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Par ametros inflamatorios do teste cutaneo por puntura
determinados por fotografia digital etermometria cutanea*

Evaluation of skin prick test using digital
photography and skin infrared thermography

Rosaly V. dos Santost, Nelson A. Rosario Filho?, Herménio C. Lima3

Resumo

Objetivo: Empregar novos recursos na leitura do
prick test pela fotografia digital e variagéo da tempe-
ratura atraves de camera infravermelha.

Método: Estudo experimental. Determinacdo da
area da papula e intensidade do eritema por histamina
e Dermatophagoides pteronyssinus por puntura, face
volar do antebrago de 93 voluntérios de diferentes fo-
totipos. Camera digita fixada e fotografias a mesma
distancia, 0, 3, 5, 10, 15 e 20min. Circulo como refe-
réncia e &rea proximo ao teste. Fotografias armaze-
nadas e dados determinados pelo Adobe Photoshop.
Area da pépula determinada por filtros. Intensidade e
luminosidade das cores comparadas com &rea normal.
Leitura feita por medida do didmetro médio e pela
reacdo transferida a fita adesiva e analisada por com-
putador. Filmagem do loca do teste com camera
infravermelha.

Resultados: Aumento na area da papula por hista-
mina e Dermatophagoides pteronyssinus, sem dife-
renca entre as curvas (p=0,73). Ponto maximo de pro-
ximidade entre as curvas no 10 min, com area media
da papula de 27,47mm? e 30,7mm?, respectivamente.
Cor vermelha variou sgnificativamente quando com-
parada a pele normal. Intensidade do vermelho variou
de 0,38 £ 257 a 8,26 + 3,48 (p< 0.001). Cor verde
reduziu ao mesmo tempo. Aumento na temperatura de
+ 2 C ao 20 min de observacdo, com curvas semelhan-
tes aquelas da area da papula.

Conclusdo: Fotografia digitd permite medida obje-
tiva da érea da ppula e intensidade do eritema. Este
método podera ser usado para avaiar intensidade de

Abstract

Objective: The present study was to apply the digi-
tal photography and skin termography for objective
evaluation of prick test.

M ethods: Histamine and Der matophagoi des ptero-
nyssinus was used on the forearm of volunteers with
different phototypes. The camera was held at a fixed
distance and digita photos of whea and flare were
obtained at 0, 3, 5, 10,15 and 20 min. All pictures we-
re stored and data determined by Adobe Photoshop®.
Briefly, a circle with a known area was used for size
reference. The wheal area was determined by severa
filter masks and selected by the magic wand tool of
the software. Basic colors intensity and brightness of
the flare were compared to that of a normal skin area.

Results: The computer analysis of the whed size
obtained showed the increase these values with maxi-
mum point between histamine and dlergen a 10 min
(27,47 and 30,7 mmn). Regarding color intensity, the
red color varied significantly during the reaction. In+
tensity of red varied from 0,38 £ 2,57 t0 8,26 + 348 a
10 min (p<0.001). However, the green color reduced
over time. The skin temperature increased during 20
min. Similar data were observed with increased of the
wheal size.

Conclusions: The digita photography has alowed
an objective method for evaluation of skin test reac-
tions. The intensity of erythema and the increase of
temperature looks like the increase of the wheal size.

* Trabalho agraciado com o Prémio Oswaldo Seabra no XXX Congresso Brasileiro de Alergia e Imunopatologia,

2003.
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inflamacdo cuténea. Intensidade do eritema e aumento
datemperatura parecem ser diretamente proporcionais
a0 aumento da érea da papula.
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I ntroducéo

O prick test € o méodo mais rgpido, barato e
sensivel para o diagnéstico de atopia e € a princi-
pa ferramenta para avadiacdo de hipersengbilida
de imediata E gerdmente feito na face volar do
antebrago e praticamente sem efeitos colaerais. O
teste detecta a presenca de anticorpo IgE especi-
fico contra um antigeno na supeficie dos masté-
citos. A inoculagdo de pequena quantidade do
dérgeno na pele resulta na liberacdo de hisamina
e, por fim, nareacdo triplice de Lewis napele.

