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EXAMES PARA AVALIAR A SENSIBILIZACAO AO
ASPERGILLUS FUMIGATUS EM FIBROSE CISTICA

Tests to assess sensitization to Asperqgillus fumigatus in cystic filorosis

Simone Sanfana Aguiar®*, Neiva Damaceno®, Wilma Carvalho Neves Forte®

RESUMO

Objetivo: Avaliar os resultados dos exames utilizados para
identificar a sensibilizacdo IgE-mediada ao Aspergillus fumigatus
em pacientes com fibrose cistica.

Métodos: Estudo transversal descritivo com amostra de
conveniéncia de 86 pacientes com fibrose cistica, acompanhados
em Servico de Referéncia de Fibrose Cistica de hospital universitario
terciario. Realizaram-se exames para avaliar sensibilizacdo ao
A. fumigatus em pacientes com fibrose cistica: IgE sérica total,
contagem de eosindfilos sanguineos, identificacdo do fungo por
swabde orofaringe ou por cultura de escarro, IgE sérica especifica e
testes cutaneos de hipersensibilidade imediata. Foram comparados
os resultados dos diferentes exames realizados.

Resultados: Em 33 (38,4%) pacientes com fibrose cistica, com
faixa etaria de 1a 33 anos (mediana de 8 anos), os resultados dos
exames sobre sensibilizacdo IgE mediada ao A. fumigatus foram:
em 16 pacientes, aumento de IgE sérica especifica (0,35 kU/L); em
23, positividade aos testes cutaneos; e seis mostraram sensibilizacdo
a partir dos dois exames. Foram observados dois pacientes com
eosinofilia (>1.000 eosinéfilos/mm?3) e sete com aumento de
IgE sérica total (>1.000 Ul/mL), sem que esses apresentassem
positividade aos testes cutdneos ou aumento de IgE especifica
a0 A. fumigatus. Em nenhum paciente foiisolado A. fumigatus no
swab de orofaringe e/ou na cultura de escarro.

Conclusées: Concluimos que, entre os exames para avaliar a
sensibilizacdo ao A. fumigatus na fibrose cistica, sdo necessérios
os teste cutaneos de hipersensibilidade imediata e a dosagem de
IgE sérica especifica ao A. fumigatus. A eosinofilia sérica e a cultura
de secrecoes respiratérias nao foram essenciais neste estudo.
Palavras-chave: Aspergillus fumigatus; Fibrose cistica; Testes
Cutaneos; IgE; Aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA).

ABSTRACT

Objective: To evaluate the results of the tests used to identify
the IgE mediated sensitization to Aspergillus fumigatusin patients
with cystic fibrosis.

Methods: This is a cross-sectional descriptive study with a
convenience sample of 86 patients diagnosed with cystic fibrosis
in the Reference Service in Cystic Fibrosis at a tertiary teaching
hospital. The following tests were performed to assess the
sensitization to A. fumigatus in patients with cystic fibrosis:
Total serum IgE, eosinophil count, fungus detection through
oropharyngeal swab or sputum culture, serum-specific IgE, and
immediate-type hypersensitivity (IgE) skin tests. We compared
the results of the different tests performed.

Results: In 33 (38.4%) patients with cystic fibrosis, with ages
ranging from 1 to 33 years (median of 8 years), the IgE-mediated
A. fumigatus sensitization test results were: in 16 patients,
there was an increase in serum-specific IgE (>0.35 kU/L); in
23, skin tests were positive; and six had sensitization in both
tests. We observed two patients with eosinophilia (>1,000
eosinophils/mm3) and seven with increasing total serum
IgE (>1,000 IU/mL), all of whom obtained negative results in
skin tests and had no IgE increase specific to A. fumigatus.
A. fumigatus was not detected in oropharyngeal swabs and/
or sputum culture of any patients.

Conclusions: We conclude that, among the tests used to assess
sensitization to A. fumigatus in cystic fibrosis patients, both
serum-specific IgE and immediate-type hypersensitivity (IgE) skin
tests are required. Serum eosinophilia and respiratory secretion
culture were not essential in this study.

