utilizagdo deste método. Concluiu-se que o TCCALT & um método
capaz de identificar uma sensibilizacdo por acaros em pacientes com DA e deve ser
considerado como teste diagndstico junto ao prick test nesses pacientes. Porém, uma
padronizagdo da técnica, assim como de concentracdo dos acaros nesse teste, se faz

necessaria.
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3 HIPOTESE

O teste de contato alérgico com &caros da poeira domiciliar pode ser um teste
importante no diagnéstico de sensibilizacdo alérgica, ndo somente em pacientes com

dermatite atopica, mas também com rinite alérgica e/ou asma.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a positividade e negatividade do teste cutaneo de contato alérgico de leitura
tardia (TCCALT) em pacientes com rinite alérgica e/ou asma com ou sem dermatite atpica.

4.2 Objetivos Especificos

Verificar a relevancia de realizar o teste cutaneo de contato alérgico de leitura tardia
com acaros da poeira domiciliar Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae
e Blomia tropicalis em pacientes com histoéria clinica de rinite e/ou asma com ou sem dermatite
atopica, que apresentam prick test negativo

Analisar e comparar os resultados do prick test com o do teste cutadneo de contato
alérgico de leitura tardia com Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e

Blomia tropicalis nos pacientes com rinite alérgica e/ou asma com ou sem dermatite atépica.
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo inclui 74 pacientes com idades entre 2 a 60 anos de idade e estes
foram divididos em dois grupos:

Grupo | - pacientes com dermatite atépica e outras doencas respiratorias alérgicas,
como rinite alérgica e/ou asma

Grupo Il — pacientes com somente doencas respiratérias, como rinite alérgica e/ou
asma, sem dermatite atopica.

Dermatite atopica foi diagnosticada segundo critérios de Hanifin e Rajka, e rinite
alérgica e asma foram diagnosticadas segundo ARIA, Alergic Rhinitis and its Impact on
Asthma.

Os pacientes foram submetidos ao prick test com extratos da IPI ASAAC Brasil € 0
teste cutdneo de contato alérgico de leitura tardia para aeroalérgenos de Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis, também cedidos pelo mesmo
laboratorio IPI ASSAC, S&o Paulo, Brasil, na concentragédo de 0,085 grama + 10%, no mesmo
dia. Um controle negativo com solucdo salina e um controle positivo com histamina foram
utilizados para o prick test. As reagfes foram consideradas positivas na presenca de papulas
acima de 3mm de didmetro e maiores do que as observadas no controle negativo.

Para a realizacdo do TCCALT, foram seguidas as normas de padroniza¢do segundo
ETFAD, onde as substancias foram aplicadas no dorso do paciente, em pele integra, fixadas
firmemente com fita micropore em Finn chambers de 12 mm de didmetro. O periodo de
aplicacao foi de 48 horas, e a leitura realizada em até 30 minutos apds a remocao da fita. Os
resultados foram interpretados de acordo com os critérios da Academia Americana de
Dermatologia para teste de contato que vao de 1+ (reacdes leves) até 3+ (forte reatoras). Finn
chambers com petrolatum foram utilizadas como controle negativo. As familias foram
orientadas a evitar 0 uso de anti-histaminicos e corticosteroides tdpicos e orais sete dias antes
do prick test e do TCCALT.

Realizado revisdo bibliografica sobre teste de contato alérgico na base de dados,
SciELO, PubMed, LILACS, dos ultimos 30 anos, com as palavras chaves: Atopy patch test,
Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis além de
rinite alérgica, asma e dermatite atopica.

Para avaliar a concordancia entre teste de contato alérgico e prick test foi considerado
o teste Kappa. Também foram calculados os valores de sensibilidade e especificidade. As
andlises foram realizadas no software STATA (Stata Corporation, College Station, Texas)

versao 12.0. considerando um nivel de 5% de significancia.
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Valor de kappa Concordéncia
0 Pobre
0-0,20 Ligeira
0,21-0,40 Consideravel
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial
0,81-1 Excelente

O estudo foi aprovado pelo comité de ética humana da Faculdade de Ciéncias Médicas e da
Saude SUPREMA (numero 2.007.135) e um consentimento livre e esclarecido, por escrito, foi
obtido pelos pais, em caso de pacientes menores de idade, ou do proprio paciente antes do
inicio dos testes.

Pacientes que estavam em uso de anti-histaminicos, corticoides orais ou topicos, uso
de drogas imunossupressoras que pudessem alterar a positividade dos testes, assim como
pacientes com alergias alimentares, sintomas gastrointestinais como esofagite eosinofilica,

criangas abaixo de 2 anos e adultos acima de 60 anos, foram excluidos do estudo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO APRESENTADOS NO ARTIGO

