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RESUMO

Introdugao: Métodos objetivos de avaliacdo da reacdo cutdnea a histamina ou extratos
alergénicos sao importantes para reduzir a subjetividade e permitir a padronizagdo de
avaliacbes mundiais. Tais métodos podem ser usados para medir, de maneira precisa e
comparativa, a eficiéncia de anti-histaminicos. Além disso, parametros ainda nao estudados
podem ser incorporados as medidas tradicionais de avaliacdo do teste cutaneo por puntura.
Objetivo: Comparar a agao de anti-histaminicos, sedante (AHs) e ndo-sedantes (AHns), nas
reacdes induzidas pelo teste cutdneo por puntura, utilizando a técnica da fotografia digital, e
avaliar a reprodutibilidade e acuracia de um novo método de leitura deste teste por meio de
imagens tridimensionais. Métodos: Os testes cutaneos por puntura foram feitos com extratos de
D. pteronyssinus, histamina e solu¢do salina. Para analise dos efeitos dos anti-histaminicos
nos testes pela fotografia digital, realizou-se estudo caso-controle, randomizado. Os testes
foram realizados em 75 voluntarios pré e pds-administracdo de dose Unica, via oral, de
25mg de hidroxizina, 5 mg de desloratadina, 20mg de epinastina, 120mg de fexofenadina ou
placebo. Os testes foram avaliados 10 minutos apds a puntura por fotografia digital e por
método do didmetro médio. Para analise tridimensional (3D) do teste, uma figura de area
conhecida foi medida 10 vezes por dois observadores. Os testes por puntura foram
realizados em 10 voluntarios e as imagens 3D do local dos testes foram obtidas nos tempos
0, 5, 10. 15 e 20 min, apds a puntura, por dois observadores, usando o sistema PRIMOS
5.075 D. Em todos os tempos de leitura dos testes, realizou-se também o método do didmetro
médio. Resultados: AHns preveniram o desenvolvimento de reagdes positivas a histamina
somente em 10-20% de todos os sujeitos testados. Em contrapartida, mais de 50% dos que
utilizaram hidroxizina apresentaram o teste negativo. Resultados estes semelhantes ao
obtidos pelo método do didmetro médio. Pequena variabilidade inter e intra-observador foi
encontrada na avaliagdo da papula pela imagem 3D. Logo, o sistema se mostrou reprodutivel.
Os resultados também demonstraram ser um método preciso (r>=0,93 para avaliagdo da
area da papula). Conclusdes: Os resultados aqui descritos mostram o potencial de
evolucdo de técnicas uteis na determinacdo da reacdo cutanea mediada pela histamina.
Tais resultados podem ser uteis para avaliacdo da efetividade de drogas nessas reagdes.

Palavras-chave: Anti-histaminicos, teste cutaneo por puntura, analise de imagens, imagem

tridimensional.

Xii



ABSTRACT

Background: Objective methods of evaluation of skin prick tests performed using histamine
or allergens are important to reduce the subjectivity and to allow the standardization of world-
wide evaluations. Such methods can be used to measure the efficacy of antihistamines with
high reproducibility and precision. In addition, new parameters can be incorporated in the
traditional measures of evaluation of skin prick test. Objectives: To compare the effect of
sedating (AHs) and non-sedating (AHns) antihistamines using digital photography, and to
assess the reproducibility and accuracy of a new three-dimensional (3D) imaging system for
skin reaction induced by prick test. Methods: Skin prick tests with histamine and D.
pteronyssinus extract were performed. This study was double-blind, randomized to assess
the effect of antihistamines using digital photography. Seventy-five volunteers were underwent to
skin prick test, before and 4 h after treatment with hydroxyzine 25mg, desloratadine 5mg,
epinastine 20 mg, fexofenadine 120mg, or placebo. The reaction development was assessed
by digital photography and mean diameter. For 3D analysis of the reaction, a figure with
known area was measured ten times by two observers. The skin prick test was performed in
ten volunteers and the 3D images obtained at 0, 5, 10, 15 and 20 min after prick by two
observers using PRIMOS 5.075 D system. The two observers also performed the mean
diameter in each point of analysis. Results: AHns prevented the development of positive
reactions to histamine in only 10-20% of all subjects tested. In contrary, more than 50% of all
hydroxyzine-treated subjects showed negative test reactions. Similar results were detected
by mean diameter. A low inter- and intra-observer variability was observed for the 3D
imaging evaluation of figure and of skin prick test reactions. With the 3D imaging analysis
system, reproducibility was achieved. Moreover, results were accurate (r>=0.93 for wheal size
evaluation). Conclusions: The results show the potential of evolution of useful techniques in the
determination of the skin reactions mediated by histamine. The methods can be useful for
evaluation of effectiveness of drugs in these reactions.

Key-words: Antihistamines, skin prick test, image analysis, three-dimensional imaging.
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1 INTRODUGAO

Os sinais cardinais inflamatorios sdo dor, rubor, edema e calor. Na metade do
século XIX Virchow acrescentou “perda da fungé&o” aos sinais inflamatorios (PLYTYCZ
e SELJELID, 2003). A reacao cuténea induzida pelo teste cutédneo por puntura (TCP)
mostra caracteristicas de inflamacgao. Por isso e por apresentar alta sensibilidade,
baixo custo, simplicidade na realizagao e resultado imediato, é o teste padrao para
diagndsticos de doengas alérgicas tipo | (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

No TCP é utilizado histamina e extrato alergeno para indugdo da reagao
cutanea, através de puntura com agulha ou lanceta. A histamina é o controle positivo
do teste e usado para simular uma reacao alérgica, atua diretamente nos componentes
da pele causando vasodilatagdo, aumento do fluxo sanguineo e edema (papula). No
teste cutdneo com extrato alérgeno, em sujeitos sensibilizados, a histamina produzida e
estocada nos mastdcitos, e outros mediadores pré-formados, s&o liberados (SERAFIN
e AUSREN, 1987). As fibras-c também sado estimuladas, o que induz a um reflexo
axonal (eritema), com liberagdo de neuropeptideos, provavelmente os componentes
principais na papula e no eritema induzidos por alérgeno no TCP (HAGERMANRK,
HOKFELT e PERNOW, 1978).

Os resultados do TCP sao baseados no tamanho da papula e tém um
grande impacto nas decisdes clinicas (BERNSTEIN e STORMS, 1995). Resultados
positivos podem indicar a causa provavel de uma hipersensibilidade a insetos,
alimentos ou drogas com risco de vida, ou de doengas alérgicas causadas por
aeroalérgenos. Além disso, a indicagao e a eficacia terapéutica da imunoterapia s&o
baseadas no TCP (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

Os testes clinicos, como o TCP, sao aceitos quando o teste apresenta uma
metodologia bem definida e validada, e seus resultados sob os regulamentos derivados
do Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) de 1988, como acuracia,

precisdo e documentacado dos resultados. O respeito as normas na realizacdo e na



interpretacdo do TCP € necessaria para a propria padronizagédo do extrato alérgeno
pelo Food and Drug Administration (FDA) (CLIA).

N&o existe um sistema mundialmente aceito de documentacéo e interpretagao
dos testes cutaneos por puntura e por isso varios métodos sao utilizados. O método
considerado preciso, mais realizado em estudos clinicos para quantificar o tamanho da
papula e do eritema induzidos pelo TCP, baseia-se em imagens obtidas dos contornos
da papula, desenhados com caneta em fita adesiva transparente, transferidos para
um sistema digital por scanner (PIJNENBORG, NILSSON e DREBORG, 1996). Embora
seja um método altamente reprodutivel e confiavel, o contorno da papula é feito a olho
nu e precisa de analise manual da imagem. Quando o método de leitura & subjetivo,
a interpretagéo pode n&o ser a mesma, dependendo das diferentes pessoas e locais.

Foi desenvolvido um método semi-automatizado de interpretacdo do TCP
usando fotografias digitais, que permite analise objetiva da papula e documentagao
icnografica ou cientifica (VIEIRA DOS SANTOS, TITUS e CAVALCANTE LIMA, 2007).
Apesar de ser objetivo, ndo foi testado em estudo clinico e precisa ser automatizado.

Estudos sobre o TCP geralmente n&o contemplam todas as variaveis nas
analises da reacéo induzida. Embora o tamanho da papula seja o principal indicador
da intensidade da reacgao, varia¢des individuais sdo observadas, entre as quais a
presenca de eritema sem papula e vice-versa, cujo significado € pouco compreendido.
O método da fotografia digital, além de avaliar o tamanho da papula, quantifica o tamanho
e a intensidade do eritema, mesmo em individuos melanodérmicos, possibilitando o
melhor entendimento da relagdo papula-eritema induzidos por alérgenos e, por
conseguinte, a fisiopatologia (VIEIRA DOS SANTOS e CAVALCANTE LIMA, 2007).

Dos sinais cardinais da inflamagdo no TCP, a temperatura € o parametro
menos estudado, talvez pela dificuldade técnica para realizacdo de estudos precisos
e acesso a aparelhagem apropriada. Finalmente, a intensidade do prurido (dor) é
dependente da subjetividade do paciente.

Foi evidenciada a cinética de trés sinais inflamatorios (edema, rubor e calor)

da reacédo induzida pelo TCP, relacionada entre si in vivo, pela analise de fotografia



digital e termometria cutanea (VIEIRA DOS SANTOS e CAVALCANTE LIMA, 2007).
Através dessa metodologia, foi possivel a mensuragao da reagao triplice de Lewis
pela intensidade e cinética de desenvolvimento. Além disso, adicionou variaveis que
podem ser medidas em conjunto sob outras condigbes experimentais.

O mais novo método na medicina para avaliar a superficie cutédnea é
através da imagem tridimensional (3D). Ja muito utilizado na ortodontia e nos
planejamentos cirurgicos, a superficie da pele pode ser medida rapidamente por um
método n&o-invasivo e com maior acuracia (LOUKAS et al.,, 2006; HAJEER et al.,

2005). Entretanto, ndo ha estudos da interpretagao do TCP por este método.

1.1 OBJETIVOS

1. Avaliar a eficacia do efeito supressor dos anti-histaminicos ndo sedantes
(desloratadina, epinastina, e fexofenadina) com um sedante, a hidroxizina,
na formagao da papula e do eritema induzidos por histamina ou alérgeno,
por meio do teste cutédneo por puntura, através do método da fotografia
digital:

2. Avaliar um novo método de leitura dos testes cutaneos por puntura

através do método de imagem tridimensional.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS

Muitas substancias causam inflamagao quando introduzidas na pele. Alguns
compostos causam reagao inflamatéria local em todos os individuos expostos e
geralmente sdo chamados de irritantes ou toxicos. Aquelas reagdes que ocorrem com
base em resposta imune especifica sdo chamadas de reacdes de hipersensibilidade
aquele antigeno. As doencgas alérgicas mediadas por IgE sdo por reagcédo de
hipersensibilidade imediata ou do tipo | (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

Em paises desenvolvidos, 30 a 40% da populacdo € atdpica, com uma
proporgcao de doencga alérgica, por exemplo, para asma, de 5 a 10%, rinite de 10 a
20% e alergia alimentar de 1 a 3%. Atopia refere-se a hiperresponsividade da IgE e
representa a predisposigao a doenga alérgica. Alergia refere-se a expressao clinica
da doenca atopica mediada por IgE (HOLGATE, CHURCH e LAWRENCE, 2000).

As reag0bes alérgicas exigem uma exposigao prévia ao alérgeno. A primeira
exposi¢cao a um determinado alérgeno ou antigeno induz a produgao de anticorpos
IgE contra o antigeno em questdo, guiados pela produgédo de IL-4 pelas células T
auxiliares. A IgE une-se aos mastocitos via porgdo FC. Os precursores dos mastocitos
migram para os tecidos, onde se tornam mastocitos maduros, com localizagdo
predominante proxima aos vasos sanguineos e nervos abaixo dos epitélios. Uma
vez que uma quantidade suficiente de anticorpo IgE esta presente nos mastécitos, a
re-exposicado ao mesmo antigeno induz sua ativagdo, pela ligagao cruzada do antigeno
com as moléculas de anticorpo IgE, causando a liberagdo de mediadores inflamatérios
no tecido circundante, como histamina e triptase. Outros mediadores, como prostaglan-
dina D2, leucotrienos C e D, estdo envolvidos nesta reagcdo, mas a histamina € a

principal (FOREMAN, 1987).