Keywords: Aspergillus fumigatus; Cystic fibrosis; Skin tests; IgE;
Allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA).
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca autossdmica recessiva
com diferentes fenétipos, sendo mais frequente na etnia branca.
Afeta principalmente o sistema respiratério, o digestivo, as glan-
dulas sudoriparas e o aparelho reprodutivo masculino. Na FC,
hd defeito na depuragio mucociliar e na produgio de muco
brénquico, que ¢ espesso e viscoso. A consequéncia é que as
doencas pulmonares sdo as principais causas de morbimortali-
dade. A FC é uma doenca cronica, com acentuada melhora do
progndstico nos tltimos anos ¢ aumento da sobrevida, especial-
mente pelo diagndstico precoce por meio do teste de triagem
apds o nascimento e por melhor acompanhamento da doenga
pulmonar e da nutrigao desses pacientes.'”

O Aspergillus fumigatus pode sensibilizar o paciente com FC,
culminando com a doenca de hipersensibilidade IgE-mediada,
a aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), de prevaléncia
varidvel.'”'"" Em individuos com FC, a ABPA apresenta mani-
festacoes clinicas muito semelhantes 4 exacerbagio da prépria
FC, o que torna dificil o diagnéstico, sendo entio necessi-
rios exames complementares. A prevaléncia de ABPA em FC
¢ varidvel, sendo descrita entre 1 e 15%. A maior prevaléncia
encontrada no levantamento da European Epidemiologic Registry
of Cystic Fibrosis (ERCF), em comparagio  prevaléncia obser-
vada pelo Epidemiologic Study of Cystic Fibrosis (ESCF), pode
ser devida as diferencas étnicas e aos diferentes critérios diag-
nésticos utilizados, sendo o critério europeu mais abrangente

do que o americano.!'""?

O impacto que a ABPA causa no
progndstico do portador de FC faz com que seja necessdria a
busca dessa doenca, a fim de que o diagndstico e o tratamento
sejam precoces, na tentativa de evitar um maior comprometi-
mento pulmonar.

Os critérios de diagnéstico de ABPA em FC tém sido cons-
tantemente revisados. Atualmente, tais critérios estdo basea-
dos nas manifestagées clinicas e em exames complementares:
positividade do teste cutineo de hipersensibilidade imediata
ao A. Fumigatus, valores aumentados de IgE sérica total e de
IgE e/ou IgG séricas especificas para A. fumigatus, eosinofi-
lia sanguinea, swab de orofaringe ou cultura de escarro para
pesquisa de A. fumigatus.''* H4 indicacio de que todos esses
exames sejam solicitados semestralmente para todos os pacien-
tes com FC, na tentativa de diagnosticar a ABPA. Entretanto,
nio hd até o presente momento estudos sobre a necessidade
de realizacao de todos esses exames para verificar se o paciente
apresenta sensibilizagio ao A. fumigatus, que geram altos
custos para os centros de atendimento a pacientes com FC.
Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
resultados dos exames realizados para identificar a sensibi-
lizagao IgE-mediada ao Aspergillus fumigatus em pacientes
com fibrose cistica.

METODO

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Instituicio (Projeto 065/06). O Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido foi assinado pelos pacientes e/ou responsdveis antes
da realizagao de qualquer procedimento relacionado ao estudo.

Foi feito um estudo transversal descritivo durante seis meses,
em 2013, com amostra de conveniéncia de pacientes com FC
matriculados em ambulatério de Servico de Referéncia de
Tratamento de Fibrose Cistica de hospital universitdrio tercid-
rio. Cada paciente foi submetido uma tinica vez a cada exame.

Foram avaliados 86 pacientes, com diagndstico confirmado
de FC por meio de duas dosagens de cloro no suor, utilizando
o método padronizado de Gibson e Cooke:* iontoforese quan-
titativa pela pilocarpina, com resultados acima de 60 mmol/L
com massa de suor igual ou maior do que 0,075 g.

Os exames complementares e os valores para determinar a
sensibilizacio ao A. fumigatus foram os utilizados como rotina
até o presente momento:

1. Dosagem de IgE sérica total por método imunoenzim4-
tico (ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay),
considerada elevada quando >1.000 Ul/mL."
Dosagem de IgE sérica especifica para A. fumigatus, rea-
lizado através de RAST por método imunofluoroenzi-
mdtico UniCAP 100 (Pharmacia diagnostics), conside-
rando-se sensibilizagio quando valor 20,35 kUA/L.!
Teste cutineo de hipersensibilidade imediata para A. fumi-
gatus realizado no Setor de Alergia e Imunodeficiéncias,
conforme padronizado: positivo quando 23 cm e con-
trole histamina positivo ou = controle histamina posi-
tivo, com controle solu¢ao salina negativo. Utilizou-se
extrato da International Pharmaceutical Immunology
S.A. — IPI, Espanha.”