BRAZILIAN EXPERIENCE WITH ATOPY PATCH TEST FOR DERMATOPHAGOIDES
PTERONYSSINUS, DERMATOPHAGOIDES FARINAE AND BLOMIA TROPICALIS
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the positivity rates of atopy patch tests for
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis in patients
with respiratory diseases such as asthma and allergic rhinitis with or without atopic dermatitis.
Most studies have been performed with atopic dermatitis patients, but in this study, most of the
patients had respiratory conditions. Blomia tropicalis is a mite that is prevalent in tropical areas,
such as Brazil, and only two publications include these three mites, which are present in Brazil.
The patients’ clinical histories were collected, and the patients were subjected to skin prick and
patch tests with the three different house dust mites on the same day. The patch tests were
examined 48 hours later, and then patients were divided into two groups: |- patients with
respiratory diseases, such as asthma and/or rhinitis, and atopic dermatitis and Il-patients with
only respiratory diseases. The statistical analysis results are presented as percentages, and
Table 1 presents the variables by gender and groups studied. A total of 74 patients ranging in
age from 2 to 60 years were included in this study; 16 patients were included in group | and 58
were included in group Il. In the skin prick tests, the most prevalent mite that evoked a reaction
was Dermatophagoides pterronyssinus, followed by Dermatophagoides farinae and Blomia
tropicalis. Regarding the atopy patch tests, the mite that most frequently induced a positive
reaction was Dermatophagoides farinae (78.4%), followed by Dermatophagoides
pteronyssinus (77%) and Blomia tropicalis (52.7%). A comparison of the skin prick and atopy
patch tests revealed that 53 patients (71.6%) were positive on both tests, and 30 (56.6%)
patients were positivite for the same mite. We found six patients (8%) who had a positive
clinical history of allergy and only exhibited positivity on the atopy patch test. These results
suggest that the mite atopy patch test is relevant and should be considered as an additional
test for patients with clinical histories of allergic respiratory disease who have negative prick
test results. This study was approved by the human ethics committee of the Faculty of Medical
Science and Health SUPREMA (number 2.007.135) and written informed consent was

collected from each patient or their parents prior to enroliment.

Key words: Atopy patch test, skin prick test, house dust mite, Dermatophagoides

pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis, rhinitis, asthma, atopic dermatitis.
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BACKGROUND

The first use of aeroallergen extracts for skin using patch testing was performed in
19371, In 1982, Mitchell et al. performed the first patch test with purified mite antigen in atopic
dermatitis patients and confirmed that acute eczematous lesions can be induced by the
application of inhalant allergens to the skin. The definition of this technique as the atopy patch
test (APT) was introduced in 1989 by Ring et al?, because this test can be applied to subjects
with atopic eczema. Many studies®’ have been performed to standardize the APT in terms of
single allergen concentrations, optimal vehicles, and the time intervals required to evaluate the
results, with the aim of providing a reproducible tool that can be used in routine diagnostic
allergy workups. According to the European Task Force on Atopic Dermatitis, a standardized
APT technique requires purified allergen preparations measured in biological units or in major
allergen content, the use of 12-mm Finn-Chambers on Scanpor tape, the use of petrolatum as
the vehicle, and reading of the results at 48 and 72 hours®. The APT has been determined to
be relevant for foods, especially in children, but standardization is lacking and the
reproducibility of this test is poor®.

Regarding allergy testing, the skin prick test (SPT) and measurements of specific
Immunoglobulin E (IgE) antibodies in the serum are used to indicate sensitization in immediate
type | hypersensitivity reactions, but these tests must be combined with the subject’'s case
history to diagnose a clinical allergy. The APT, which consists of applying the suspected
allergen to the skin using the same method as patch testing for contact dermatitis was
introduced as a technique for evaluating sensitization to aeroallergens and measuring type IV
sensitization in subjects with atopic dermatitis2. This test was later confirmed to be a valid test,
particularly for dust mites* >16:17:18 Notably, recent studies have found that the APT can be the
only positive test in patients with atopic dermatitis and respiratory allergies!® 2°. House dust
mites are a major cause of allergic diseases worldwide!®. The most frequently responsible
mites are Dermatophagoides pteronyssinus and Dermatophagoides farinae which produce
efficient allergens able to induce sensitization and clinical disease'. The spectrum of allergic
manifestations includes atopic dermatitis'? (which is particularly frequent in children); rhinitis;
asthma®!* and, very rarely, anaphylaxis®. Mites of the genus Blomia, including Blomia
tropicalis, are an important cause of IgE antibody responses among asthmatic patients in
tropical and subtropical areas of the world?*23, Exposure to Blomia tropicalis has been
documented in houses in Brazil, and this allergen has been designated Blo t 5.
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis are
currently the main causes of allergic diseases in Brazil and the patients are tested for allergies

to these mites with the SPT in daily practice.
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In the past two decades, research has demonstrated that, in patients with respiratory
diseases, such as rhinitis and asthma, allergic symptoms may be sustained by T-cell-mediated
reactions as demonstrated by positive results on the APT. Importantly, in patients with T-cell-
mediated allergies, the APT can be the only positive test 16202526 These clinical data on the
role of the APT are supported by evidence regarding the capacity of this test to reproduce the
pathophysiological events of atopic dermatitis. Specifically, application of the APT to the skin
of atopic dermatitis patients is followed by an influx of inflammatory dendritic epidermal cells?’,
which enables the detection of the shift of TH2 cytokine to a TH1 pattern that can be detected
24 hours after the APT, as occurs for chronic atopic dermatitis skin lesions after 48 hours?®2°,