O diagnéstico de uma doenga alérgica do tipo | deve basear-se na histoéria
clinica, no exame fisico do paciente e na determinagao de anticorpos IgE especificos.
O teste cutaneo s6 tem valor diagnéstico quando interpretado no contexto clinico do
paciente, pois individuos assintomaticos também podem apresentar resultados positivos
(TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

Ha dois tipos de teste cutdneo para a detecgao do IgE: o teste por puntura
(também chamado de teste cutaneo de leitura imediata, teste epicutédneo ou prick
test) e o intradérmico (ou intracutaneo). O teste intradérmico € realizado em
ocasides especiais e o teste cutaneo por puntura (TCP) € o mais empregado por ser
rapido, barato, sensivel e especifico (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

A reacao cutanea induzida pelo TCP apresenta caracteristicas de inflamagao.
Observa-se, inicialmente, uma reatividade vascular (eritema) apos a introdugéo de
histamina ou alérgeno na pele, seguida de vasodilatagéo reflexa ao redor do local da
inoculacdo, e da formacédo de edema por extravasamento de liquido. Essa sequéncia
caracteriza a reacao triplice de Lewis, que, no final do processo, resulta em aumento
da temperatura e edema local (papula), em eritema reflexo ao redor da papula e
prurido. Tudo isso, em conjunto, forma os sinais cardinais da inflamagao (PLYTYCZ e
SELJELID, 2003; LEWIS, 1927).

O TCP teve sua primeira aplicagdo pratica para detecgao clinica da
hipersensibilidade do tipo | no ano de 1912 (SCHLOSS, 1912), mas se tornou popular
em 1970, apos ser modificado por Pepys (PEPYS, 1975). E recomendado como teste
inicial para investigagéo de doenca alérgica mediada por IgE. Além da sua importancia
clinica, é indispensavel para padronizagao dos extratos alérgenos e para estudos
dos mecanismos alérgico, inflamatorio e farmacolégico (TRIPATHI e PATTERSON,

2001; CLIA, 2007; FOREMAN, 1987; PUROHIT et al., 2003).



2.2 TESTE CUTANEO POR PUNTURA

2.2.1 Preparo Para Realizar um Teste Cutaneo

Antes de iniciar qualquer teste cutaneo, deve-se ter algumas precaugoes:
deve ser realizado se houver um médico disponivel para atender reagdes sistémicas,
ter equipamento de emergéncia rapidamente disponivel; ser cuidadoso com os
pacientes que ja tiveram reagdes sistémicas; determinar a validade e a estabilidade
do extrato alergénico a ser usado; incluir controle positivo e negativo; realizar o teste
em pele normal; avaliar o paciente para dermografismo; investigar quais as medicagdes

em uso pelo paciente e o tempo transcorrido desde a ultima dose (DOLEN, 2001).

2.2.2 Reagdes Adversas dos Testes Cutaneos

Embora complicagdes oriundas do teste cutaneo sejam infrequentes, podem
ocorrer, especialmente pelo intradérmico. As reagdes locais sdo mais frequentes e
geralmente involuem com aplicagcdo de compressas frias e administracdo de anti-
histaminicos via oral. O TCP, utilizando aeroalérgenos, € seguro e nenhum caso de

fatalidade é conhecido (DOLEN, 2001).

2.2.3 Técnica do Teste Cutaneo Por Puntura

O TCP é realizado colocando uma pequena gota de cada extrato a ser
testado, incluindo as solugbes de controle negativo (solugdo salina) e positivo
(histamina), na superficie anterior do antebraco. As gotas devem ser colocadas com

2cm ou mais de distancia entre elas (figura 1) (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).



FIGURA 1 - APLICAGAO DOS EXTRATOS NA SUPERFICIE
ANTERIOR DO ANTEBRAGO PARA REALIZAGAO
DO TESTE POR PUNTURA

FONTE: www.separ.es/pacientes/imagenes/rinitis1.jpg

Uma agulha descartavel 26-G é passada através da gota e inserida dentro
da superficie epidérmica em angulo de 45°. A ponta da agulha é delicadamente
levantada para elevar uma pequena por¢ao da epiderme sem induzir sangramento.
A agulha é entéao retirada e a solugdo removida (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

Ha outras técnicas para o TCP e as opinides sobre estas técnicas variam de
acordo com a habilidade, a experiéncia e a preferéncia de quem o realiza (OSTERBALLE
e WEEKE, 1979; NELSON et al., 1993). Os extratos escolhidos para realizar o teste
sdo baseados na idade, na historia e na exposigao alergena do paciente, e no local
onde o paciente mora. Os extratos mais utilizados sdo de aeroalérgenos. O TCP
usando extratos de veneno de vespa, abelha ou formiga, é considerado o método
mais sensivel e especifico para confirmar anticorpos IgE especificos nos pacientes
com historia prévia de reagdo a picada de insetos. Poucos extratos sdo de
alimentos, ou outros alérgenos, pela falta de qualidade ou de padronizagdo. Em
algumas situagcbes pode ser feito o prick-to-prick, que consiste em realizar uma
puntura com agulha em uma fruta, por exemplo, e, com a mesma agulha, uma

puntura na pele (FINEMAN et al., 1995).



2.2.4 Mecanismo do Teste Cutaneo por Puntura

O antigeno, introduzido na pele, da inicio a uma resposta de
hipersensibilidade imediata em um individuo sensibilizado, que é a ligagdo do
antigeno a IgE na superficie dos mastdcitos ou basofilos. Essas células sao ativadas
por ligacdo cruzada de moléculas pré-fixadas a superficie da IgE, induzindo a
liberagdo de mediadores, particularmente a histamina (figura 2).

FIGURA 2 - MECANISMO DE LIBERACAO DE HISTAMINA

PELO MASTOCITO. LIGAGAO DE ANTIGENOS
AIGE

Histamina
;
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FONTE: http://med.javeriana.edu.co/fisiologia/fw/c32.htm

A histamina € um agonista H1 e H2 enddgeno que pela agao H1 mobiliza
calcio e, pela H2, estimula a adenilciclase nos neurbnios, levando a vasodilatacdo que
caracteriza o eritema. Este, por sua vez, € substituido por um edema mole resultante do
extravasamento de plasma, o que forma a papula (figura 3). A histamina induzindo
reagdes cutdneas no TCP simula uma reagdao como a causada pelo alérgeno, mas

nao € idéntica, e sua fisiopatologia ndo € completamente conhecida (FOREMAN, 1987).



FIGURA 3 - PAPULA E ERITEMA INDUZIDOS PELA
HISTAMINA, NO 10° MIN APOS O TESTE
CUTANEO POR PUNTURA

Eritema

Papula

FONTE: A autora

A reagao imediata pode ser seguida pela reac¢ado tardia, com pico entre 6 a
12 horas que se resolve em aproximadamente 24 a 48 horas e é representada por

uma reacéo inflamatdéria eritematosa local (FREW e KAY, 1988).

2.2.5 Alguns Erros Comuns na Realizagédo do Teste Cutaneo por Puntura

Alguns erros comuns na realizagdo do TCP incluem: colocagéo dos extratos
de alérgenos muito préximos, a menos de 2cm, impossibilitando a individualizagado das
reacdes; indugcdo de sangramento, pela possibilidade de falso positivo; penetragao
insuficiente de material na pele, levando a falso negativo (mais comuns com outros
dispositivos que ndo a agulha); mistura de solugdes alérgenas durante a realizagéo

do teste ou quando da sua remogéo (DOLEN, 2001).

2.2.6 Variaveis que Afetam o Teste Cutaneo

2.2.6.1 Area do corpo

A regiao superior do dorso € mais reativa que a regido anterior do antebraco.

A fossa antecubital € a por¢do mais reativa do brago e a regido do punho a menos
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reativa. Pela praticidade, o teste é feito no terco médio do antebrago, na face anterior

(NELSON, KNOETZER e BUCHER, 1996).

2.2.6.2 Idade

Lactentes reagem, predominantemente, com eritema maior e papula menor.
A maioria dos lactentes acima dos 3 meses de idade reage a histamina com papula
significantemente maior que os lactentes abaixo dessa idade (BARBEE et al., 1981;

SKASSA-BROCIEK et al., 1987).

2.2.6.3 Género

N&o ha diferenga na reatividade ao teste entre homens e mulheres. Apesar
da fase do ciclo menstrual alterar o tamanho da papula de histamina, n&o tem
significancia clinica (KALOGEROMITROS et al., 1995).

2.2.6.4 Etnia

As papulas induzidas por histamina sdo maiores em individuos negros do
que em brancos, e a avaliacdo do eritema é mais dificil de ser realizada em
individuos negros (JOSEPH et al., 2004).
2.2.6.5 Ritmo circadiano

A influéncia do ritmo circadiano € minima e nao afeta a interpretacédo do
TCP (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

2.2.6.6 Variagbes sazonais

O teste para IgE especifico para pdlen deve ser feito na estagéo do polen, ja

gue a sensibilidade da pele pode diminuir fora desta estagdo (HAAHTELA e JOKELA, 1980).
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2.2.6.7 Condigdes patologicas

O TCP nao deve ser realizado em area de eczema ou qualquer lesdo de
pele (TRIPATHI e PATTERSON, 2001) para evitar falso-positivo. Os pacientes com
insuficiéncia renal crbnica, e/ou em hemodialise, geralmente apresentam uma
diminuicdo da reatividade da pele (BOUSQUET et al., 1988), podendo ocorrer teste
falso-negativo. Alguns pacientes com cancer tém reatividade cutédnea diminuida mais
no eritema que na papula (BOUSQUET et al., 1991), o que pode dificultar a leitura do
teste. Injurias na coluna espinhal ou nervos periféricos bloqueiam o eritema oriundo
do reflexo axonal. Em caso prévio de reacao anafilatica, deve-se esperar pelo menos
uma semana para realizacdo do teste pela deple¢do dos mediadores inflamatérios

nos granulos dos mastécitos (TRIPATHI e PATTERSON, 2001).

2.2.6.8 Drogas

Os anti-histaminicos, antagonistas H1, inibem a formac&o da papula e do
eritema e a duracdo da inibicado depende da farmacocinética do medicamento. Por
exemplo, os anti-histaminicos ndo-sedantes podem suprimir a reagcao de 3 a 10 dias
apos o seu uso (PUROHIT et al., 2003). Os antagonistas H2 (por exemplo, a cimetidina)
podem alterar o TCP se em associacdo com os H1. Orienta-se a suspender seu uso
apenas no dia do teste (MILLER e NELSON, 1989).

Os antidepressivos ftriciclicos e antieméticos podem diminuir a reatividade
cutanea se usados a longo prazo. Nesses casos, € aconselhavel suspender a medicagao
por uma semana antes da realizagado do TCP (RAO et al., 1988).

A utilizag&o de corticdides por via oral a longo prazo pode afetar o resultado
do teste cutaneo, dependendo da dose. Roches e colaboradores observaram que a
reatividade cutanea nao foi afetada em asmaticos que ha dois anos utilizavam dose
diaria de 20mg. A aplicagao de corticdides topicos podem alterar o TCP e ndo devem
ser aplicados no local do teste por pelo menos uma semana antes da sua realizagao

(NELSON, 2001).
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O uso de teofilina altera muito pouco o TCP e n&do € necessaria a sua
suspensao para a realizagéo do teste (FINE et al., 1980).