Contagem automatizada de eosindfilos sanguineos, rea-
lizada no Servigo de Patologia Clinica, considerando-se
eosinofilia >1.000 eosin6filos/mm?.

Swab de orofaringe e/ou cultura de escarro para a identi-
ficacdo de A. fumigatus realizados no Servico de Patologia

Clinica, através de coloragio para fungo.'®

RESULTADOS

Foram estudados 86 pacientes com FC, com faixa etdria de
1 a 33 anos, com mediana de idade de 8 anos. A média de
idade foi de 10,8+8,6 anos (Tabela 1). Entre os pacientes
estudados, 33 (38,4%) apresentaram aumento de IgE sérica
especifica para A. fumigatus por RAST (20,35 kU/L) e/ou
positividade aos testes cutineos de hipersensibilidade ime-
diata, sendo que 16 apresentaram elevacio de IgE sérica espe-
cifica (20,35 kU/L) e 23 positividade aos testes cutineos.
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Oito pacientes nio realizaram os testes cutdneos por dificul-
dade de comparecimento. Entre 33 pacientes, seis mostra-
ram sensibilizacio em dois exames: IgE sérica e teste cuta-
neo (Tabela 2, Figuras 1 e 2).

Os demais exames mostraram: eosinofilia (>1.000 eosi-
néfilos/mm?®) em dois pacientes; IgE sérica total elevada
(>1.000 UI/mL) em sete pacientes, sendo que os pacien-
tes com eosinofilia foram diferentes dos com elevacio de
IgE sérica total. Nenhum paciente apresentou cultura ou
swab positivo para A. fumigatus. Os pacientes com eosi-
nofilia ou com aumento de IgE total nio apresentavam
positividade aos testes cutineos especificos de sensibiliza-
¢ao ao A. fumigatus, nem aumento da IgE sérica especifica
para A. fumigatus. Nio foi observada ABPA em nenhum
dos pacientes acompanhados.

DISCUSSAO

Observou-se no presente estudo que 38,4% dos pacientes com
FC apresentaram positividade aos testes cutineos de hiper-
sensibilidade imediata e/ou aumento da IgE sérica especifica

para A. fumigatus, sem que apresentassem alteracio dos demais

Tabela 1 Distribuicdo dos portadores de Fibrose Cistica
segundo o0 sexo e a faixa etéria.

Faixa etaria

(anos) Feminino | Masculino

1a6 24 (28) 13(15) 37 (43)
7a12 10 (12) 11 (13) 21 (24)
13318 6(7) 8(9) 14 (16)
Acimade 18 8(9) 6 (7) 14 (16)
Total 48 (56) 38 (46) 86 (100)

exames (IgE sérica total, eosinofilia ou presenca do fungo), nao
preenchendo os critérios para ABPA.

A hipersensibilidade IgE-mediada desenvolve-se gradual-
mente com o evoluir da idade e com a maior exposi¢ao ao alér-
geno. Assim, em reagoes IgE-mediadas existe inicialmente uma
sensibilizacdo baixa ao alérgeno especifico e, com o evoluir do
tempo, a sensibilizagio pode aumentar até o desenvolvimento
da doenga. Esse fato é cldssico para doencas IgE-mediadas bem
conhecidas, como rinite alérgica, conjuntivite alérgica, asma
alérgica, alergia alimentar e alergia ao ldtex IgE-mediada."”
H4 inicialmente teste cutineo positivo e IgE especifica pouco
aumentada. Continuando a exposicdo antigénica, hd maior
elevacio da IgE especifica, com valores 23,5 kU/L, que indi-
cam uma alta sensibilizagio. Mesmo nessa condi¢ao, pode nio
haver aumento da IgE total ou presenca de eosinofilia. No inicio
da sensibilizacdo, o quadro clinico geralmente ¢é discreto, fato
especialmente conhecido para alergia ao létex. Continuando
a exposi¢io ao alérgeno, as manifestacoes clinicas se intensifi-
cam. A hipersensibilidade IgE-mediada ABPA parece seguir o
mesmo padrio das demais reagdes IgE-mediadas: o paciente

80,0+
70,0+
60,0+
50,0+
52 40,0+
30,0+
20,0+
10,0+
0,0+

70,5%

Positivo Negativo

Figura 1 Resultados dos testes cutaneos de
hipersensibilidade imediata ao Aspergillus fumigatus
entre os 78 pacientes estudados com Fibrose Cistica
(porcentual dos pacientes).