We performed a study that applied methodologies that have been used in Europe in
recent years, especially those of Fuiano et al. 263337, We replicated these studies to evaluate
the potential for the use of the APT as an additional test, especially for patients with positive
histories of allergic diseases on SPTs and negative radioallergosorbent test (RAST) results.
We used the three most common house dust mites in Brazil, Dermatophagoides

pteronyssinus, Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis.
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METHODS

A total of 74 patients ranging in age from 2 to 60 years were included in this study and
were divided into the following 2 groups: group | - patients with atopic dermatitis and other
allergic respiratory diseases, such as allergic rhinitis and/or asthma; and group Il - patients
with only respiratory diseases, such as rhinitis and /or asthma, without atopic dermatitis.
Atopic dermatitis was diagnosed according the criteria of Hanifin and Rajka®, and allergic
rhinitis and asthma were diagnosed according to the Allergic Rhinitis and Its Impact on Asthma
(ARIA) guidelines®,

The patients were subjected to SPTs with extracts from International Pharmaceutical
Immunology ASAAC Brasil (IPI ASAAC) and to APTs with aeroallergens from
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis from IPI
ASAAC Brasil at concentrations of 0.085g +10% on the same day. A negative control of saline
solution and a positive control with histamine were used for the SPT. The reactions were
considered positive in the presence of a wheal diameter of at least 3mm larger than that
observed in the negative controls.

For the APT, the substances were applied to the intact skin, of the lower back and held
firmly in position using a Finn Chamber (Smart Practice, 3400 E Mc Dowell Rd, Phoenix,
Arizona, USA) of 12 mm in diameter on a micropore tape. The application period was 48 hours,
and the test was examined at least 30 minutes after removal to avoid any margin effect. The
results were interpreted according to the American Academy of Dermatology APT criteria using
a scale ranging from 1+ (weak reaction), to 3+ (strong reaction)®?. Finn Chambers with
petrolatum were used in the control test. We informed the families that they should avoid using
antihistamines and oral or topical corticosteroids for seven days prior to the SPT and APT.
The study was approved by the human ethics committee of the Faculty of Medical Science and
Health SUPREMA (number 2.007.135), and written informed consent was obtained from each
patient or their parents prior to enrollment.

Statistical analysis was made by kappa test, and sensitivity and specificity values were
calculated. It was used Stata software (Stata Corporation, College Station, Texas) 12.0
version, 5% significancy was considered.

Patients who had taken antihistamines, oral or topical corticosteroids or
immunosuppressive drugs that might have altered the positivity of the tests, patients with food
allergies, those with gastrointestinal symptoms, such as eosinophilic esophagitis, children

under 2 years of age and patients over 60 years were excluded from the study.

26



RESULTS

SPTs and APTs have been applied on 74 patients, using three different house dust
mites: Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis.
Fifty-three patients were female (71.6%) and 21 were male (28.4%). Sixteen patients
comprised group | (patients with atopic dermatitis and other allergic respiratory diseases, such
as allergic rhinitis and / or asthma), and 58 patients were included in group Il (patients with
only respiratory diseases, such as rhinitis and / or asthma, without atopic dermatitis).

(Table 1).

TABLE 1- SPTs and APTs performed in 74 patients

Variables Number Percentage %
Sex Male 53 71.6%
Female 21 28.4%
Group | 16 21.6%
1 58 78.4%
Total 74 100%

In the SPTs, 64 patients were positive for at least one mite (86.5%). (Figurel). The
most frequently positive mite was Dermatophagoides pteronyssinus (66 patients, 89.2%),
followed by Dermatophagoides farinae (55 patients, 74.3%) and Blomia tropicalis (21 patients,
28.4%) (Figure 2). Inthe APT, we observed 60 positive patients (81%) and 14 negative patients
(19%) (Figure 3). Considering the positivity to APT (+ to +++), 68 positivities +, 75 positivities
++ and 11 positivities +++ (39 patients were positive ++ and +++, 54%) (Figure 4). Most of the
positive patients were positive for more than one mite, and only 2 patients were positivite for
only Dermatophagoides pteronyssinys. Fifty-seven patients were positive for
Dermatophagoides pteronyssinus (77%), 58 were positive for Dermatophagoides farinae
(78.4%) and 39 were positive for Blomia tropicalis (52.7%) (Figure 5).

When we compared the positivity between the SPT and APT, 53 patients (71.6%) were
positive on both tests. Of those, 30 patients (56.6%) exhibited positivity to the same mite
(Figure 6). We found that 6 patients (8%) had negative SPT and positive APT results (Figure
7). Of those, Dermatophagoides pteronyssinus and Dermatophagoides farinae were positive
for all 6 patients including, 5 + and one ++ positivite finding. Blomia tropicalis exhibited
positivity in 3 patients ranging from + to +++. No positive results to the control tests were found

in the SPT or APT. Moreover, the control with histamine yielded all positive results on SPTSs.
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Comparing SPT and APT by kappa test, we can observe a low value between them,
suggesting that the tests have a low concordance on both groups | and Il. The APT has a low
sensibilitiy but is more specific. (Figure 8, 9, 10, 11, 12, 13).

FIGURE 1 — Total SPT positivity 86,5%, n= 64.