Os agentes [3-adrenérgicos, administrados por via oral, interferem pouco e de
forma nao significativa na realizagao do teste (SPECTOR, 1978). Ja os bloqueadores
R2-adrenérgicos, como o propranolol, inibidor da enzima conversora da angiotensina
e da monoaminooxidade, podem aumentar significantemente a reatividade cuténea
(ANDERSON e DESHAZO, 1990). Os pacientes que usam essas medicagdes devem
ter cuidados particulares ao realizar o teste cutaneo, pelo risco aumentado de

reacdes sistémicas, principalmente quando o teste for intradérmico.

2.2.6.9 Imunoterapia

A imunoterapia pode diminuir a reatividade cutanea nos individuos na fase

de manutenc¢ao (GARCIA-ORTEGA et al., 1993).

2.2.7 Quando o Teste Cutdneo nao Puder Ser Realizado

Nos individuos em que o teste cutdneo nao pode ser realizado, pode-se
determinar a IgE especifica no soro. O teste mais conhecido € o RAST (radioallergosorbent
test). O RAST néo é afetado pelo uso de drogas nem por doenga cutanea, € comple-
tamente seguro e podem ser testados tantos alérgenos quanto forem necessarios
(WOOD et al.,, 1999). Comparando-o com o TCP, este ultimo é mais barato, o

resultado é imediato, tem valor educacional e geralmente é mais sensivel e especifico.

2.2.8 Leitura do Teste Cutaneo Por Puntura

O resultado do teste é baseado principalmente no tamanho da papula.
Alguns autores consideram também o eritema na determinagdo da reatividade
cutédnea ao antigeno (BERNSTEIN e STORMS, 1995; NELSON et al., 1993). O pico

maximo do tamanho da papula induzida pela administracdo de histamina ocorre em
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10 a 15 minutos apds a puntura e do aeroalérgeno pode ocorrer até 30 minutos apos
sua aplicacdo (NELSON, KNOETZER e BUCHER 1996). Recomenda-se a interpretagédo
do teste 15 minutos apés puntura, embora a reagao ja esteja definida como positiva
ou negativa ao 10.° minuto.

Ha varios métodos de leitura do TCP. Um deles é pela comparagéo visual
da area da papula induzida por um antigeno com aquela induzida por histamina.
O resultado é graduado de zero a 4+ (0: nenhuma reagao ou reagao sem diferenca da
papula pelo controle negativo; 1+: eritema menor que 21 mm e maior que o controle
negativo controle; 2+: eritema maior que 21 mm; 3+: eritema e papula sem pseudopodes;
4+: eritema e papula com pseudopodes) (DOAN e ZEISS, 1993). Este método é
semiquantitativo, ndo muito utilizado e, por n&o ser preciso, ndo € recomendado para
estudos clinicos. O método do didmetro médio € o mais utilizado na rotina clinica, por
ser mais conveniente.

Através de uma régua transparente milimetrada, € calculado o didmetro médio
das medidas do diametro mais longo (D1) da papula e do menor didmetro (D2)
perpendicular e central a ele (diametro médio = (D1+D2) / 2) (figura 4). E considerado
positivo quando o tamanho da papula é > 3 mm de didametro (AAS, 1975). Embora
frequentemente utilizado, € um método subjetivo e o coeficiente de variagdo tem sido
descrito de 7 a 80% em diferentes centros (DREBORG et al., 1987; EICHLER et al,

1988; VOHLONEN et al., 1989).

FIGURA 4 - LEITURA REPRESENTATIVA DA PAPULA
INDUZIDA PELO TESTE CUTANEO POR
PUNTURA, PELA REGUA

s

FONTE: A autora
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O método considerado preciso, e mais usado nos estudos clinicos, para
avaliacao do TCP, é por meio da determinagdo da area da papula pela transferéncia
do seu contorno, desenhado com uma caneta em fita transparente para um sistema
digital por scanner (figura 5) e a area da papula & calculada por um software.
E considerado positivo quando o tamanho da papula é > 7mm?2 (PIUNENBORG,
NILSSON e DREBORG, 1996). Novo software foi desenvolvido para calcular a area da
reagado, com a vantagem de permitir o calculo da papula a partir de uma imagem
processada por um sistema automatico (WOHRL et al., 2006). Apesar de ser um
método mais preciso que 0s convencionais, a imagem a ser analisada é criada a

partir do contorno manual da papula.

FIGURA5- AREA PELO SCANNER: CONTORNO MANUAL DA
PAPULA E DO ERITEMA INDUZIDOS PELA HISTAMINA,
NO TESTE CUTANEO POR PUNTURA, DESENHADOS
EM UMA FITA ADESIVA. CIRCULO COMO REFERENCIA
DE TAMANHO

i

—p Contorno da fita adesiva

\ P Eritema
O » Papula

W p Histamina

. p Circulo de referéncia

FONTE: A autora

O método mais recentemente descrito para avaliagcado do TCP é através da
fotografia digital (figura 6), aonde o contorno da papula é obtido da imagem
digitalizada através da aplicacao de filtros disponiveis no software. Vantagens ainda
desse método, em relagdo aos outros, estdo na possibilidade de avaliar
objetivamente o tamanho e a intensidade do eritema, e na documentagao do teste

(VIEIRA DOS SANTOS, TITUS e CAVALCANTE LIMA, 2007).
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FIGURA 6 - FOTOGRAFIA DIGITAL DA REAGAO CUTANEA INDUZIDA
POR HISTAMINA E ALERGENO, APOS TESTE CUTANEO
POR PUNTURA, NO ANTEBRACO. ADESIVOS AO
REDOR COMO REFERENCIAS DE TAMANHO E CORES

FONTE: A autora

Também utilizando o mesmo método da fotografia digital, associado a
termometria cutanea, foi demonstrada a cinética da reacdo cutdnea induzida por
histamina e alérgeno no TCP. A temperatura correlacionou-se significativamente, em
todos os pontos da analise, com o tamanho da papula (VIEIRA DOS SANTOS e
CAVALCANTE LIMA, 2007) (figura 7), resultado este semelhante ao encontrado por
Bagnato et al., correlacionando o aumento da temperatura, através da termometria
infravermelha, no TCP, com o tamanho da papula, avaliado pelo didmetro médio
(BAGNATO et al., 1997). Embora tenha se demonstrado a objetividade do método da
fotografia digital, ele ndo foi utilizado em estudos clinicos, e precisa ser automatizado
e padronizado. A termometria cutanea vem sendo lentamente utilizada no TCP e
mais estudos sdo necessarios para correlacionar os parametros analisados por este
método, como a intensidade e a area da temperatura no local do teste, com a

fisiopatologia da reagao.
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FIGURA 7 - TERMOMETRIA CUTANEA: AUMENTO DA TEMPERATURA NO LOCAL DO TESTE CUTANEO POR
PUNTURA. REAGAO INDUZIDA POR ALERGENO, NA SUPERFICIE ANTERIOR DO ANTEBRAGO
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FONTE: A autora

Recentes avangos na tecnologia computadorizada e maior conhecimento
das analises de imagens tridimensionais, tem introduzido novos horizontes para a
aplicacdo da imagem tridimensional em medicina. O método tridimensional € o
método mais novo para avaliar a superficie cutédnea, sendo mais usado entre os
dermatologistas, cirurgides e ortodontistas (LOUKAS et al., 2006; HAJEER et al.,
2005). Entretanto, ndo ha estudos da interpretagao do TCP por este método.

Doppler, microdialise, entre outros estudos experimentais, tém sido
descritos para a analise da reacdo inflamatoria induzida pelo TCP (CLOUGH,
BENNETT e CHURCH, 1998; OKAHARA et al., 1995).

A fotografia digital, a termometria cutédnea de alta resolugdo e a imagem
tridimensional s&o, assim, os métodos n&o-invasivos mais promissores quanto a

acuracia e precisao na leitura do TCP.
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2.2.8.1 Fotografia digital

A camera digital consiste em uma maquina com corpo e lentes convencionais
com CCD ou Charge Coupled Device, que ocupa o lugar do filme. O CCD é um chip de
silicone composto por elementos individuais, ou pixels, que reage a luz como os filmes
nas cameras tradicionais e a transforma em voltagem. O microcomputador imbutido na
camera converte essa voltagem em dados binarios. O CCD ¢ insensivel a cores, mas
com um filtro vermelho, verde ou azul a sua frente, o chip digitaliza os componentes
individuais das cores na imagem para reproduzir a representagéo colorida. O CCD é
a unidade critica da camera; sua habilidade em reproduzir uma imagem digital é fungéo
de sua resolugéo, que pode ser definida como a densidade dos elementos fotossensiveis,

ou pixels, que ela contém (SMITH, 2002; ATNER, THOMAC e BICKERS, 1999).

Documentagao fotografica médica:

A documentacédo fotografica médica deve ser tecnicamente perfeita e fiel.
Os objetos importantes e seus detalhes devem estar todos em foco, ou seja, nitidos.
A imagem deve ser padronizada e reprodutivel; para isso, deve-se antes padronizar
e adequar a iluminacao, a exposigcao e a profundidade de campo, o enquadramento
e o fundo das fotos. A fotografia digital é bastante satisfatoria nos quesitos qualidade
€ precisao, além de possibilitar a realizacao de analises colorimétricas computadorizadas

e a quantificagédo objetiva dos resultados dos procedimentos.

2.2.8.2 Termometria cutanea de alta resolugao

Os sistemas infravermelhos tém por objetivo transformar a radiagcdo captada
em informagéo térmica, que pode ser qualitativa ou quantitativa. A visdo humana abrange
a faixa espectral de comprimentos de onda entre 0,40 e 0,75um. A sensibilidade
maxima ocorre entre 0,50 e 0,55um, dependendo do grau de adaptagao dos olhos a
luminosidade. Os recursos da fotografia infravermelha estendem-se até o comprimento

de onda de 0,9um, além do qual a energia associada a radiagao ja nao é suficiente
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para sensibilizar emulsdes fotograficas. Nessa faixa, a imagem registrada deve-se a
radiacao refletida a partir de alguma fonte externa, visto que a emiss&o propria de corpos
com temperaturas menores que 250°C ¢ muito pequena. A detecgdo de comprimentos
de ondas mais longos € obtida com auxilio de equipamentos denominados sistemas
infravermelhos, que convertem a radiacao captada em sinais eletrénicos, possibilitando
a formacéo de imagens térmicas e a medi¢ao de temperatura a distancia. Os elementos
basicos que compdem esse sistema sio: oOptica do sistema, mecanismo de varredura,
detector, processador e display. Normalmente as imagens s&o formadas a partir da
varredura bidimensional da cena; sdo apresentadas em tubos de raios catodicos, onde
um feixe eletrénico varre a tela em sincronismo com os movimentos do mecanismo
de varredura. O deslocamento do feixe produz linhas que formam a imagem, composta
por uma sucessao de pontos denominados pixels. Para ter boa qualidade visual, a
imagem deve incluir o maior numero de pixels, e a frequéncia de varredura deve ser
tal que ndo produza cintilacdo. As medicbes baseiam-se na comparagao entre o sinal
gerado no detector a partir de uma referéncia de temperatura e o sinal decorrente do

corpo em medigc&o (KAPLAN, 2000).

2.2.8.3 Scanner 6ptico 3D

Um scanner 3D é um aparelho que coleta dados de um objeto em sua
forma e sua aparéncia. Ha varias tecnologias para se obter uma imagem 3D. Cada
tecnologia apresenta suas proprias limitagdes, vantagens e custos.