O resultado é determinado pelo tamanho da
pdpula, que é interpretado como a intensidade da
reecé0. Alguns autores congderam também o
eritema na determinagdo da redtividade cutanes’.
Exigem trés méodos para avdiacdo da pdpula
usados rotineiramente. A comparagdo visua da
aea da papula induzida por aeroadérgeno com
aguela por hisgamina, a medida do didmetro mais
longo e do perpendicular a este, tanto para papula
quanto para eritema’ e a transferéncia dos contor-
nos da papula e eritema através de fita transparen
te e cAlculo da &rea por planimetria’.

Apesar da smplicidade do procedimento, ha
adguns problemas relacionados a0 teste, entre eles
a reprodutibilidade, imprecisio na avadiacédo do
tamanho das pépulas de contorno circular?, a de-
teccdo  visud do eitema em pdes
melanodérmicas, e subjetividade. Além do mais,
cosuma-se desprezar 0s outros componentes des-
ta reacdo, tais como prurido e temperatura, como
indices de avaiacdo e que podem ter importancia
clinica. Por exemplo, demonstrou-se que a inten
sdade da reacéo correlaciona-se com 0 aumento
da temperatura locd sobre o eritema utilizando
um termdmetro cuténeo elétrico. Existe, portanto,
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This method can be used for interpretation of the skin
test in dark skin patients and for evauation of cuta-
neous inflammation.
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digitd photography, skin infrared thermography,
histamine, type | hypersensitivity.

a necessdade de implementacdo de nova técnica
para determinacéo da resposta cutdnea induzida
por este teste que sga mais objetiva, reprodutivel
e que aumente a senshilidade e especificidade do
teste.

Pelos motivos acima descritos, resolvemos ava-
liar componentes da reacdo inflamatdria induzi-
dos pelo teste cutaneo por puntura por técnica de-
senvolvida utilizando-se a fotografia digitd. Esta
técnica gpresenta a vantagem da rapidez, reprodu-
tibilidade, andlise objetiva, precisdo e documenta
cdo. Outro méodo, a termometria cutanea, foi
utilizado para averiguar a variacdo da temperatura
cutdnea com as mesmas vantagens mencionadas
anteriormente. Assm, este trabaho demondra e
avdia novas implementagbes na técnica de andi-
se e determinagéo de doengas mediadas por IgE, e
permite a incorporacéo de parametro ainda néo
estudado no contexto clinico.

Objetivo

O objetivo deste estudo foi descrever e avdiar
um méodo novo, preciso e préico de determina-
cdo da resposta cuténea a reacdo por puntura em
pele de pacientes de qual quer fototipo.

Material e méodos

Pacientes

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica.
Consentimento informado foi obtido previamente
a0 teste em todos os individuos ou de seus res-
ponsaveis. Setenta e trés volunt&rios adultos jo-
vens e 20 criangas, estas em acompanhamento
ambulatorid de pneumologia pedidrica, fizeram
parte do estudo para avaiacdo do teste cuténeo
por fotogrefia digitd, e 15 voluntaios adultos
para determinacdo da temperatura loca por ter-
mometria infravermelha. Todos €es negaram uso
recente de anti-histaminicos ou outras drogas que
pudessem interferir na leitura do teste. O fototipo
foi determinado baseado na classficacéo de Fitz
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patrick. Os testes cuténeos foram executados pela
manh& e no mesmo local entre os adultos e no
ambulatorio de pneumologia pedidtrica entre as
criangas, no periodo datarde, em diferentes dias.