M Patients with positive reactions to at least one mite M Patients with negative results

FIGURE 2 - Positive results on the skin prick tests for each mite including Dermatophagoides
pteronyssinus (89.2%, n=66), Dermatophagoides farinae (74.3%, n=55) and Blomia tropicalis(
28.4%, n=21).
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FIGURE 3 - Total APT positivity for all mites tested.

FIGURE 4 - APT positivity, according to the degree of reaction.
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FIGURE 5 - APT positivity for each mite, including Dermatophagoides pteronyssinus (77%,
n= 57), Dermatophagoides farinae (78.4%, n=58), Blomia tropicalis (52.7%, n=39). Most of

patients were positive to more than one mite.
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FIGURE 6 — Points located in the upper right quadrant were positive on both tests 71,6%
(n=53) i.e., the prick test measurements were greater than 3 mm and the patch tests
exhibited some degree of positivity for at least one of the mites. 56,6% (n=30) were positive

to the same mite tested.

18
*
16 *
*
14 *
*
£ 12 *
£ *
£ 10 *
) *
x 8 * L 4 * L &
= * L &
a 6 L 4 L 4 L &
L 4 L 4 * L &
4 L 4 L 4 L 4
L 3 L 3 L J <
2 [ [ 2
0 + L 4 L 4 L 4
@0
- + ++ +++
|

30



FIGURE 7 - Patients who were positive on the APT and negative on the SPT (6 patients, 8%).

FIGURE 8 — Statistical Analysis: Evaluation of Prick test and APT for Dp to group |

DP
L. Preronys Prick test negativo Prick test positivo Kappa p.valor Sensibilidade Especificidade

n % n %

DP+ Negativo 0 0.0 12 85.7 -0.273  0.990 0.14 0.00
Positivo 2 100.0 2 14.3

DP++ Negativo 2 100.0 8 57.1 0.158 0.121 0.43 1.00
Positivo 0 0.0 6 42.9

DP+++ Negativo 2 100.0 13 92.9 0.019 0.348 0.07 1.00
Positivo 0 0.0 1 7.1

DP-  Negativo 2 100.0 14 100.0 0.000 0.00 1.00
Positivo 0 0.0 0 0.0

FIGURE 9 - Statistical Analysis: Evaluation of Prick test and APT for Df to group |

DF
D. Farinae N3o Sim -~ -
Kappa p.valor Sensibilidade Especificidade

n % n %

DF+ Negativo 1 33.3 11 84.6 -0.238 0.968 0.15 0.33
Positivo 2 66.7 2 15.4

DF++ Negativo 3 100.0 7 53.8 0.243 0.068 0.46 1.00
Positivo 0 0.0 6 46.2

DF+++ Negativo 3 100.0 12 92.3 0.030 0.310 0.08 1.00
Positivo 0 0.0 1 7.7

DF-  Negativo 3 100.0 13 100.0 0.000 0.00 1.00
Positivo 0 0.0 0 0.0
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FIGURE 10 - Statistical Analysis: Evaluation of Prick test and APT for Bt to group |

BT
. Tropicalis Néo Sim Kappa p.valor Sensibilidade Especificidade
n % n %
BT+ Negativo 9 81.8 3 60.0 0.231 0.175 0.40 0.82
Positivo 2 18.2 2 40.0
BT++ Negativo 9 81.8 4 80.0 0.020 0.466 0.20 0.82
Positivo 2 18.2 1 20.0
BT+++ Negativo 11 100.0 4 80.0 0.256 0.063 0.20 1.00
Positivo 0 0.0 1 20.0
BT-  Negativo 11 100.0 5 100.0 0.000 0.00 1.00
Positivo 0 0.0 0 0.0

FIGURE 11- Statistical Analysis: Evaluation of Prick test and APT for Dp to group Il

DP
D. Preronys Prick test negativo_Prick test positivo Kappa p.valor Sensibilidade Especificidade

n % n %

DP+ Negativo 4 57.1 36 70.6 -0.044 0.765 0.29 0.57
Positivo 3 42.9 15 29.4

DP++ Negativo 7 100.0 26 51.0 0.188 0.007 0.49 1.00
Positivo 0 0.0 25 49.0

DP+++ Negativo 7 100.0 48 94.1 0.015 0.255 0.06 1.00
Positivo 0 0.0 3 5.9

DP-  Negativo 7 100.0 51 100.0 0.000 0.00 1.00
Positivo 0 0.0 0 0.0

FIGURE 12- Statistical Analysis: Evaluation of Prick test and APT for Df to group Il

DF
- Farinae Ndo Sim Kappa p.valor Sensibilidade Especificidade

n % n %

DF+ Negativo 11 73.3 29 67.4 0.038 0.336 0.33 0.73
Positivo 4 26.7 14 326

DF++ Negativo 11 733 21 418.8 0.179 0.050 0.51 0.73
Positivo 4 26.7 22 51.2

DF+++ Negativo 15 100.0 40 93.0 0.037 0.147 0.07 1.00
Positivo 0 0.0 3 7.0

DF- Negativo 15 100.0 43 100.0 0.000 0.00 1.00
Positivo 0 0.0 0 0.0

FIGURE 13- Statistical Analysis: Evaluation of Prick test and APT for Bt to group Il