O aparelho GMF PRIMOS® portatil, um scanner éptico 3D, foi especialmente
desenvolvido com intuito de medir a superficie da pele em tempo real. Pode ser

utilizado fixo a um tripé ou segurado pelas méos (figura 8).
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FIGURA 8 - GMF PRIMOS PORTATIL. IMAGENS ARMAZENADAS NO COMPUTADOR
APLICANDO O SOFTWARE PRIMOS

FONTE: A autora

Com este aparelho, a area de captura da imagem é de até 40mm?2, Listras
paralelas sdo projetadas no objeto ou na pele. O desvio e a topografia dessas listras
sao capturados em linhas perfeitamente paralelas por uma camera CCD e transformados
em coordenadas X, Y e Z, utilizando mais de 310.000 pontos de medida para um
unico parametro 3D. O tempo de captura de uma imagem é muito curto (68ms) devido
a um sistema de camera CCD de 60 Hz. As imagens sao armazenadas em um
banco de dados e avaliadas através do software GMF 5.075D. Esse sistema permite
medida automatica e simultanea de todos os parametros 3D da superficie da pele, com
variagdo de micrédmetros na resolugdo da imagem, em todos os eixos, garantindo
precisao em todos os parametros. Ainda, medigdes em tempos diferentes do mesmo
local podem ser feitas e comparadas por alinhamentos de imagens, usando ferramentas

do sotfware (figura 9) (ROSEN, BLUNT e THOMAS, 2005).
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FIGURA 9 - ALINHAMENTO DE DUAS IMAGENS DA MESMA LESAO DE PELE, EM
TEMPOS DIFERENTES

TR Al
ECPIE PO PN P

¥4 Start e PRINGS flx <, . |18 FoPaRE = RlhE e s
Aplicando ferramentas do software Primos 5.075 D para alinhamento de duas imagens.
Trago em linha reta no local a ser calculado.

0

oo f— —

612 (um)

a0 ]

Exemplo para calculo de comparagéo das duas imagens.
FONTE: A autora

2.2.9 Escolha de Anti-histaminicos Nao-sedantes X Sedantes no Tratamento de

Doencas Alérgicas

Anti-histaminicos (AH) séo drogas de primeira escolha no tratamento de
doencas alérgicas como rinite alérgica (RA) e outras doengas mediadas por mastocitos
como a urticaria crbénica (UC) e a mastocitose. Para o tratamento dessas doengas,
recomenda-se o uso de anti-histaminicos nao-sedantes (AHns) (ZUBERBIER et al.,
2006). Essas recomendagdes sao baseadas no fato dos AHns mostrarem-se efetivos no

tratamento da RA, UC e mastocitoses (LEE et al., 2004; HANDA, DOGRA e KUMAR,
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2004). Prefere-se os AHns que os sedantes (AHs) justamente pelo seu menor efeito
de sedagao (TASHIRO et al., 2005). Entretanto, AHs sdo ainda muito utilizados para
o tratamento de doengas mediadas por histamina. Isso ocorre, provavelmente,
devido a uma ou combinagdes de razdes: a) AHs sao geralmente mais baratos que
0s AHns, os quais ndo s&o reembolsados pelos seguros de saude em diversos paises
(SULLIVAN e NICHOL, 2004). b) Pacientes e médicos sdo mais familiarizados com os
AHs e, por isso, relutantes em compostos que ndo costumam prescrever (CIPHER,
HOOKER e GUERRA 2006), c) A seguranga dos AHs esta bem caracterizada pelo seu
uso ha mais de 4 décadas (SPAETH, KLIMEK e MOSGES, 1996).

Os AHns sdo frequentemente considerados mais eficazes quando comparados
aos AHs. Isto tem sido aceito pelo fato de poucos estudos terem sido realizados
mostrando a superioridade dos AHns sobre os AHs (MORGAN, KHAN e NATHAN,
2005, GREAVES, 2005; KALIVAS et al., 1990). A maioria dos estudos para avaliar a
eficacia dos AH baseia-se na agédo da droga sobre a papula e eritema induzidos por
teste cutédneo, embora a poténcia da droga na supressao da reagao papula-eritema
nao possa ser diretamente extrapolada para sua eficacia clinica no tratamento das
doencgas mediadas pela histamina. Nao ha conhecimento sobre estudos comparando a
eficacia da hidroxizina, AHs seguro, com valor terapéutico nos eczemas que apresentam
prurido intenso pelo seu efeito sedativo, com os AHns, como fexofenadina, desloratadina

e epinastina, através do teste cuténeo por puntura.
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3 MATERIAL E METODOS

Dois estudos foram realizados para atingir os objetivos estabelecidos na
pesquisa:

- Estudo da agéo dos anti-histaminicos sedante e ndo-sedantes nos testes

cutaneos por puntura, analisada através do método da fotografia digital e;

- Analise por imagem tridimensional das reag¢des induzidas pelos testes

cutaneos por puntura.

3.1  AGAO DOS ANTI-HISTAMINICOS SEDANTE E NAO-SEDANTES NOS TESTES
CUTANEOS POR PUNTURA, ANALISADA ATRAVES DO METODO DA
FOTOGRAFIA DIGITAL

3.1.1 Desenho

Foi realizado um estudo experimental, transversal, prospectivo, analitico,
duplo-cego e randomizado. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Federal do Parana
(UFPR) e todos os sujeitos forneceram consentimento informado assinado (aprovagéo

no Anexo 1).

3.1.2 Sujeitos

Setenta e cinco voluntarios (estudantes e funcionarios do HC, UFPR, Brasil)
foram incluidos neste estudo (idade entre 19 a 61 anos, mediana de 28,8 + 8,9;
42 deles do sexo feminino). Nenhum deles foi tratado com anti-histaminicos (AH),
estabilizadores de membrana dos mastocitos ou corticosteroides durante as duas
semanas que precederam o teste. Sujeitos sob imunoterapia ou doengas dermatoldgicas

no local do teste foram excluidos.
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3.1.3 Teste Clinico

Os sujeitos receberam dose unica oral de hidroxizina (25mg), fexofenadina
(120mg), epinastina (20mg), desloratadina (5mg) ou placebo. Em cada grupo de
medicacgdo participaram 15 voluntarios. As doses dos AH foram escolhidas de acordo
com as recomendagdes de consenso no tratamento de rinite e urticaria alérgica
(BOUSQUET et al., 2003; ZUBERBIER et al., 2006). O placebo foi administrado em

forma de tablete contendo 25mg de lactose.

3.1.4 Testes Cutaneos por Puntura

Os testes cutaneos por puntura foram realizados antes da ingestédo de AH
ou placebo e 4 horas apos a ingestdo (VIEIRA DOS SANTOS, TITUS e CAVALCANTE
LIMA, 2007). Resumidamente, uma gota de extrato de histamina (10mg/mL, IPI-
ASAC, Séao Paulo, Brasil), uma de D. pteronyssinus (113KU/mL, S&o Paulo, Brasil) e
uma de solugdo salina (IPI-ASAC, Sao Paulo, Brasil) foram aplicadas na superficie
anterior do antebrago esquerdo. Agulhas descartaveis 26-G foram usadas em todos
os testes. Os testes foram avaliados 10 minutos apds a puntura por fotografia digital
e calculo do diametro médio pela régua milimetrada e transparente. O resultado foi
considerado positivo quando o tamanho da papula foi 2 3mm ou = 7mm? e eritema

2 10mm ou = 80mm? (BERNSTEIN e STORMS, 1995; NELSON et al., 1993).

3.1.5 Avaliacédo do Teste Cutaneo por Puntura

As imagens das reagbes cutaneas, no local do teste, foram obtidas por
meio de maquina fotografica Olympus 650 C® e analisadas através do software
Adobe Photoshop® 6.0 (VIEIRA DOS SANTOS, TITUS e CAVALCANTE LIMA, 2007). Os
resultados foram expressos em média + erro padrdo. As medidas dos didmetros (do

maior e do menor perpendicular aquele) da papula e do eritema foram determinadas com
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régua milimetrada transparente e com ferramentas do software Adobe Photoshop® 6.0

na imagem fotografica digital. O didmetro médio foi calculado em milimetros.

3.1.5.1 Determinagéo da area da papula pela fotografia digital

Para avaliagao da papula, por fotografia digital, foi selecionada uma regiao
ao redor da reacdo e se determinou o contorno da papula com dois filtros de
transformacao de imagem, o Plastic Wrap e o Poster Edges, aplicados pelo software
Adobe Photoshop 6.0° (figura 10A, B e C). Uma correlagdo matematica foi
estabelecida comparando a quantidade de pixels da area da papula com os da area

conhecida. Os resultados foram expressos em média + erro padrao.

FIGURA 10 - FILTROS PARA CONTORNO DA PAPULA

Fotografia digital da reagao Filtro plastic wrap utilizando Filtro POSTER EDGES
cutanea, induzida por histamina, Adobe Photoshop®. utilizando Adobe Photoshop®
sem filtros.

FONTE: A autora

3.1.5.2 Determinagao da area do eritema pela fotografia digital

Para avaliagao da area do eritema pela fotografia digital, recorreu-se a area
previamente conhecida colocada proxima ao local do teste. As fotos armazenadas
foram analisadas com auxilio do software Adobe Photoshop 6.0%.

O local do eritema foi selecionado e, nessa imagem, foi feito o ajuste de

niveis das cores basicas e da luminosidade (figura 11A e B). Uma cor do eritema e
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todas as cores similares foram selecionadas com a ferramenta magic wand, chegando-se
ao tamanho por ferramenta "histograma". A quantidade de pixels foi comparada
aquela da area conhecida.

Uma vez obtida a area de cada eritema nos diferentes pontos de analise,
seus dados foram colocados no software Microsoft Excel® e analisados, com dados

em média * erro padrao.

FIGURA 11 - FOTOGRAFIA DIGITAL AO 10.° MINUTO POS-PUNTURA. AREA
SELECIONADA DO LOCAL DA PUNTURA UTILIZANDO A HISTAMINA

A
Fotografia digital: area selecionada Fotografia digital: eritema isolado
do teste cutaneo por puntura por ajuste das cores basicas e
induzido por histamina. luminosidade do Adobe
Photoshop ©6.0

FONTE: A autora

3.1.6 Analise Estatistica

Para avaliagao das diferengas entre os tempos, empregou-se ANOVA, e teste
exato de Fisher para analise dos resultados positivos ou negativos, em porcentagem.

Para a comparacao dos diferentes métodos de obtencdo das medidas da
papula e do eritema, utilizou-se regressao linear ou polinomial.

O valor de p<0,05 foi associado a significancia estatistica. Os dados foram
analisados com auxilio dos softwares Statistica® (Statsoft, USA) e JMP® (SAS

Institute, USA).
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3.2 ANALISE POR IMAGEM TRIDIMENSIONAL DAS REACOES INDUZIDAS
PELOS TESTES CUTANEOS POR PUNTURA

3.2.1 Desenho

Foi realizado um estudo experimental, transversal, prospectivo e analitico,
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Medicina Charité (Berlim, Alemanha),
onde foi realizado, apds o consentimento informado de todos os individuos participantes

(aprovagao no Anexo 1).

3.2.2 Sujeitos

Dez voluntarios, cinco deles com historia positiva para rinite alérgica,
participaram deste estudo. Nenhum deles foi tratado com anti-histaminicos, estabilizadores
de membrana dos mastécitos ou corticosterdides durante as duas semanas que
antecederam o teste. Sujeitos sob imunoterapia ou doengas dermatolégicas no local

do teste foram excluidos.

3.2.3 Captura da Imagem Tridimensional

As imagens 3D (figura 12 A e B) foram obtidas usando um sistema de scanner

optico e camera de alta resolugao (Primos 5.075 D®).

FIGURA 12 - IMAGEM TRIDIMENSIONAL (3D) DA PAPULA INDUZIDA NO DECIMO MINUTO APOS PUNTURA

Imagem 3D na cor da pele. Textura em cor cinza, aplicada por ferramenta contida
no software Primos 5.075 D
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A regido a ser medida foi centralizada na imagem de cruz (cruz projetada
no objeto a ser medido pelo préprio aparelho) e armazenadas em formato JPEG,
omc e kam. As imagens em omc (figura 13A) foram realizadas através do software
GMF Primos 5.075 D®. As ferramentas utilizadas foram um filtro chamado Robuster
Hochpassfilter (figura 13B) e Knoten- Parameter bestimmen (figura 13C). Os parametros

volume, area e altura foram obtidos automaticamente.