Fotografias e testes

As fotografias foram redizadas com céamera
digitd Olympus 650C sempre a mesma disancia
entre a lente e a pde. Um circulo foi utilizado
como referéncia de &ea em um locd proximo a
redlizacdo do teste. Em todos os testes, uma gota
de higamina (10mg/mL), uma de solucdo sdina e
uma gota de extrato dergénico de Dermatopha-
goides pteronyssinus foram colocadas na face vo-
lar do antebragco esquerdo dos voluntarios, com
digéncia minima de 2cm entre das, as quais fo-
ram introduzidas na epiderme por puntura com
agulha 26-gauge em angulo de 45° com a super-
ficde da pde Fotografias digitais foram feitas em
0, 3, 5, 10 e 15 e 20 minutos. A seguir, redlizada
a leitura do teste por régua milimetrada e transpa
rente para medida do didmetro médio e os contor-
nos da rescdo transferidos & uma fita adesva
transparente. Foi redizada a filmagem da face
volar do antebrago com uma camera infraverme-
Iha de dta sensbilidade na regido do teste por 20
minutos.

Avaliacdo da papula

Para avdiacdo da pdpula, uma area ao redor do
prick test foi sdecionada A &ea da ppula foi
determinada por varios filtros e selecionada com
uma caneta do software. Uma corrdlacd matema-
tica foi usada comparando a quantidade de pixels
da area da pgpula com os da é&ea conhecida. A
area de cada papula nos diferentes pontos de ané-
lise foi assm obtida. Os resultados foram expres-
S0 em media + desvio padréo.

Teste de reprodutibilidade

Avdiacdo de reprodutibilidade foi feta intra-
observador e interobservadores. Na primeira ava-
liacdo, duas determinacbes foram redizadas pelo
mesmo observador, com intervao de trés meses
entre a latura e sem conhecimento dos vaores
prévios. Na avaliacéo interobservadores, os resul-
tados de um dos autores foram comparados a de-
terminag0es de outros trés observadores. Um de-
les médico, dergida, dermatologista e especidis-
ta em fotografia digitd com experiéncia de uso
do software, e dois ndo médicos, com e sem expe-
riéncia com o programa de computador.
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Teste de acurécia

Os resultados obtidos pela fotografia digita fo-
ram comparados com a determinacdo da area pela
fita adesva e a medida do didmetro médio em
mm. A determinagdo da érea pela fita adesva foi
feita sempre pdo mesmo observador e seguiu-se
com utilizacdo de metodologia previamente des-
crita com pequenas modificaces’. A medida do
didmetro médio foi redizada por dois observado-
res no mesmo tempo do teste.

Avaliacgao do eritema

A intenddade do eitema fol determinada em
20 voluntarios adultos na area da reacdo induzida
por histamina. Para andlise, 0 espectro da intens-
dade do vermelho, azul e verde varia de 0 a 255
pelo software. A média das intensidades das cores
determina a luminosdade de cada pixd. Por
exemplo, preto dgnifica vermedho, azul e verde
iguais a zero, enquanto branco dgnifica verme-
Iho, verde e azul iguais a 255. Os resultados fo-
ram comparados com uma area adjacente ndo afe-
tada pela vasodilatacdo induzida pela hisamina
e/ou DP. Para cada parametro determinado, a me-
diana do histograma foi subtraida dos vaores de
controle. As diferencas das cores basicas foram
corrigidas pela luminosdade e avaiadas em rda-
¢céo ao tempo. A diferenca da intensidade da cor
para cada tempo de observacdo foi expressa em
média+ desvio padréo.

Avaliacéo da temperatura

Filmagem na regido do teste por 20 minutos em
ambiente controlado, sem corrente de ar, tempe-
ratura ambiente de 2°C e umidade relativa do ar
em 50%. A gravacdo da imagem digitd foi feita
em 14 bits em tempo red. Os dados foram acu-
mulados em software especifico e a intensdade
da temperatura determinada em relacdo aos vao-
res basais.