BT
B. Tropicalis Néo L Kappa p.valor Sensibilidade Especificidade
n % n %
BT+ Negativo 30 73.2 8 47.1 0.248 0.028 0.53 0.73
Positivo 11 26.8 9 52.9
BT++ Negativo 36 87.8 13 76.5 0.131 0.139 0.24 0.88
Positivo 5 12.2 1 23.5
BT+++ Negativo 39 95.1 17 100.0 -0.066 0.823 0.00 0.95
Positivo 2 49 0 0.0
BT- Negativo 41 100.0 17 100.0 0.000 0.00 1.00

Positivo 0 0.0 0 0.0




DISCUSSION

The SPT is the most frequently performed test for assessing immediate hypersensitivity
(type 1) for both respiratory and skin allergies. The APT evaluates allergen-induced delayed
type hypersensitivity (type 1V). Eczematous reactions at the site of application are examined
48-72 hours later to determine the sensitization of patients to the allergen?®.

Positive patch tests are associated with the presence of IgE bearing Langerhans cells
in the epidermis of atopic dermatitis patients®®3°. Aeroallergens bind to Langerhans cells and
activate allergen-specific T-cell responses, which are associated with IgE production and
delayed type hypersensitivity. Large body of evidence indicates the role of APT in the
evaluation of aeroallergens in atopic dermatitis, but its role and relationships to the SPT and
specific IgE levels in respiratory allergies have not been fully investigated.

Several articles have demonstrated the relevance of aeroallergens in patients with
atopic dermatitis as evaluated by the SPT and APT, and avoidance of these aeroallergens
results in improvements in dermatitis*“4%42 In one study, the sensitization rates to house dust
mites were 56% according to the RAST, 24% for the SPT and 47% for the APT in patients with
atopic dermatitis*3.

Guler et al.’® tested the sensitivity to Dermatophagoides pteronyssinus with an APT in
63 patients with respiratory diseases, including asthma and rhinitis and found a 25% rate of
positivity (30% among asthmatic children and 20% among children with allergic rhinitis). No
correlation was found with the SPT papule diameter, and the APT reactions were minimal (+).
This finding corroborates the finding in our study, which may imply a role of delayed
hypersensitivity in patients with respiratory allergies.

In recent decades, epidemiological studies of allergic disorders in children, including
atopic dermatitis, rhinitis and asthma, have demonstrated continuous increases in prevalence.
However, these studies have typically been performed with questionnaires and, occasionally
with SPTs or in vitro IgE tests, and the portions of the allergies sustained by the cell-mediated
mechanism were neglected because the essential test, i.e., the APT was not performed®.

Several studies have attempted to standardize the APT for aeroallergens with a wide
variety of methods*%524, Skin abrasion (Braz J Dermatol), tape stripping, and sodium lauryl
sulfate (SLS) application (J Dermatol Sci) are frequently used to enable allergen penetration.
However, studies of APTs on nonabraded, nonpretreated skin have also been performed (Z
Hautkr) and produced different numbers of positive reactions, these differences were obviously
partially related to different allergen contents in the preparations. Patch tests have been
performed with three Iyophilized common aeroallergens, including house dust mite
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(Dermatophagoides pteronyssinus), cat dander, and grass pollen (Allergopharma, Reinbek,
Germany). These allergens were used in concentrations of 1000 protein nitrogen units (PNU)/g
and 10,000 PNU/g in two different vehicles: (1) white petrolatum/10% isopropyl myristate and
(2) methylcellulose hydrogel/10% propylene glycol. No differences were observed in the
vehicle used, but the higher concentration elicited more positivity than the others®. Various
concentrations of allergens in APTs are described in the literature, and range from a 1x SPT
(10000 AU/mI) to a 1000x SPT*. Van Voorst Vader et al. concluded that the optimal allergen
concentration is a 500xSPT with an exposure time of 48 hours?®, Langeveld-Wildschut et al.
concluded that the concentration should be equal to a 1x SPT, and according to their results,
increasing the allergen concentration to 10xSPT did not significantly influence the number of
positive results*. Authors from Poland have also studied the influence of allergen
concentrations and found that a 0,1xSPT is too low, while a 10x SPT concentration produces
significantly more reactions than alxSPT45. The data in the literature indicate that positive
APT reactions can occur in 15-90% of atopic eczema patients depending on the methodology
used in testing*® 46

The limitations of APTs include this lack of standardization. Our study was performed
with APTs for aeroallergens from Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae and Blomia tropicalis from IPI ASAAC at concentrations of 0.085g £10% as in the
Fuiano et al. study. The positivity to mites on the APT, among patients with respiratory
symptoms was higher than others values found in other studies, and we hypothesized that
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis are the
main sources of allergies in Brazil, and produce the greatest positivity rates on SPTs, which
differs from observations in the USA and Europe. It is difficult to compare these studies
because each laboratory and each country have different methods of standardization.

In our study, the percentage of patients with positive allergy histories, a negative SPT
and a positive patch test was 8%. Data in the literature suggest that the APT is positive in
17.5% of subjects with a positive history to only inhalant allergens. Most studies of positivity
on the APT have been performed in atopic dermatitis patients; we obtained a different result
in our study. No difference was observed in reactivity among the group with atopic dermatitis
and respiratory symptoms compared with the group with respiratory symptoms alone.