FIGURA 13 - IMAGEM NO SOFTWARE GMF: PAPULA PELO ALERGENO IMAGEM ARMAZENADA PELO SOFTWARE
GMF PRIMOS 5.075 D®. PAPULA INDUZIDA PELO ALERGENO, NO 10.° MIN POS-PUNTURA

Ah - s i — -l B.- — S R - -‘ Clh- - i e T e — --

Imagem armazenada pelo software. Aplicado filtro “Robuster Hochpassfilter” Ap0s o filtro, calculados automati-
na imagem anterior. camente os parametros tridimensionais.

3.2.4 Teste de Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do novo método foi conduzida em dois estagios. O primeiro
envolveu a medigdo de uma figura de area conhecida (in vitro). O segundo envolveu

a medicao de reagdes cutaneas induzidas pelo teste cutaneo por puntura (in vivo).

3.24.1 Invitro

Para o teste de reprodutibilidade in vitro, foi utilizada uma figura (adesivo
redondo de area conhecida) como modelo. Foram obtidas imagens 3D da mesma
figura 10 vezes, em dias diferentes, por dois observadores. A variabilidade intra e
interobservador foi determinada através do coeficiente de variagdo (CV) entre as 20

medidas da mesma figura.
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3.24.2 Invivo

Para o teste de reprodutibilidade in vivo, foram realizados testes cutaneos
por puntura em 10 voluntarios. Em cada um deles, aplicou-se uma gota de histamina
(10mg/mL, ALK-Abell6), uma de solucdo salina (ALK-Abelld) e uma de extrato de
D. pteronyssinus (ALK-Abell6) na superficie anterior do antebrago esquerdo, a
distdncias minimas de 3cm entre os extratos. Foi usada uma lanceta estéril, com
ponta de 1Tmm de espessura, para cada gota de extrato. A lanceta foi pressionada
através da gota, formando um angulo de 90° com a pele. As gotas foram removidas
no primeiro minuto apos a puntura. Todos os testes cutaneos foram feitos pelo
mesmo meédico treinado no procedimento. Antes de realizar o teste, os pélos longos
apresentados no local do teste por alguns dos voluntarios foram cortados com tesoura.
As imagens 3D foram obtidas nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20 minutos apos a puntura.

Em cada tempo de analise, as imagens foram obtidas por dois observadores.

3.2.5 Teste de Acuracia

Para avaliar a acuracia, dois observadores mediram o didmetro mais longo
(D1) e o mais curto, perpendicular aquele (D2) da papula, com régua transparente e
milimetrada, imediatamente apds a obtengdo da imagem 3D da reacgdo. O didmetro
meédio (em mm) foi calculado (D1+D2)/2). As areas das papulas foram calculadas
por meio da seguinte formula matematica: area (mm?) = 3,14 x [((D1/2) + (D2/2))/2]>.
Os valores do tamanho das papulas foram comparados interobservador e entre os
dois métodos.

O coeficiente de variagdo (CV = desvio padrédo X 100/ média da amostra)
das dez medidas da figura feitas pelo mesmo observador foi calculado para determinar
a variabilidade intraobservador. Para analisar o CV interobservador, foi utilizada a
seguinte formula: [(média da amostra do observador 1 — média do observador 2) /
(média da amostra do observador 1 + média do observador 2 / 2)] x 100. /n vivo, o

CV interobservador foi calculado em cada tempo de analise.
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O sistema de calibragao do aparelho foi avaliado trés vezes durante o estudo,

para confiabilidade da reprodug¢ao de imagens.

3.2.6 Analise Estatistica

Os valores obtidos pelas medig¢des in vitro e in vivo foram digitados em planilha
eletrénica (Microsoft Excel®), conferidos e exportados para o software SPSS®, 13.0
para Windows®. Para avaliar as diferencas dos valores médios de cada parametro
(volume, area e altura), obtidos interobservador e entre os métodos, foi aplicado o
teste t de Student para amostras dependentes. Os testes de regressao simples e
polinomial foram aplicados para correlacionar os resultados intra e interobservador.
Para avaliar a especificidade e sensibilidade, foi aplicada a curva ROC. O valor de

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

41 ACAO DOS ANTI-HISTAMINICOS SEDANTE E NAO-SEDANTES NOS
TESTES CUTANEOS POR PUNTURA, ANALISADA ATRAVES DO METODO
DA FOTOGRAFIA DIGITAL

A fexofenadina, epinastina e desloratadina, administradas em doses reco-
mendadas, preveniram os testes cutaneos por puntura positivo a histamina em
somente 10 a 20% dos sujeitos testados, avaliados por fotografia digital (figura 15A).
Ao contrario, mais de 50% de todos que tomaram hidroxizina apresentaram teste
cutédneo negativo a histamina. Como ilustrado na figura 15B, resultados idénticos
foram obtidos através do calculo do diametro médio. A supressdo maxima foi vista
nos sujeitos que utilizaram hidroxizina (75% de redugao para histamina). Redugdes
menores no tamanho da papula induzida por histamina foram vistas nos grupos que
utilizaram AHns, isto é, 32%, 55% e 58% de supressao nos sujeitos tratados com
desloratadina, epinastina e fexofenadina, respectivamente.

Resultados similares, embora menos pronunciados, foram encontrados ao
se comparar o tamanho do eritema das reagbes cutaneas a histamina nos sujeitos
tratados com AH (figura 15C e D). A hidroxizina preveniu o desenvolvimento do
eritema em 60% de todos os sujeitos testados (figura 15C). Ja no grupo dos
individuos que receberam AHns, observou-se preveng¢ao da reacdo em somente 8%
(desloratadina), 24% (epinastina) e 40% (fexofenadina) dos sujeitos. Avaliando o
tamanho do eritema pela fotografia digital e pelo diametro médio, os resultados

foram equivalentes (figura 15D).
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FIGURA 14 - SUPRESSAO DAS REACOES CUTANEAS, INDUZIDAS POR HISTAMINA NOS VOLUNTARIOS TRATADOS,
PELOS ANTI-HISTAMINICOS

A |I Papula <7 mm? por FD [JPapula < 3mm por FD | B |l Papula < 3mm por FD [ Papula < 3mm pelo DM
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A + B: Supresséao da papula induzida pela histamina através dos testes cutaneos por puntura (A = fotografia digital [FD],
area e didmetro médio pela FD; B = fotografia digital e didmetro médio pela régua [DM]).
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C + D: Supressao do eritema induzido pela histamina através dos testes cutaneos por puntura (C = fotografia digital [FD],
area e didmetro médio pela FD; D = fotografia digital e diametro médio pela régua [DM]).

NOTA: * =

p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001 vs. placebo. + = p<0.05, ++ = p<0.01, +++ = p<0.001 vs. hidroxizina.
Abreviaturas: HID = Hidroxizina 25 mg; DES = Desloratadina 5 mg; EPI =

Epinastina 20 mg; FEX = Fexofenadina 120
mg; PLA = Placebo.

A Hidroxizina é mais eficaz que desloratadina, epinastina ou fexofenadina
na supressao das reagdes cutdneas por puntura induzidas por histamina nos
voluntarios tratados.

Para avaliar se AHns e hidroxizina também diferem na eficacia em suprimir
reagoes cutaneas induzidas por alérgeno, foi realizado um estudo piloto e avaliados os
efeitos dos AH nas reagbes cutaneas por puntura induzidas em sujeitos sensibilizados
pelo D. pteronyssinus (n = 31), tratados com placebo, hidroxizina ou AHns. Os testes
cutaneos por puntura foram negativos em somente metade ou menos que a metade

de todos os sujeitos tratados com AHns (tabela 1). Por outro lado, mais de 70% de
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todos que tomaram hidroxizina apresentaram testes cutdneos negativos, avaliados

pela fotografia digital e pelo didametro médio (tabela 1).

TABELA 1 - TESTES NEGATIVOS AO ALERGENO APOS ANTI-HISTAMINICOS NUMERO DOS SUJEITOS QUE
APRESENTARAM TESTE CUTANEO POR PUNTURA NEGATIVO AO D. PTERONYSSINUS APOS
ADMINISTRACAO ORAL DOS ANTI-HISTAMINICOS

PAPULA ERITEMA
(total dos responsivos a medicagéo) (total dos responsivos a medicagéo)
TRATAMENTO Area Diametro Diametro Area Diametro Diametro
por FD por FD por DM por FD por FD por DM

(<7 mm?) (<3 mm) (<3 mm) (< 80 mm?) (<10 mm) (<10 mm)
Hidroxizina (n=7) 05 4 04 M5 04 4
Desloratadina (n=6) 49 ) 4 49 ™o 1
Epinastina (n=6) 3 2 3 ™3 2 O3
Fexofenadina (n=6) 2 2 3 2 2 O3
Placebo (n=6) 0 ™o ™o 0 ™o ™o

NOTA: FD = fotografia digital; DM = didmetro médio pela régua.
(*) p<0.05

(**) p<0.01

(+) p<0.05

(++) p<0.01

A hidroxizina é mais eficaz que desloratadina, epinastina ou fexofenadina
na supressao das reagdes cutaneas por puntura induzidas por D. pteronyssinus nos

voluntarios tratados.

4.2 ANALISE POR IMAGEM TRIDIMENSIONAL DAS REACOES INDUZIDAS PELOS
TESTES CUTANEOS POR PUNTURA

Todos os dez voluntarios (6 do sexo masculino, idade entre 25 e 36 anos,
com uma mediana de 28,6 + 3,62 anos) apresentaram TCP positivos para histamina.
No total, 120 imagens com testes positivos (80 papulas induzidas pela histamina e

40 pelo D. pteronyssinus) foram analisadas.
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4.2.1 Analisando a Reprodutibilidade do Método de Imagem Tridimensional

4.2.1.1 Analises das imagens 3D da figura (in vitro)

A média do CV interobservador foi de 0,43%, 0,02% e 1,73% e a média
do CV intraobservador foi de 0,83%, 0,36% e 5,15%, para volume, area e altura,
respectivamente. Os valores médios da média e do desvio padrado (SD) obtidos a
partir de cada parametro da imagem 3D pelos dois observadores estao representados

na tabela 2.

TABELA 2 - VALORES DAS MEDIDAS IN VITRO MEDIA DOS VALORES DA MEDIA E DESVIO PADRAO
PARA VOLUME, AREA E ALTURA, DAS MEDIDAS REPETIDAS IN VITRO

FIGURA VOLUME AREA ALTURA

(50 mm?) (mm?3) (mm?) (mm)
Média 1/SD 1,61/0,014 49,916/ 0,201 0,058 / 0,004
Média 2/ SD 1,617 /0,013 49,904 /0,163 0,057 /0,002

NOTA: Média 1 = média obtida pelo observador 1; média 2 = média obtida pelo observador 2.

4.2.1.2 Andlises das imagens 3D da reagao cutanea (in vivo)

O CV na mesma reagado, em cada ponto de analise (interobservador), é
mostrado na tabela 3. O CV interobservador variou de 0,24 a 9,8%, quando
considerados todos os parametros. Nos parametros volume e area, o CV
interobservador foi maior no 5.° minuto para a reagdo induzida pelo D. pteronyssinus

do que para histamina (tabela 3).

TABELA 3 - REPRODUTIBILIDADE, IN VIVO, DA IMAGEM 3D EXPRESSA PELO COEFICIENTE DE VARIAGAO (CV),
DOS PARAMETROS 3D, IN VIVO, NO 5.° 10.°, 15.° E 20.° MINUTO POS-PUNTURA

METODO 3D 5 10° 15 200
Volume (mm3) 3,42/9,8 0,5/4,48 1,54/0,6 1,79/2,38
Area (mm?) 3,09/5,61 1,73/0,61 1,81/1,88 0,24 /0,42
Altura (mm) 2,65/2,57 2,31/6,68 44/26 2,16 /1,1

NOTA: O primeiro CV corresponde ao CV da papula induzida pela histamina e o segundo ao da papula induzida pelo
alérgeno
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4.2.2 Avaliando a Reprodutibilidade do Método da Medida do Diametro (In Vivo)

O CV na mesma reagao em cada ponto de analise (interobservador) é

mostrado na tabela 4.