Andlise estatistica

Os dados foram andisados edtatisticamente pe-
lo software Statistica (statsoft, USA) e IMP (SAS
Indtitute, USA). Testes paramétrico (teste t de
student), ndo paramétrico (Wilcoxon) e ANOVA
para medidas repetidas foram aplicados depent
dendo da andlise Significancia edatistica para
comparacdo dos dados foi expressa em valores de
p, com ggnificAncia acatave nos vaores meno-
rese/ouiguaisa0.05.
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Resultados

Caracterizacdo da populacéao

Teste cuténeo por puntura foi andisado em
noventa e trés volunt&ios. Setenta e seis deles
(76/93) foram classficados como fototipo 11 ou
[11 e cinco deles eram fototipo V na classficacéo
de cor de pele feita por Fitzpatrick®. A média de
idade foi de 20,2 anos. Trinta volunt&rios apre-
sentaram  podtividade a0 Dermatophagoides
pteronyssinus, com média de idade de 16 anos e
fototipo mais freqUente do tipo Ill. Entre os vo-
luntarios com apenas higamina podtiva, a média
de idade foi 22,1 anos, sendo mais comum o foto-
tipo Ill. Houve diferenca edatisticamente sgnifi-
cativa da pogtividade ao Dermatophagoides pte-
ronyssinus entre as criancas em relacdo aos adul-
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tos (p=0,021). A andlise do fototipo, por Quiqua-
drado, ndo demondrou diferenca significativa en
tre os grupos do aérgeno e da hislamina (p=0,2)

Tamanho da papula

Peas fotografias digitais seriadas, fomos capa
zes de determinar a &ea da papula em mm? indu
zida por higamina e Dermatophagoides ptero-
nyssnus. A média da &ea da papula foi obtida
para cada ponto de andise. Um aumento progres-
svo foi observado na area tanto do Dermatopha-
goides pteronyssinus quanto da higamina sem di-
ferenca entre as curvas (p=0,73), porém com dife-
renca em relacdo ao tempo da reacéo (0,0001). O
ponto maximo de curva ascendente e de proximi-
dade entre elas ocorreu no décimo minuto, com
area média da pdpula de higamina de 27,47 mm@
e de DP de 30,7 mmz.

Figura 1 - Cinética do tamanho da ppulainduzida por histamina e por Der matophagoides
pteronyssinus. As curvas ndo apresentam diferenca estaticamente significativa entre elas,
apenas em relacdo ao tempo nos varios pontos de andlise.

Fizt

3 min S min

Teste de reprodutibilidade e acuréacia

Considerando que os dados dependem da capa-
cidade de andise do observador, foram feitas ané-
lises intra e interobservadores (quatro diferentes
observadores). Pelo teste t de Student, ndo houve
diferenca edatigicamente dgnificativa  intra-ob-
servador (p = 0,98) nem interobservadores. Para
avaliacdo da acurécia do método, a area da papula

10 min
Tempo

15 min 20 rmin

obtida por fotografia digitad foi comparada com
dados obtidos com leituras feitas por régua (dia-
metro médio) e por fita adesiva (area escaneada).
Houve corrdagdo eddidicamente dgnificativa
entre os métodos de fotografia digitd e fita ades-
va no diferentes pontos de andlise (p<0,0001), e
entre a fotografia digitd e o didmetro médio
(p<0,0001), exceto no terceiro minuto.
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| ntensidade do eritema

A intensdade do eritema foi determinada em
cada voluntario. Pela cinética das cores basicas
dmilares entre os sujeitos testados, independente
do fototipo, os dados foram agrupados e redizada
a média nos pontos 0,3,5,10 e 15 minutos. A cor
vemeha variou sgnificantemente durante o tem-
po de observacdo quando comparada a pele nor-
mal. A intensdade desta cor foi 0,38 + 2,57; 1,29
+ 2,29; 545 + 3,32; 8,26 + 3,48 e 7,80 + 3,89,
respectivamente. A intensdade desta cor foi esta
tigicamente maior na area do prick test nos tem-
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pos 5,10 €15 minutos que na &ea controle. O pico
da cor vermeha ocorreu a0 décimo minuto
(p<0,05). Entretanto, ndo apenas a cor vermeha
foi diferente em relacéo a &ea controle. A inten
ddade da cor verde variou com O tempo, com
reducdo nos tempos 5, 10 e 15 minutos apos apli-
cacao da higamina. A intenddade da cor azul foi
a unica que ndo apresentou dteragcBes com o tem-
po. Porém, no penditimo ponto, um aumento da
intensgdade do azul foi observado, apesar de nédo
ser edtetigticamente significante (p=0,2367).