Among the different mechanisms, the T-cell mediated mechanism has long been
recognized as decisive in atopic dermatitis; thus the APT has a significant diagnostic role, as,
initially demonstrated for the sensitization to foods®, and later demonstrated for the
sensitization to inhalant allergens, particularly house dust mites®* 34, The fact that the APT can
be the only positive test in patients with respiratory allergies underlines the importance of the
inclusion of this test in the diagnostic work-up of allergy patients. Otherwise, patients with
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negative results who undergo an SPT or in vitro IgE tests may be erroneously classified as
nonallergic or as having local rhinitis. Thus, the APT should be considered as an additional
method for application.
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CONCLUSIONS

The results suggest that the APT is relevant to clinical investigations in patients with respiratory
allergic symptoms, especially when they have a clinical history and negative SPT and/or IgE
results specific to mites. The APT may produce positive results in concordance with the SPT
results, but may also be the only positive test (8%) as we observed in our study. The APT
should be considered as an additional test when the SPT and specific serum IgE tests are

negative in patients with typical clinical histories of allergies.
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LIST OF ABBREVIATIONS

APT- atopy patch test

SPT- skin prick test

HDM- house dust mite

AD- atopic dermatitis

DP- Dermatophagoides pteronyssinus
DF- Dermatophagoides farinae

BT- Blomia tropicalis

RAST - Radioallergensorbent
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O TCCALT, apesar de ter sido desenvolvido h4 mais de 30 anos, a positividade dele
nos pacientes atopicos ainda é muito ampla, podendo ser de 14 a 70%, dependendo da
concentracao. A falta de padronizacao, onde cada trabalho usa uma concentracdo de acaros,
com camaras (Finn chambers) de tamanhos diferentes, em veiculos diferentes, e de
laboratérios diferentes dificulta a interpretacéo entre os trabalhos e o uso desta técnica como
rotina diagnostica nas doencas alérgicas como a DA, rinite alérgica e/ou asma.

O presente estudo foi realizado em pacientes com doencas respiratérias com ou sem
DA, mostrando que este teste é de importancia diagnostica, ndo somente na DA. Este pode
ser 0 Unico teste positivo em pacientes com historia clinica tipica, com prick test e dosagem
de IgE especifica negativa, podendo modificar toda conduta médica quanto ao diagndéstico e
tratamento, e podendo classificar, erroneamente, esses pacientes como nao alérgicos.

Os acaros da poeira domiciliar sédo os principais agentes causadores das doencas
alérgicas, e apenas dois trabalhos brasileiros fizeram uso dos trés 4caros mais incidentes no
Brasil: 0 Dermatophagoides pteronyssinus, o Dermatophagoides farinae e a Blomia tropicalis.
Mesmo assim, as técnicas utilizadas foram diferentes. Por ser o Brasil um pais tropical, onde
a incidéncia desses acaros é muito elevada, o TCCALT deve ser considerado como meio
diagndstico adicional, além do prick test e a dosagem de IgE especifica.

O TTCALT pode apresentar resultados positivos em concordancia com o prick test,
mas também pode ser o Unico teste positivo (8%), como observado neste estudo.

Os dados em conjunto permitem concluir que o TCCALT com &caros da poeira
domiciliar é, certamente, uma ferramenta diagndéstica importante em portadores de histéria
clinica sugestiva de rinite alérgica, asma e/ou dermatite atopica. Pacientes com histdria clinica
positiva e sensibilizacado negativa investigada por IgE sérica e/ou prick test ndo séo tratados
com imunoterapia com alérgenos devido a auséncia do diagnéstico de sensibilizacdo
especifica.

Com a realizagdo do TCCALT podemos investigar via mecanismo de
hipersensibilidade do tipo IV (resposta de hipersensibilidade tardia) se existe sensibilizacao a
Dermatophagoides pteronyssinus, ao Dermatophagoides farinae e a Blomia tropicalis.

Resultados positivos de TCCALT para aeroalérgenos podem evitar resultados de
sensibilizacdo falso negativos e podem reconhecer sensibilizagdo especifica, permitindo e
indicando o emprego da imunoterapia com alérgenos em pacientes com rinite, asma e/ou
dermatite atdpica. Portanto, 0 emprego na rotina do TCCALT pode mudar o diagnostico de

sensibilizacdo e direcionar para um tratamento adequado, como € o uso da imunoterapia.
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Titula da Pesquisa: Avaliagio da relevdncia do atopy patch teste no diagndstico da sensibilzagdo a
Lermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis em
pacientes com dermatite atopica, rinite alérgica & asma

FPesquiszdor: INGRID PIMENTEL CUMHA MAGALHAES DE SOUZA LIWA

Area Temdtica:

Yersao: 1

CAAE: BE00541F 50000 5103

Instituigio Proponentes: SUPREMS SOCIEDADE UNIVERSITARLA PARA O ENSING MEDIC O

Parocinador Frincipal: Financiamento Praprio
DAaDOsS DO PARECER

NI mero do Parecer: 2007135

Apresentagso do Projeto:

A atopia @uma predizposigdo genética que leva o individuo 3 ter uma propenz 3o 3 sofrer de uma ou mak
doengas atdpicas tai como asma alérgica, rinoconjurtivite alérgica e, ou dermatite atdpica. A dermatite
atdpica (DAY & uma das primeiras manifestagiies, aparecendo em torno de 3 meses de idade, e predata o
des envolvimento das outras patologias alérgicas como rinite alérgica e, ou asma mais tarde. O atopy patch
teste para aeroalérgenos & um método diagndstico utilizade para determinar a causa etioldgica de uma
reagio cutdnea , principalmente individuos com suspeita de dermatite atipica. Pesquis as recentes
demorstraram que ha uma positividade também em pacientes com problemas alérgicos respiratdrios coma
rinite & asma ,que apresentam negatividade em testes diagnosticos comeo o teste cutineo de leitura
imediata prick testele a dosagem de |gE es pecifica in vitra, podendo ser este, uma ferramenta importante

para a complementag 3o diagndstica.

Objetiwo da Pesquisa:
Hipétes e
Hipdtes edvaliar a relevdncia do atopy pacth teste para acaros no diagndstico de

patologias alérgicas come a dermatite atdpica, arinite alérgica = a a2 ma.
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Objetivo Primario:

Objetivo Primario:Awaliar a positividade do atopy patch teste para acaros em pacientes com rinite
alérgica,efou azsma com ou sem dermatite atdpica & compara lo com teste cutines de leitura imediata( prick
teste), utilizado | atualmernte, no diagnéstico dessas patologias alérgicas.

Objetive Secund irio:

Analisar e comparar a histaria clinica dos pacientes, por meio dos resultados do teste cutineo de leitura
imediata (prick test) ao Dermatophagoides pteronyssinus,

Lermatophagoides farinae & Blomia tropicalis, & do atopy patch teste para

aeroalérgenos também a esses rés dcaros;. Comparar a poesifividade dos doks testes,

correlacionando positividades com a anamnese e zintomas elinicos;. Yerificar a

pesitividade do AFT especifico para D ermatophagaoides pteranyszinus,

Lermatophagaoides farinae e Blomia tropicalis na amostra estudada; e WYerificar a

correlagdo entre os testes aplicados, e comparar as positividades de acordo com o

diagndstico clinico.

Fforalizgdo dos Riscos e Beneficios:

Critério de Inclusda;

Faciertes de 2 a B0 anos de idade, com patologias alérgicas comao dermatite atdpica,
rinite alérgica & Jou asma, que nio estejam usando corticostersides arais e thpicos
assim comao antihistaminicos até uma semana antes dos testes.

Critério de Exclus da:

Serdoexcluidos dotrabalho o pacientas que estiverem eer anos e adultos acima de 60
anos tambem serdo excluidos do trabalho. Oz estudos apresentados falam muito sobre
tezte de contato a alimentes, maz analisaremos outro tipe de sensibilizagdo ( dcaros) & sua verdadeira
utilidade no nosso meio

Critério de Inclusda:

FPaciertes de 2 3 60 anos de idade, com patalogiazs alérgicas comao dermatite atdpica,
rinite alérgica e fou asma, que ndo estejam usando carticosterdides arais e tdpicos
azsim coma antihistaminicos até uma semana antes dos testes.

Critério de Exclus do:

Serdo excluidos dotrabalho os paciertes que estiverem eer anos e adultoes acima de 60
anos tambem serdo excluidos do trabalho. Oz estudos apresentados falam muito sobre

teste de contate 3 alimentos, mas analisaremos outro tipo de sersibilzagdo dcaros) e zua
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verdadeira ulilidade no nosso meio.

Rizcos:

Esze teste, & um teste diagnostico e, comao demonstado acima data do inicie do seculo pass ada. E um
testeseguro que ndo leva a nenhum prejuiza ao ser humanao , ndoimvasive, que corsiste em calar na regido
dorsal do paciente umafita com eszas substdncias, para diagnistico de doengas alérgicas.

Beneficios

Oz beneficios 30 conseguir diagnosticar de maneira egura e nioinvasiva qual a

verdadeira etiolagia de sua patologia alérgica, seja ela derm atite atbpica, rinite

alérgica ou ama.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Os pacientes serdo submetidos ao teste cutdneo de leituraimediata atrés earos:

Lermatophagoides pteronyssinus, D ermatophagoides farinae e Blomia tropicalis 2

seus resutados serdo analisados segundoa Academia Européia de Alergia & Imunalagia