TABELA 4 - REPRODUTIBILIDADE, /N VIVO, DO METODO DO DIAMETRO EXPRESSA PELO COEFICIENTE DE
VARIAGAO (CV), DO METODO DO DIAMETRO, IN VIVO, NO 5.°,10.°, 15.° E 20.° MINUTO POS-PUNTURA

METODO DO DIAMETRO 5 10 15 20
Tamanho da papula (mm?) 5,82/87,9 6,38 /26,3 6,5/21,1 4,92/13,8
Tamanho da papula (mm) 3,28 /44,6 4,0/13,33 3,9/13,0 3,3/7,0

NOTA: O primeiro CV corresponde ao CV da papula induzida pela histamina e o segundo ao da papula induzida pelo
alérgeno.

O CV interobservador do método do didmetro médio variou de 3,28 a
87,9%. Neste método, o CV foi maior para a area da papula do que para o didmetro
médio e maior para as papulas induzidas pelo D. pteronyssinus do que pela
histamina, até o 20.° minuto. A analise de cada parametro, por regressdo simples,

pode ser vista na tabela 5.

TABELA 5 - REPRODUTIBILIDADE EXPRESSA PELO r*> ADJUST CALCULADO POR REGRESSAO SIMPLES, PARA
CADA TEMPO DE ANALISE, DOS METODOS 3D E DIAMETRO

METODOS 3D E

K 5 10’ 15 20’
DIAMETRO
Histamina
Volume (mm?) 0,95 0,98 0,98 0,94
Area (mm?) 0,98 0,98 0,98 0,93
Altura (mm) 0,72 0,87 0,77 0,90
Diametro (mm?) 0,60 0,76 0,50 0,50
Diametro (mm) 0,70 0,80 0,50 0,50
D. pteronyssinus
Volume (mm?) 0,97 0,96 0,90 0,90
Area (mm?) 0,99 0,90 0,95 0,94
Altura (mm) 0,73 0,90 0,90 0,90
Diametro (mm?) 0,50 0,70 0,70 0,76
Diametro (mm) 0,70 0,80 0,70 0,75

4.2.3 Avaliagao da Acuracia

A acuracia foi avaliada pela comparagao dos valores obtidos pela imagem 3D
com os valores obtidos pela medida dos diametros, expressos em mm. As correlagdes

foram similares para histamina e D. pteronyssinus. Houve boa correlagdo entre os
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parametros area e volume da imagem 3D (r? adjust = 0,73 e 0,78, observador 1 e 2,

respectivamente, para o volume, e r* adjust = 0,91 e 0,93 observador 1 e 2,

respectivamente, para a area). Nao houve boa correlagdo com o parametro altura (r?

adjust = 0,44 — 0,47, observador 1 e 2, respectivamente) (tabela 6).

TABELA 6 - ACURACIA EXPRESSA PELO r> ADJUST CALCULADO POR REGRESSAO

POLINOMIAL NO TEMPO TOTAL DE ANALISE

PARAMETROS DA PAPULA

OBSERVADOR 1 OBSERVADOR 2
NO TEMPO TOTAL
Histamina
Volume X Area 0,85 0,84
Area X Altura 0,4 0,37
Altura X Volume 0,6 0,61
Volume X Didmetro 0,73 0,78
Area X Diametro 0,91 0,93
Altura X Diadmetro 0,44 0,47
D. pteronyssinus
Volume X Area 0,9 0,91
Area X Altura 0,37 0,36
Altura X Volume 0,6 0,55
Volume X Diadmetro 0,7 0,74
Area X Diametro 0,86 0,88
Altura X Diametro 0,4 0,42

NOTA: Valores obtidos pelos observadores 1 e 2.

4.2.4 Calibragao

Nao houve diferenca nos valores das trés calibragbes realizadas durante

o estudo.

425 CurvaROC

Comparou-se a variacao da sensibilidade e especificidade do método de

leitura do TCP por meio de imagem 3D com o método do diametro médio pela régua,

aplicando a curva ROC em cada periodo de tempo analisado. Nessa amostra, nao

houve numero de falsos positivos ou falsos negativos. A partir do 5.° minuto apds a

puntura, todos os testes positivos ao método do didametro médio pela régua também

o foram para o método da imagem 3D. Procedeu-se da mesma forma com relagéao

aos testes negativos.
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5 DISCUSSAO

51 AGCAO DOS ANTI-HISTAMINICOS SEDANTE E NAO-SEDANTES NOS
TESTES CUTANEOS POR PUNTURA, ANALISADA ATRAVES DO METODO
DA FOTOGRAFIA DIGITAL

No presente estudo, a hidroxizina foi comparada a desloratadina,
epinastina e fexofenadina, trés anti-histaminicos n&o-sedantes. Observa-se que
esses trés AHns foram menos efetivos que a hidroxizina na prevengao da formagao
da papula e do eritema induzidos por histamina e alérgeno, quando administrados
nas doses diarias recomendadas.

Similar a literatura, no grupo placebo observou-se nenhuma ou minima
supressao da reagao (PUROHIT et al., 2001; PUROHIT et al., 2003; GRANT et al., 1999;
GOETZ et al., 1991; ROONGAPINUN et al., 2004; PUROHIT et al., 2004; KALINER
et al., 2003). Ja a hidroxizina se revelou um potente supressor (SIMONS, SUSSMAN e
SIMONS, 1995). A desloratadina (PUROHIT et al., 2003), fexofenadina e epinastina
(GRANT et al., 1999) apresentaram poténcia intermediaria na supressao da formagao
da papula induzida por histamina.

Nenhum dos anti-histaminicos utilizados neste estudo foi testado anteriormente
para avaliacdo de seus efeitos na supressao da formacédo da papula induzida por
alérgeno, pelo teste cutaneo por puntura. Entretanto, a hidroxizina e fexofenadina
tém sido avaliadas por injecdo intradérmica. Interessantemente, esses estudos
mostram efeitos supressivos similares aqueles observados pela hidroxizina e
fexofenadina neste estudo. Por exemplo, a hidroxizina (25mg) suprimiu em 57% das
formagbes das papulas induzidas por alérgeno (teste por puntura) neste estudo
quando comparada a supressao de 63% observada no estudo de Cook et al. (teste
intradérmico) (COOK et al., 1973).

A fotografia digital foi utilizada previamente para interpretar o teste cutédneo

por puntura (VIEIRA DOS SANTOS, TITUS e CAVALCANTE LIMA, 2007). Os resultados
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aqui apresentados validaram o uso dessa técnica, ja que os resultados s&o similares
aos obtidos pela interpretagdo macroscopica feita pela régua. Logo, a fotografia digital é
um meétodo simples e valido para avaliar a resposta ao teste cutadneo por puntura,
especialmente em estudos clinicos, nos quais minimizar as diferencas
interobservadores dos resultados obtidos pode ser util e muito importante.

A poténcia de cada AHns na supressao da papula induzida por histamina ou
alérgeno nao pode ser diretamente extrapolada para sua eficacia clinica no tratamento
de todas as doengas mediadas pela histamina (PERSI et al., 1999). Entretanto, nossos
achados indicam que AHns, administrados em dose unica diaria, sdo geralmente menos
efetivos que a hidroxizina, AHs, na prevencao de reagdes cutaneas por puntura induzidas
por histamina ou alérgeno. Isto sugere que os AHns também podem ser menos
efetivos que os AHs quando administrados nas doses recomendadas no tratamento
de dermatoses dependentes de histamina. Esta hipdtese, entretanto, precisa de
confirmacdo, que pode ser obtida por meio de estudos comparando os AHns com

AHs na urticaria, por exemplo.

5.2 ANALISE POR IMAGEM TRIDIMENSIONAL DAS REACOES INDUZIDAS
PELOS TESTES CUTANEOS POR PUNTURA

Os resultados dos testes cutaneos por puntura foram baseados no tamanho
das papulas. Na rotina clinica e em varios estudos, os resultados sao estimados pelo
didmetro meédio, em milimetros, medidos com uma régua transparente (KALINER
et al.,, 2003; PIETTE et al.,, 2002). Poulsen e Pijnenborg descreveram um meétodo
considerado preciso para quantificar a reagédo induzida pelo teste cutaneo por puntura
baseado em imagem obtida do contorno da papula, feita @ m&o, com uma caneta,
transferida para uma fita adesiva e, entdo, escaneada. A area da papula é calculada
por meio de um software especifico (POULSEN et al., 1993; PIUNENBORG, NILSSON
e DREBORG, 1996). Um novo software foi desenvolvido para esse calculo (WOHRL

et al., 2006), que possibilita calcular o tamanho da papula de forma automatica.
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Embora mais preciso que os métodos convencionais, a imagem inicial da papula é
gerada a partir do contorno manual da mesma.

Recentemente, foi relatado o método de leitura do TCP usando a fotografia
digital (VIEIRA DOS SANTOS, TITUS e CAVALCANTE LIMA, 2007), que apesar de
ser objetivo para analise, € um método que foi testado apenas in vivo e precisa
ser automatizado.

Neste estudo, foi demonstrado um método novo de avaliagdo do TCP usando
o sistema de scanner optico PRIMOS 3D, um novo instrumento para analise tridimensional.

O contorno da papula e os dados matematicos do volume, area e altura
sdao armazenados e fornecidos automaticamente pelo sistema, sem contato direto
com a pele. Por meio desse método, obtém-se imagem do TCP em fotografia com
formato 3D, o que permite a documentagao padronizada do teste, sua interpretagao
em diferentes centros de estudos, podendo levar a novas idéias e a técnicas de medida
aplicaveis anos apos o término de um estudo.

Analisando o TCP ao 20.° minuto, o maior CV para a imagem 3D foi de
2,38% e, para o método do diametro, foi de 13,8%. O CV pela fotografia digital foi de
5,95%, maior que o obtido pela imagem 3D.

Comparando o CV entre os maiores e menores valores das papulas, obtidos
pela imagem 3D (ao 5.° e ao 20.° minuto, respectivamente), os resultados foram
melhores para as papulas de tamanho maior. Pijnenborg, Nilsson e Dreborg também
encontraram melhor congruéncia entre o0 método do didmetro e da area pelo scanner
com papulas maiores. Mesmo para papulas menores, o CV para aquelas induzidas
pela histamina foi menor que 3,5% e, para papulas induzidas pelo alérgeno, menor
que 9,8%. Esta diferenga pode ser justificada pelo fato de a reagéo cutédnea induzida
pelo alérgeno ser mais lenta do que a induzida pela histamina e pela indefinigdo dos
contornos no inicio da reagao.

A reprodutibilidade da leitura do TCP tem sido relatada em varios estudos.
Para o método do diametro, o CV varia de 7 a 80% (DREBORG et al., 1987; EICHLER

et al., 1988; VOHLONEN et al., 1989). Para o método da area pelo scanner, o c.v.
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médio intraobservador foi 1,43% e interobservador 2,34% in vitro. Ja in vivo, foram
encontrados o CV médio para os testes duplicados induzidos pela histamina de
30,4% e para o alergeno de 39,8% (PIUNENBORG, NILSSON e DREBORG, 1996). No
presente estudo, pela imagem 3D, o CV médio intraobservador para area da papula
foi de 0,36% e, interobservador, de 0,024%. O maior CV para papula induzida pela
histamina foi de 3,09% e, induzida pelo alérgeno, de 5,61%. Estes resultados sao
melhores que os encontrados pelo método da area pelo scanner ou por outros métodos
descritos anteriormente.