Figura 2 - Cinética da intensdade do eritema induzido por histamina A intensdade das
cores bésicas vermelha, verde e azul foram determinadas na area do teste cutaneo e area
controle nos tempos 0,3,5,10 e 15 minutos. As cores foram corrigidas pela intensidade da

luminosidade. O simbolo * indica p<0,05.

Cinética do eritema

D Intensidade + std dev

2) 1 2 3 4 6 8 9 10 11 12 13 14 15
-4 - -
-6 *
Tempo (min)
| == VERMELHO VERDE —iem AZUL |

Temperatura por termometria

Foi possivel determinar a progresséo da varia-
¢cdo da temperatura cutanea apds o teste cutaneo
por puntura com higamina e Dermatophagoides
pteronyssinus em tempo red. Inicidmente a tem-
peratura manteve-se quase congtante nos niveis
basds nos primeiros dois minutos. Apds este pe-

riodo, iniciolrse um aumento progressvo da in-
tensdade da temperatura cutdnea com um aumen
to linear de 2°C aé o 20°minuto de observacéo.
As curvas de temperatura da hisamina e do Der-
matophagoides pteronyssinus foram semehantes
as suas curvas em relacdo a érea da papula.
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Figura 3 - Cinética da temperatura no local do teste. Padréo semelhante as curvas do tamanho da papula, tanto da

histamina quanto do Der matophagoides pter onyssinus.

Cinética da temperatura

R
H W SALINA
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— o\ | STAMINA

D temperatura (°C) +/- Std En
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Discussao

Inoculacdo de quantidade minima do aérgeno
na pee induz uma reecdo imediata em individuos
senshilizados, que consste na formacéo de erite-
ma a0 redor da papula, e prurido. Mastdcitos sdo
ativados e mediadores pré formados, como a his-
taming, so liberados. Outros mediadores, como
leucotrienos, prostaglandinas e interleucinas sdo
liberados poucas horas mais tarde e araem outras
cdulas que est@ envolvidas na reacdo de fase
tardia®. O teste cutneo por puntura tem sido usa
do como ferramenta diagnogtica para reacdo aér-
gica induzida por IgE contra um antigeno especi-
fico. Apesar da técnica ter Sdo primeiro relatada
h& mais de 100 anos’, n&o existe padronizacdo pa-
raleiturado teste.

O prick test pode ser avaliado pelo prurido, pa
pula e eritema. Entretanto, a maioria dos meédicos
utiliza apenas a papula para avdiacéo do teste. O
vaor do prick test como parametro para avaiacdo
de processo inflamatdrio, da eficiéncia da imuno-

11

g v

12 13 14 15 16 17 18 19 20

terapia ou para estudos farmacoldgicos depende
da reprodutibilidade do teste®.