Clinica, em que uma papula positiva deverdse de, no minime, 2 mm de

diimetro M esse mesma dia serdo submetidos ao atopy patch teste também a esses

acaros. A leitura do patch teste serd realizada apds 43 horas, e consiste na preparagdo purificada de
alérgenos em petrolatum, aplicada em finn chambers de didmetra de Smm em fita Scampor, em pele ndo
irritada, & ndo estfoliada, na parte superior das costas. Oz resultados serdo realzados de acordo com a
Academia Americana de Dermatologia para Atopy Patch teste | com uma escala que vai de : (+reagdo leve
a r+++)ireagdo forte. Somente reagies de(++) ou (+++) serdo consideradas para este extudo. Os pacientes
deste estudo zerdo agrupados em quatro grupos: pacientes que apresentam clinicamente somente
dermatite atdpica(grupa 1), pacientes com dermatite atépica e outra patologia alérgica respirataria associada
como rinite alérgica efou asma [ grupo I, pacientes somente com patologias respiratdrias coma rinite
alérgica efou azma, sem dermatite atpica ( grupa lll), & pacientes com passada de dermatite atdpica e com
zintomas respiratirios ( grupo W) A dermatite atdpica serd diagnosticada segunda critério de Hanifin 2
Rajka e rinte alérgica & asma zerdo diagnosticadaz segundo as orientagiies do Allergic R hinitis and Itz
Impact an Asthma (AR 1A guidelines.

Consideragdes sobre os Termos de spresentagio obrigataria:
Oz termos de infraestrutura & concarddneia foram anexados. O TALE para o candidato menaor deidade zab
zupervigdo dos responsiveis e o TCLE para ndividuos maiores de 18 anos. Os termos estio bem descritos

e ez clarecidos,
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ADULTO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avaliagao
da relevancia do atopy patch teste no diagnostico da sensibilizacdo a
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis em
pacientes com dermatite atépica, rinite alérgica e asma”. Nesta pesquisa pretendemos
Avaliar a positividade desses testes e compara-los com o teste cutaneo de leitura
imediata que é o teste utilizado atualmente para diagndstico dessas patologias.

O motivo que nos leva a estudar é saber se este teste pode ser de valia como método
diagnosticos para essas patologias alérgicas.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: O Sr. (a) Teste de contato
atépico e teste cutaneo de leitura imediata. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem
em riscos minimos. A pesquisa contribuird para melhorar o diagndstico etiolégico das
doencas alérgicas.

Para participar deste estudo o Sr (a) nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta
pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a) ter4 o esclarecimento
sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se
a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento. A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer
penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) € atendido (a). O pesquisador tratara a
sua identidade com padrées profissionais de sigilo. Os resultados da pesquisa estardo a sua
disposicao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participagdo ndo sera
liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr (a) ndo seré identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma
sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no consultério e a outra sera fornecida ao Sr.
(a). Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos, e apds esse tempo serdo destruidos. Os
pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a
legislagcdo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as
informagfes somente para os fins académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de
Identidade fui informado (a) dos objetivos da pesquisa pesquisa
“Avaliagcao da relevancia do atopy patch teste no diagndstico da sensibilizacdo a
Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis em
pacientes com dermatite atopica, rinite alérgica e asma”, de maneira clara e detalhada e
esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e
modificar minha decisdo de participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar.
Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de20 .
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES

O menor , Sob sua responsabilidade,
esta sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa “Avaliagdo da
relevancia do atopy patch teste no diagnostico da sensibilizacdo a Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis em pacientes com
dermatite atépica, rinite alérgica e asma”. Nesta pesquisa, pretendemos Avaliar a
positividade desses testes e compara-los com o teste cutaneo de leitura imediata que
€ o teste utilizado atualmente para diagndstico dessas patologias.

O motivo que nos leva a pesquisar esse assunto é saber se este teste pode ser de valia como
método diagndsticos para essas patologias alérgicas.

Para esta pesquisa adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): Teste de contato atdpico
e teste cutaneo de leitura imediata.

Para participar desta pesquisa, 0 menor sob sua responsabilidade n&o terd nenhum custo,
nem recebera qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e
comprovados danos provenientes desta pesquisa, ele tem assegurado o direito a indenizacgéo.
Ele sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estard livre para participar ou
recusar-se a participar. O (A) Sr. (a), como responsavel pelo menor, podera retirar seu
consentimento ou interromper a participagéo dele a qualquer momento. A participagéo dele
voluntéria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na
forma em que é atendido (a). O pesquisador ira tratar a identidade do menor com padrées
profissionais de sigilo. O menor nédo sera identificado em nenhuma publicacdo. Os riscos
envolvidos na pesquisa consistem em riscos minimos. A pesquisa contribuira para melhorar
o diagnéstico etiolégico das doencgas alérgicas.

Os resultados estardo a sua disposi¢do quando finalizada. O nome ou o material que indique
a participacdo do menor ndo serd liberado sem a sua permissédo. Os dados e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel, por um periodo de
5(cinco) anos, e apOs esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-
se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador
responséavel, no consultério a outra seré fornecida ao Sr. (a).

Eu, , portador (a) do documento de
Identidade , responsavel pelo menor
, fui informado (a) dos objetivos do presente
estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas.

Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e modificar a decisdo do
menor sob minha responsabilidade de participar, se assim o desejar. Recebi uma via original
deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas davidas.

Juiz de Fora, de de 20

Assinatura do (a) Responsavel Assinatura do (a) Pesquisador

54



Dra. Ingrid Souza Lima
Endereco: Av Pasteur, 40/ 306
CEP: 30150290 / Belo Horizonte — MG
Fone: (31)997872306
E-mail: ingrid@souzalima.med.br

55


mailto:ingrid@souzalima.med.br