Tabela 2 Distribuicdo dos portadores de Fibrose Cistica
estudados, segundo os resultados de IgE sérica especifica
ao Aspergillus fumigatus determinada por RAST e dos
testes cutdneos de hipersensibilidade imediata ao
Aspergillus fumigatus.

Ndimero de % dos
Resultados . .
Pacientes Pacientes

Sé RAST positivos 10 11,6

S6 testes
cutaneos positivos

RAST e testes
cutdneos positivos

Total 33 38,4

17 19,8

6 7,0

90,07

81,4%

80,0+
70,04
60,0
50,0+
40,07
30,01
20,0+
10,0+

0,0

18,6%

Positivo Negativo

Figura 2 Positividade de sensibilizacdo ao Aspergillus
fumigatuspor dosagem de IgE sérica especifica determinada
por RAST (valores = 0,35 kU/L) entre os 86 pacientes
estudados com Fibrose Cistica (porcentual dos pacientes).
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inicialmente apresenta baixa sensibiliza¢ao (20,35 kU/L) e,
depois, com a persisténcia da exposi¢ao ao fungo, pode haver
alteragao dos demais exames e presenga de quadro clinico.

A incidéncia de sensibilizagio observada no presente estudo
estd dentro dos valores referidos na literatura para pacientes
com FC sensibilizados ao A. fumigatus, mas nio portado-
res de ABPA: 42% positividade ao teste cutdneo e 54% IgE
especifica aumentada.'® A ABPA tem sido mais descrita em
adolescentes e adultos com FC, como sugerem pesquisas que
mostram mediana de idade de 14,7 e de 18 anos."* No pre-
sente estudo, a mediana de idade foi de oito anos, sendo pos-
sivel que esses pacientes ainda estejam em periodo de sensibi-
lizagao ao A. fumigatus e que, com o evoluir da idade, possam
desenvolver ABPA.

A presenca de A. fumigatus nas vias aéreas inferiores recruta
neutréfilos para os espagos alveolares, resultando na fagocitose
de esporos ou liberagao do contetido dos seus granulos com
morte direta do fungo. Em casos de asma alérgica nao contro-
lada, pesquisas mostraram que hd alteracdes da atividade de
neutréfilos, contribuindo para um padrio neutrofilico e para
a piora do quadro alérgico.”! Os macréfagos alveolares também
desempenham importante papel na defesa pulmonar contra
A. fumigatus. A falta de eliminagao do fungo nos pulmées resulta
em doengas que se estendem desde respostas de hipersensibi-
lidade (ABPA) até cavitagdo invasiva secunddria a germinagio
dos esporos.?? Assim, para a ocorréncia de ABPA ¢ necessdria
uma sensibilizagio inicial ao fungo, seguida da permanéncia
desse nos pulmoes, como nas demais doengas IgE-mediadas.

No presente trabalho, a IgE sérica total e a contagem de eosi-
néfilos no sangue periférico mostraram aumento em pequeno
ndmero de pacientes, além do fato de que nesses pacientes nao
houve aumento de IgE especifica e/ou positividade do teste
cutineo. Sabe-se que a IgE sérica total ¢ a eosinofilia podem
estar aumentadas ou serem normais em doencas IgE-mediadas
e que a IgE total pode estar alta mesmo em pessoas sem reacoes
IgE-mediadas. A IgE sérica total resulta da soma de uma ou
mais IgE séricas especificas.'” Assim, nas alergias respiratérias,
a IgE sérica total pode resultar da soma das IgE séricas especi-
ficas aos acroalérgenos mais frequentes: Dermatophagoides pte-
ronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis. A IgE
sérica total pode ser normal mesmo em pacientes com sensi-
bilizacio aos trés 4caros, ou seja, pacientes apresentando IgE
especifica aumentada a cada um dos trés dcaros mais frequen-
tes das alergias respiratérias.”” O mesmo deve ocorrer com a
sensibilizacio ao A. fumigatus: embora a IgE especifica in vivo
esteja aumentada, nao hd obrigatoriedade do aumento de IgE
total. Em casos de ABPA, hd maior sensibilizacio ao fungo,
com maiores aumentos da IgE especifica e consequente aumento
da IgE sérica total.