Os valores dos parametros volume e altura também se mostraram precisos
e repetitivos. Interessantemente, a imagem fotografica, armazenada em formato
JPEG, é obtida automatica e simultaneamente a imagem 3D, na mesma distancia e
luz, e ambas podem ser usadas posteriormente para analise da intensidade e area
do eritema, possibilitando melhor compreensao da relacdo entre papula e eritema
induzidos por alérgenos. Pela sincronizagédo na coleta de dados, precisao, acuracia,
facil manuseio do aparelho e técnica simples de analise, esse método pode ser

facilmente aceito como método padrao de leitura do teste cutadneo por puntura.
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6 CONCLUSAO

E possivel avaliar a agdo dos anti-histaminicos sedante e ndo-sedantes através
do método da fotografia digital com acuracia e objetividade;

A hidroxizina € um inibidor mais potente das reac¢des cutaneas, induzidas
por histamina e D. pteronyssinus, do que a desloratadina, epinastina e fexofenadina.

O método de imagem tridimensional é simples, altamente reprodutivel e o

mais preciso para a leitura dos testes cutaneos por puntura.

6.1 COMENTARIOS FINAIS

Pela hidroxizina apresentar maior poder de supressao da papula e do eritema
induzidos pelo TCP do que anti-histaminicos n&o-sedantes, sugere-se que a dose diaria
recomendada da hidroxizina e dos AHns ndo sao bioequivalentes na supressio da
inflamacéo cutanea mediada pela histamina. Mais estudos de testes diagnosticos,
como o TCP, associados a clinicos sao necessarios para melhor avaliacdo dos efeitos
das drogas anti-histaminicas nas doengas mediadas pela histamina. Ainda, n&o
participaram individuos negros neste estudo, o que poderia ter causado diferengas
nos resultados da comparacao entre os dois métodos de leitura, uma vez que o
método do didmetro médio pela régua é subjetivo.

O sistema de scanner 6ptico (Primos 5.075 D) é de facil manuseio, possibilita
captura rapida e simultanea de fotografias digitais em formato JPEG e imagens tridi-
mensionais. O software GMF Primos 5.075 D calcula automaticamente os parametros
3D da papula induzida pelo teste cutdneo por puntura, independentemente do
observador, das configuragdes geomeétricas e do tamanho da papula. Possui, ainda,
ferramentas que possibilitam analise de lesbes cutaneas avaliadas em diferentes

tempos, importante em varias situagdes dermatoldgicas.
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Estudo para avaliar o efeito de um anestésico topico (EMLA) na inflamacgao
cutanea induzida pela histamina e alérgeno no TCP, utilizando medidas volumétricas
e termograficas da reacgdo, associadas a cinética do eritema analisada através da

fotografia digital, esta sendo realizado.
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Suppression of histamine- and allergen-induced
skin reactions: comparison of first- and second-

generation antihistamines

Rosaly Vieira dos Santos, MD*{; Markus Magerl, MD*; Agnieszka Mlynek, MD*; and

Hermenio C. Lima, MD

Background: Nonsedating antihistamines (nsAHs) are recommended as first-line therapeutics for the treatment of mast
cell-driven disorders, including allergic rhinitis and urticaria. However, their superiority over first-generation AHs (fgAHs) has
recently been called into question, mainly because of the lack of supporting head-to-head therapeutic studies.

Objective: To compare the effects of 3 modern nsAHs with those of the fgAH hydroxyzine on histamine- and allergen-induced

skin reactions in a controlled, double-blind, clinical trial.

Methods: Skin prick tests with histamine and Dermatophagoides pteronyssinus extract were performed before and 4 hours
after treatment with hydroxyzine, 25 mg; desloratadine, 5 mg; epinastine, 20 mg; fexofenadine, 120 mg; or placebo. Wheal and
erythema development was evaluated by digital photography and planimetric analyses.

Results: The nsAHs prevented the development of positive reactions to histamine in only 10% to 20% of all individuals tested
(n = 75). In contrast, more than 50% of all hydroxyzine-treated individuals showed negative test reactions to histamine (ie,
wheals <7 mm? in area or <3 mm in diameter). Similar differences, although less pronounced, were detected when comparing
the effects of nsAHs with hydroxyzine on D pteronyssinus prick testing in a limited number of D pteronyssinus—sensitized

individuals.

Conclusions: These results indicate that hydroxyzine is more effective than nsAHs when given as recommended in
suppressing histamine-induced or allergic skin reactions. Our results suggest that higher doses of nsAHs than those currently
recommended are required for the treatment of skin responses to obtain antihistaminic and antiallergic effects that are equivalent

to those of fgAHs.

INTRODUCTION
Antihistamines (AHs) are first-choice drugs in the treatment
of allergic disorders, including allergic rhinitis (AR) and
other mast cell-mediated diseases such as chronic urticaria or
mastocytosis. Current treatment guidelines for these diseases
recommend the use of second-generation nonsedating AHs
(nsAHs).!? These recommendations are based on the fact that
nsAHs have been shown to be effective and safe in the
treatment of AR, chronic urticaria, and mastocytosis.>* The
nsAHs are also to be preferred to older first-generation AHs
(fgAHs) because they have less sedative effects.’

However, fgAHs are still widely used for the treatment of
histamine-driven diseases. This is most likely because of any
one or a combination of the following reasons: (1) fgAHs
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are usually available without prescription and are cheaper
than nsAHs, which are not reimbursed by medical insur-
ance in some countries®; (2) patients and physicians are
familiar with fgAHs and, therefore, reluctant to switch to
novel compounds they are not experienced with using’; (3)
the safety profiles of fgAHs are well characterized because
of their frequent use for more than 4 decades®; and (4)
fgAHs are frequently considered to exhibit better antihis-
taminic effects compared with nsAHs. The latter assump-
tion appears to be widely accepted despite contradicting
literature.” 1011

Therefore, we have performed a prospective, randomized,
placebo-controlled, double-blind, and parallel-group de-
signed study to compare the efficacy of nsAHs (deslorata-
dine, epinastine, and fexofenadine) with that of the fgAH
hydroxyzine in reducing histamine- or allergen-induced
wheal-and-flare responses. Our results reveal that nsAHs
given at recommended daily doses are less effective than
hydroxyzine in suppressing skin reactions to histamine or
allergen prick testing in a 4-hour time point analysis.

METHODS

Design
This study was performed as an interventional, double-blind,
placebo-controlled, parallel-group clinical trial comparing the
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effects of first- with second-generation AHs on histamine and
Dermatophagoides pteronyssinus—induced skin reactions.
The study protocol was approved by the local research ethics
committee, and all participants provided signed informed
consent.

FParticipants

Seventy-five consecutive volunteers (students or employees
from Curitiba University Hospital, Curitiba, Brazil) were
included in this study (age range, 19-61 years; mean [SD]
age, 28.8 [8.9] years; 42 women). None of them had been
treated with AHs, mast cell stabilizers, or corticosteroids
during the 2 weeks before testing. Individuals receiving im-
munotherapy or experiencing dermatological diseases at the
test area were excluded.

Clinical Trial

The participants were stratified in 5 equal groups (15 volun-
teers each) and received a single-dose oral treatment (tablet)
with hydroxyzine, 25 mg (commercial preparation), an nsAH
(fexofenadine, 120 mg; epinastine, 20 mg; or desloratadine, 5
mg [all commercial preparations]), or placebo 4 hours before
testing. The AH doses were chosen according to the manu-
facturers’ recommendation and the current guidelines on the
treatment of AR and urticaria.! The placebo was a white
25-mg tablet containing lactose.

Skin Prick Tests

Skin prick tests with histamine, D pteronyssinus, and sterile
saline were performed before and 4 hours after AH or placebo
treatment, as previously described.'? Briefly, 1 drop of hista-
mine, 10 mg/mL (IPI-ASAC, Sao Paulo, Brazil); D pteron-
yssinus extract, 113 kU/mL (IPI-ASAC); and saline solution
(IPI-ASAC) were applied on the left forearm anterior surface.
Sterile 26-gauge needles were used in all prick tests. Test
results were evaluated after 10 minutes by digital photogra-
phy and planimetric analysis. Test reactions that showed a
wheal of 3 mm or more in diameter or 7 mm? or more in area
(erythema, =10 mm in diameter or =80 mm? in area) were
considered positive.'>!

Evaluation of Test Reaction

Images of test reactions were obtained using a digital camera
(Olympus 650°C; Olympus Corporation, Tokyo, Japan), and
further analyses were performed using Adobe Photoshop 6.0
(Adobe Systems, Inc, San Jose, California), as previously
described.'? Briefly, the image areas that showed wheals or
erythema were highlighted by the use of distinct filter masks,
and diameters and areas were evaluated using the Adobe
Photoshop 6.0 measuring tool. The results are expressed as
means (SDs). For planimetric analysis, a ruler was used to
measure the longest and the midpoint orthogonal diameter of
the wheal and the erythema reaction, and the mean diameter
was calculated. All data were analyzed using the Pearson x*
test. P < .05 was considered to indicate differences of sta-
tistical significance.

RESULTS

Suppression of Histamine-Induced Skin Reactions in Most
Individuals Treated With Hydroxyzine

Fexofenadine, epinastine, and desloratadine, given at recom-
mended daily doses, prevented positive prick test reactions to
histamine'® in only 10% to 20% of all 75 individuals tested,
as evaluated by digital photography (Fig 1A). In contrast,
more than 50% of all hydroxyzine-treated individuals showed
negative prick test reactions to histamine. As seen in Figure
1B, virtually identical results were obtained using planimetric
analyses to detect positive (ie, =3 mm in diameter) skin
reactions to histamine.

In addition, the rates of responders to AH treatment cor-
related well with wheal size suppression in the different
treatment groups. The maximum suppression was seen in
hydroxyzine-treated individuals (75% reduction for histamine
and 57% reduction for allergen). All 3 nsAH treatment
groups showed less reduction in the size of histamine-induced
wheal reactions (ie, 32%, 55%, and 58% suppression in
individuals treated with desloratadine, epinastine, and fexo-
fenadine, respectively).

Similar differences, although less pronounced, were de-
tected comparing the erythema size of skin test reactions to
histamine in AH-treated individuals (Fig 1C and D). Hy-
droxyzine treatment prevented the development of positive
test reactions in 60% of all individuals tested (Fig 1C). In
contrast, nsAH treatment prevented positive erythema reac-
tions in only 8% (desloratadine), 24% (epinastine), and 40%
(fexofenadine) of individuals tested. Assessing erythema
sizes by digital photography and traditional planimetric anal-
ysis yielded essentially equivalent results (Fig 1D).

Suppression of Prick Test Reactions to Allergen in

Most Individuals Treated With Daily Recommended

Doses of Hydroxyzine

To evaluate whether nsAHs and hydroxyzine are also differ-
ent in their efficacy to suppress skin reactions induced by
allergen, we performed a pilot study and evaluated AH ef-
fects on skin prick test reactions to D pteronyssinus in sen-
sitized individuals (31 of 75 individuals) treated with pla-
cebo, hydroxyzine, or nsAHs as done previously. We found
that nsAHs prevented the development of positive wheal and
erythema reactions to prick testing in only half or less of all
patients treated (Table 1). In contrast, up to 70% of all
hydroxyzine-treated individuals showed negative test reac-
tion results to skin prick testing as evaluated by digital
photography or planimetric analyses of wheal-and-flare reac-
tions (Table 1).

DISCUSSION

In the present study, the fgAH hydroxyzine was compared
with desloratadine, epinastine, and fexofenadine, 3 modern
nsAHs. We found that all of the nsAHs were less effective
than hydroxyzine in preventing histamine- and allergen-in-
duced wheal-and-flare responses when given at recom-
mended doses. To our knowledge, this is the first study that
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Figure 1. Hydroxyzine (HYD), but not desloratadine (DES), epinastine (EPI), or fexofenadine (FEX), suppresses positive skin reactions to histamine prick
testing in most of the individuals treated. A and B, Reduction in positive skin test reactions to histamine prick testing as assessed by measuring wheals (A, digital
photography [DP] area and diameter; B, DP and planimetric analysis [PA] diameter). C and D, Reduction in positive reactions to histamine prick testing as
assessed by measuring erythema (C, DP area and diameter; D, DP and PA diameter). *P < .05 vs placebo, **P < .01 vs placebo, ***P < .001 vs placebo, +P <

.05 vs hydroxyzine, ++P < .01 vs hydroxyzine, and +++P < .001 vs hydroxyzine. The doses of medications given were as follows: HYD, 25 mg; DES, 5
mg; EPI, 20 mg; and FEX, 120 mg.