Vé&ios métodos tém sido desenvolvidos na tert
tativa de uma avdiacéo precisa do teste cuténeo
por puntura. Na rotina clinica, gerdmente é feita
a leitura do teste pela medida, da ppula, peo dia-
metro mais longo e do perpendicular a este e ca-
culado o didmetro medio. O teste é considerado
positivo se o tamanho da pépula for 3 3mm 2. A
precisio do teste varia entre 0os métodos e
depende de quem o rediza. Poulsen et al criaram
um método para leitura da area da pdpula ou do
eritema escaneando a imagem do teste desenhada
em uma fita adesiva e entéo calculada por um ss-
tema computadorizado®. Estudo semehante foi
redizado também por PFijnenborg et al’. Outros
métodos tém sido desenvolvidos para o estudo do
prick test. Medidas do fluxo sanguineo no loca
da pdpula e do eritema, por fluxometria por dop-
pler, ttm sido descritos”™°. Clough et al avdia-
ram mudancas no fluxo sanguineo da pele por
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scanning laser doppler imaging. Neste estudo, as
&eas do eitema foram cdculadas por imagem
cdibradas por um software. A pdpula foi tacada
e a &ea cdculada por planimetrial®. Estes méto-
dos ndo quantificam a intensgdade do eritema. Im-
pedancia eétrica foi redizada para caracterizar
objetivamente e quantificar a pdpula, mas ndo o
aritema’?.

Ndo ha estudo na literatura que avdie areacdo
cuténea induzida por puntura por fotografia digi-
tal. Ha um estudo que avdia a reagdo a0 teste cu-
taneo intradémico por fotografia digitd. Neste
estudo, a reacdo cutanea foi redlizada em cées e
induzida por higamina A avdiacdo do grau de
eritema foi feita e comparada com a cromametria
Observou-se que, por cromametria, ndo foi pos-
sive diferenciar os vaios graus da intensdade do
eritema observados visudmente e por fotografia
digitd. Na mesma linha de andise por imagens
digtas Hemming usou cameras digitas para
interfretar ateracbes de pele em certas dermato-
sest, Ainda, Cascindlli et al, em 1992, utilizaram
fotografia digitd para andisy mdanoma através
de um tdevisor com imagens coloridas e digitdi-
zaram essas imagens por um sstema de computa
cao0'3. Jamora et al tém estudado melanoma por
imagem computadorizada das lesbes e concluiram
gque por estas imagens pode-se avdiar as lesbes
pigmentadas de pele sem suspeita clinica e que
poderiam ter Sdo negligenciadas sem a andise
digita®.

A termometria cutnea € o méodo de mens
racéo da temperatura da pele e que pode ser feita
de diversas maneras. Alguns autores verificaram
a variacédo da temperatura no loca do prick test
aravés de termdmetro elérico, onde 0s sensores
foram posicionados na &ea de eritema junto a
papula. A termometria cuténea sem contato, por
imagem infravermelha, conhecida por teletermo-
grafia ou gpenas termografia, introduziu na medi-
cna um méodo diagndgtico ndo invasvo. Os
sensores infravermelhos atuals de dta sensbilida
de surgiram no find da década de 90, com uma
sensbilidade de até 0,02°C e deteccdo na faixa de
ondas longas do espectro infravermelho (7,5 — 13
mm). A introducéo da termometria cuténea no tes-
te cutaneo por puntura pretende medir de forma
objetiva e quantitativa a reacdo aérgica. Bagnato
et al mediram as variagdes térmicas da pele no lo-
cd do prick test, feito com aérgeno por termo-
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grafia por camera infravermelha, e compararam
com as medidas do didmetro da pgpula em mili-
metros, encontrando correlacdo  estatisticamente
significativa entre os métodos™.

Portanto, podemos demonstrar que a avaliagéo
da aea da pdpula por fotografia digitd é sgnifi-
caivamente reprodutivel intra-observador e inter-
observadores e corrdaciona-se com meétodos uti-
lizados rotineiramente, independente do aerodér-
geno e do tempo da reacdo. Além do mais, pode-
s, pela primeira vez andisar a intensdade do eri-
tema em peles de diferentes fototipos, especid-
mente nas peles meanodérmicas, onde a letura
visud torna-se dificil, usando metodologia sm-
ples e acessivel. Findmente, confirmando as cor-
relagbes dos fenbmenos determinantes da reacéo
de Lewis, demongtrou-se neste estudo que a in-
tensdade do eritema e aumento da temperatura
s20 diretamente proporcionais a0 aumento da &ea
da pdpula e podem ser utilizados na afericdo da
reacdo induzida pelo teste de puntura.
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