O presente estudo ndo nos permite concluir qual dos exa-
mes seria melhor para verificar a sensibilizacio ao A. fumiga-
tus: IgE especifica in vitro ou in vivo. Acreditamos que ambos
os exames se complementem. Uma pesquisa sobre sensibiliza-
a0 ao A. fumigatus em pacientes com FC mostrou uma con-
cordancia de 90% para os dois exames.” A literatura também
refere a importincia da dosagem de IgE sérica especifica para
A. fumigatus em FC.*

A literatura descreve, ainda, que mesmo criancas de baixa
faixa etdria apresentam positividade ao teste cutineo de hiper-
sensibilidade imediata.” Esse fato é importante sob o ponto
de vista da imaturidade fisiolégica da resposta inflamatéria e
imunoldgica adaptativa de criangas pequenas. Os testes cuta-
neos de hipersensibilidade imediata indicam a presenca de
IgE especifica unida a mastécitos. Em um contato inicial com
alérgeno, o hospedeiro ativa linfécitos T auxiliares tipo 2, que
sintetizam IL-4 e IL-13, citocinas promotoras da diferencia-
¢ao de linfécitos B em plasmdcitos produtores de IgE especi-
fica. Essa IgE une-se a mastdcitos contendo receptores de alta
afinidade para IgE, tornando esses mastdcitos sensibilizados.!”
Ao ser adicionado o alérgeno no teste cutineo, hd unido desse
alérgeno a IgE especifica unida a mastdcitos, com consequente
liberagdo de histamina do mastdcito e formagao de pdpula, que
d4 positividade ao teste. Em estudos anteriores, foi observado
que a partir de seis meses ja hd positividade aos testes cutineos
IgE-mediados.'>* As pesquisas mostram aumento da IgE espe-
cifica ao A. fumigatus com o progredir da doen¢a pulmonar em
FC.2 E possivel que esse fato venha a ocorrer com os pacientes
do presente estudo.

No seguimento ambulatorial dos fibrocisticos, ¢é feita coleta
rotineira das secregdes respiratdrias. Provavelmente, o resul-
tado do presente trabalho seja decorrente do curto periodo
do estudo. Em estudos de prevaléncia de ABPA, sdo relatadas
culturas negativas e ¢ salientado o fato de que culturas positi-
vas ndo tém valor de diagndstico. Além disso, o A. fumigatus é
frequentemente isolado nas vias aéreas inferiores de pacientes
com FC com cultura negativa. A falta de efetividade mucoci-
liar leva ao acimulo de muco, rico em nutritivos para micror-
ganismos, facilitando a proliferagio e persisténcia de bactérias
e fungos.”? Esses fatos podem explicar as culturas negativas
observadas em todos os pacientes estudados.

Os resultados do presente trabalho mostram que os exa-
mes indicativos de sensibilizacao ao A. fumigatus sao os testes
cutineos de hipersensibilidade imediata e 0 aumento da IgE
sérica especifica. Os exames sobre contagem de eosinéfilos no
sangue periférico, valores de IgE sérica total e culturas para
A. fumigatus, além de onerosos e muitas vezes de dificil reali-
zagdo para os pacientes, podem nio mostrar positividade para

sensibilizagio ao A. fumigatus. As manifestacoes clinicas de FC
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e de ABPA se sobrepoem. Infiltrados pulmonares, bronquiec-
tasias e doenca obstrutiva pulmonar na FC s3o manifestagoes
comuns da doenga pulmonar, resultantes de infecgées repeti-
tivas e cronicas, independentemente de haver ou nao associa-
¢20 A ABPA. Suspeita-se de ABPA quando hd uma piora clinica
aguda ou subaguda, com exacerba¢des pulmonares nio atribui-
das a outra etiologia e/ou quando existem falhas nas tentativas
de tratamento com antimicrobianos contra bactérias isoladas
em culturas. Nessas condigées, a indicagio é que seja sempre
analisada a possibilidade de concomitincia com ABPA, diante
dos critérios propostos na literatura.!>12303!

A sobrevida de portadores de FC tem aumentado, como
mostram os registros.>* Se os recursos financeiros destinados
a satide de tais pacientes puderem ser melhor direcionados,
como diferentes centros tém proposto, com certeza estaremos
contribuindo para uma melhor qualidade de vida de pacien-
tes com FC.%

Concluimos que, para avaliar a sensibilizacio ao A. fumiga-
tus em pacientes com FC, sdo necessdrios os testes cutdneos de
hipersensibilidade imediata e a dosagem de IgE sérica especifica
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