Table 1. Rates of Responders to Dermatophagoides pteronyssinus Skin Prick Testing After Antihistamine Treatment?

Wheal Erythema
Treatment Area by Diameter by Diameter by Area by Diameter by Diameter by
DP <7 mm2 PA <3 mm DP <3 mm PA <80 mm?2 PA <10 mm DP <10 mm
Hydroxyzine, 25 mg (n=7) 5P 4 4o 5b 4o 4o
Desloratadine, 5 mg (n=6) 1d 0° 1d 1d 0d 1
Epinastine, 20 mg (n=6) 3 2 3 3d 2 3¢
Fexofenadine, 120 mg (n=6) 2 2 3 2 2 3¢
Placebo (n=6) 0° 0d 0d 0° 0d 0d

Abbreviations: DP, digital photography; PA, planimetric analysis.

a Data are given as number of responders treated with each drug. Data are given for only subjects sensitized to D pteronyssinus (n=31).
b P < .01 vs placebo.

¢ P < .05 vs placebo.
dp < .05 vs hydroxyzine.
¢ P < .01 vs hydroxyzine.

o ————————————————————————————————————————————————————————————
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compares the efficacy of fgAHs with that of nsAHs by
histamine or allergen skin prick testing.

The extent of histamine-induced wheal suppression by
hydroxyzine and the nsAHs tested was similar to that re-
ported in the literature. Placebo treatment resulted in no or
minimal suppression of responses,!>! whereas hydroxyzine
was an effective suppressor.?? Desloratadine,'® fexofenadine,
and epinastine!” exhibited intermediate potencies in suppress-
ing histamine wheal responses.

Interestingly, to our knowledge, none of the AHs used in
our study has been tested previously for suppressive effects
on allergen prick test-induced wheal responses. However,
hydroxyzine and fexofenadine have been evaluated for sup-
pression of wheal responses induced by intradermal injection.
Interestingly, these studies reported suppressive effects that
were similar to those observed for hydroxyzine and fexofe-
nadine in our study. For example, hydroxyzine, 25 mg, treat-
ment resulted in 57% suppression of allergen-induced wheals
in our study (prick testing) compared with 63% suppression
reported by Cook and coworkers (intradermal testing).* Hy-
droxyzine’s metabolite levocetirizine (the R enantiomer of
the cetirizine racemate) has been compared with loratadine
and desloratadine. Levocetirizine provided significantly
greater inhibition of the histamine-induced wheal at 2 hours
after administration of desloratadine.?* Similar results were
seen in a study comparing the effects of levocetirizine and
loratadine on histamine-induced skin reactions. Flare, wheal,
and itch were potently inhibited by levocetirizine, with an
efficacy that exceeded that of loratadine.?

Digital photography has previously been used for assessing
skin prick test responses.!? The results presented herein con-
firm that the use of this technique yields essentially identical
results as obtained by classic macroscopic planimetric anal-
yses. Thus, digital photography is a simple and valid method
for evaluating skin prick test responses, especially in clinical
trial settings, where it may be helpful to minimize interob-
server differences in obtaining test results.'?

The potency of individual AHs in suppressing histamine-
and allergen-induced wheal responses cannot be directly ex-
trapolated to their specific efficacy in the treatment of all
histamine-driven conditions.? However, our findings indicate
that nsAHs given at recommended doses are generally less
effective than the fgAH hydroxyzine in preventing skin re-
actions to histamine and allergen prick testing. This suggests
that nsAHs may also be less effective than fgAHs when given
at recommended doses for the treatment of histamine-depen-
dent dermatoses. This hypothesis, however, awaits confirma-
tion, because there are no head-to-head studies, as of yet,
comparing nsAH with fgAHs in, for example, urticaria.

Taken together, our findings demonstrate that hydroxyzine
is a more potent inhibitor of skin prick test reactions induced
by histamine and D pteronyssinus than desloratadine, epi-
nastine, and fexofenadine, which suggests that daily re-
commended doses of hydroxyzine and nsAHs are not bio-
equivalent in suppressing histamine-mediated cutaneous
inflammation.
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Summary

Skin-prick tests (SPTs) are a standard way to test for sensitizations to allergens, but to

date, techniques that allow for high-quality measurements of the resulting weals for
research purposes are lacking. In this study, we assessed a new three-dimensional (3D)
imaging technology for its accuracy and consistency. We found that this new
technology showed very little intraoperator and interoperator variation for repeated
measurements of a model of known area by each of two operators. We also found that
repeated measurements of the same object over 4 months showed virtually no
variation. Finally, 3D imaging was superior to traditional ruler measurements for
assessing SPT reactions to histamine and allergen. For high-quality measurements of
SPT reactions, 3D imaging is accurate, consistent and reliable.

Skin-prick tests (SPTs) are widely used to determine if
people have allergies. In positive SPTs, a drop of
allergen extract introduced into the test subject’s skin
results in a weal-and-flare reaction. However, to date,
high-quality measurements of these weals for research
purposes have been virtually impossible to obtain. The
two methods currently in use for measuring weals are
absurdly subjective. In the traditional method,! the
investigator uses an ordinary, transparent plastic ruler
to make an approximate measurement of weal diam-
eter. In the more ‘high-technology’ method,? the
investigator uses a pen to trace the border of the
weal on the patient’s skin, then uses clear adhesive
tape to transfer this marking onto a sheet of paper,
which is finally run through a photocopy machine to
fix the record for analysis. The traditional method
cannot archive raw imagery and the tape-transfer
method is time-consuming;® both methods are impre-
cise, inconsistent, and worst of all, two-dimensional.
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Although sufficient for routine clinical examinations,
these methods are inadequate for many research
purposes.*

Three-dimensional (3D) imaging is a new measuring
method in medicine. It uses optical projections, a high-
resolution video camera, and computer software to
rapidly generate images and measurements of skin
topography (Fig. 1). The method has been used suc-
cessfully in wound care,” orthodontic surgery,® and
dermatological laser treatments,” and its fundamental
physics have been validated.® The aim of the present
study was to assess the accuracy and reliability of a 3D
imaging device for measuring weals.

Report

3D imaging was performed using a commercial system
(PRIMOS 5.075D; GFM, Teltow, Germany),” which
automatically determines size parameters. Firstly, a
model of known area was measured by two operators,
10 times each. Coefficients of variation (CV) were
calculated for intraoperator variability (SD x 100/
mean) and interoperator variability (difference in two
operator means X 100/overall mean). Secondly, the
machine’s calibration system was used to measure an
object of known dimensions three times during the

© 2008 The Author(s)
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Figure 1 The three-dimensional imaging system. (a) PRIMOS 5.075
system used in this study; (b) screenshot of data analysis of a weal.

4-month study period, in order to test the system’s
inherent long-term consistency. Thirdly, SPTs with
histamine (10 mg/mL) and Dermatophagoides pteronyssi-
nus extract were performed on 10 subjects, 5 of whom
had a positive history of allergic rhinitis. Weals were
measured by the traditional ruler method and by 3D
imaging, at 5, 10, 15, 20, and 30 min after the SPTs, by
two operators. The interoperator CV for weal area was
calculated for each measurement device at each time-
point. Descriptive statistics were used to calculate means
and SEMs of the measurements, and a paired Student’s t-
test was used to compare the 3D imaging measurements
with the ruler measurements. Significance was set at
P <£0.05.

The 3D imaging measurements of a model of
50.27 mm? in area performed by two operators yielded
means * SD of 49.92 £+ 0.20 and 49.90 £ 0.16. This

© 2008 The Author(s)
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Figure 2 Interoperator variability of skin-prick test weal mea-
surement by two methods. Interoperator coefficient of variation
(CV) of area [traditional ruler method or for the new three-
dimensional (3D) imaging method] or volume (3D imaging method
only), at the five measurement timepoints. (a) Histamine-induced
weals (CV is based on 10 weal measurements per timepoint per
operator); (b) allergen-induced weals (CV is based on 5 weal
measurements per timepoint per operator). *P < 0.05, **P < 0.01.
Error bars may be smaller than the true error, due to partial
dependency of the data.

difference between true and measured size would be
imperceptible to the human eye. The mean intra-
operator CV was 0.74% for volume and 0.37% for area;
the mean interoperator CV was 0.75% for volume and
0.37% for area, thus showing much higher reproduc-
ibility than a comparable previous report* of the
aforementioned method of measuring outlines drawn
by pen (intraoperator area CV 1.4%, interoperator area
CV 2.3%). The three calibration measurements were all
virtually identical, showing that the device remained
consistent over time. All 10 volunteers (6 men, 4
women; mean = SD age 28.6 * 3.6 years) presented
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positive reactions (defined as weals = 7 mm?) for hista-
mine and 5 presented weals for D. pteronyssinus. at all
five timepoints, for a total of 150 images (75 per
operator). The interoperator variability was far worse
for the traditional ruler method than for the 3D imaging
(Fig. 2). As the figure illustrates, the ruler method was
unable to measure the height and volume of weals,
whereas the 3D imaging method did so with very low
variability. In summary, we found that the 3D imaging
method works reliably, generates accurate and consis-
tent data, and enables archiving of high-quality 3D
imagery.

In our experience, this 3D imaging device was quick
and easy to use. The operator simply asks the subject to
place the arm underneath the scanner, and with a few
computer clicks, all the data and raw imagery are
available. The device was not difficult to operate, and we
believe that any medical assistant who uses a computer
could be quickly trained to take weal measurements
with this device. Thus the only real barrier to its
adoption for routine clinical practice is the initial
purchase price, which would be difficult to justify for
only sporadic routine patient care in an office. However,
at large busy hospitals, the cost of the device might be
offset by savings from personnel efficiency, because a
dedicated technician could quickly and semiautomati-
vely gather and analyse recordings from dozens of
patients consecutively.

This 3D imaging technique has many advantages
over conventional methods for weal measurement in
research. Its readings are simple to obtain, and are
highly standardized and objective. Unlike traditional
methods, the device not only measures the area of a
weal, but creates a high-resolution 3D topographical
map of the entire weal (Fig. 3). Digital photography of
the erythema is automatically obtained at the same
time and position, thus enabling a better understand-
ing of the relationship between weal and erythema.’

Figure 3 Three-dimensional topographical map of a weal from an
allergen-induced skin-prick test.

The images can Dbe digitally archived, thus
permitting documentation of the SPT and interpreta-
tion in other study centres, even years later, all of
which is essential for long-term or epidemiological
studies.'?

Furthermore, 3D imaging enables researchers to
address important questions in allergy research that
conventional methods cannot. The method: (i) can
compare the diameters and volumes of weals, possibly
revealing that weals with the same diameter have
significantly different volumes and thus different
intensities of allergic reaction; (ii) allows micro-
anatomical studies of weal borders and extravasation,
which enables assessment of the different underlying
modes of action of weal-inducing substances; (iii)
allows analysis of weal volume, which might serve as
a more accurate measure of allergic sensitization than
measuring IgE levels, thus experimental studies are
needed to explore this; (iv) enables research of the
‘tumour’ aspect of skin inflammation; (v) provides an
objective and numerically quantitative assessment of
reactions in patch tests among others, which up to
now have been too subjective and semiquantitative
for reliable research; and (vi) can record several
images per minute, thus enabling research into the
local kinetics of allergens and remedies.” With time
and further reflection, new uses for 3D imaging will
arise.

In conclusion, we found that 3D imaging provides
accurate and consistent measurement of weals. It
quickly records, analyses and archives both imagery
and numerical data. We believe that the usefulness of
3D imaging for dermatology research should be
explored further.
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