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RESUMO

Introducédo: O grupo dos anti-inflamatoérios nao esteroides (AINEs) é um dos grupos farmacolodgicos que coloca
maior dificuldade no diagnéstico de hipersensibilidade, uma vez que grande parte dos testes nao se encontram vali-
dados. Os métodos de avaliagdo da expressao de moléculas da superficie dos baséfilos por citometria de fluxo apos
activacao induzida por farmacos tém sido referidos como uma possivel mais-valia no diagnoéstico destas reacgoes.
Objectivo: Avaliar a eficacia diagnéstica do teste de activagio de baséfilos (TAB) em doentes com historia de hiper-
sensibilidade imediata ao diclofenac. Populacdo e métodos: 17 doentes (M: 4, F: 13; idade média: 42,9 + 13,7 anos)
com histoéria de hipersensibilidade ao diclofenac. Como controlo foram incluidos |1 voluntarios saudaveis (M: 4, F: 7;
idade média: 44,3 + 18,7 anos) sem histoéria de hipersensibilidade a AINEs. Foi realizado o TAB com diferentes abor-
dagens na identificagdo da populagdo de basofilos: Flow2 CAST® que utiliza CCR3, Basotest® — IgE, e o Basotest®
modificado — HLA-DR-/CDI23*. A avaliagdo da activagio foi efectuada por citometria de fluxo, quantificando a ex-
pressdo de novo de CD63 e up regulation de CD203c. Resultados: Foram comparados diferentes marcadores usados

na identificacao de basoéfilos, nomeadamente expressao de CCR3, IgE e CDI123 na auséncia de HLA-DR, em que se
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obteve uma sensibilidade (S) de 40%, 13% e 77%, respectivamente, e especificidade (E) de 91% para todos. Na avalia-
¢ao da activagao induzida pelo farmaco a analise de citometria de fluxo foi baseada na percentagem e/ou intensidade
de expressao, obtendo-se uma S de 40% e 77%, e uma E de 91% para as moléculas CDé63 e CD203c, respectivamen-
te. Conclusdes: Obteve-se uma maior sensibilidade através da expressao de CD203c em relagao a obtida com os
resultados da expressido de CDé63. Estes dados sugerem que o TAB podera ser considerado um método complemen-

tar no diagnostico em doentes com hipersensibilidade ao diclofenac.

Palavras-chave: Activagao de basoéfilos, CD203c, CDé63, citometria de fluxo, hipersensibilidade a AINEs.

ABSTRACT

Background: Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) represent a difficult group in what concerns hypersensitivity
diagnosis, since most of the tests are not validated. The evaluation of the basophils surface molecules expression following acti-
vation by drugs has been described as a possible and useful tool for diagnosis of this kind of reactions. Objective: To evaluate
the clinical usefulness of basophil activation test (BAT) in immediate diclofenac hypersensitivity reactions diagnosis. Patients and
methods: |7 patients (M: 4, F: 7, mean age: 44.3 * 18.7 years) with diclofenac hypersensitivity were studied. |1 healthy volun-
teers (M: 4, F: 7; mean age: 44.3 % 18.7 years) without history of NSAIDs hypersensitivity were used as control group. BAT was
carried out using different approaches for basophils identification: Flow2 CAST® method using CCR3, Basotest® — IgE, and the
Basotest® modified — HLA-DR-/CD123 +. Basophil activation markers CDé3 and CD203c were used, quantifying the expression
of “new” CD63 and the “up regulation” of CD203c. Results: Comparing different markers for basophils identification, namely
CCR3, IgE and CDI23 expression in the absence of HLA-DR, we obtained a sensitivity of 40%, 13% and 77% for this order, and
a specificity of 91% for all. In the evaluation of drug-induced activation, the flow cytometry analysis was based on the percentage
andlor intensity of expression, yielding 40% and 77% of sensitivity and 91% of specificity, for CD63 and CD203c molecules, re-
spectively. Conclusions: The test using CD63 showed lower sensitivity compared with the test using CD203c. These results

suggest that BAT can be considered a complementary diagnosis tool for patients with diclofenac hypersensitivity.

Keywords: Basophils activation test, CD203c, CD63, flow cytometry, NSAIDs hypersensitivity.

INTRODUCAO

s reacgoes de hipersensibilidade a farmacos sao
comuns na pratica clinica, correspondendo a cer-
ca de 15% da totalidade das reac¢oes adversas a
farmacos'. De acordo com as normas de nomenclatura
publicadas pela European Academy of Allergy and Clinical
Immunology (EAACI), dividem-se em reacgdes imunologi-

cas ou alérgicas (IgE e nao IgE mediadas) e reacgdes sem
mecanismo imunoldgico subjacente, ou nio alérgicas?.
O mecanismo responsavel pelas reacgoes adversas a
anti-inflamatorios nao esteroides (AINEs) esta ainda pou-
co esclarecido. A possibilidade de uma reacgao IgE me-
diada deve ser considerada em doentes com hipersensi-
bilidade selectiva a um Unico farmaco, sendo que a

reacgao a mais do que um farmaco de diferentes grupos
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farmacolégicos podera ser justificada pela inibicdo da
ciclooxigenase tipo | (COX-1)3, apesar de outros meca-
nismos poderem também estar envolvidos *.

Em relagao ao tempo que decorre entre a toma do
farmaco e a reaccio, estas sio classificadas de imediatas,
quando ocorrem até | hora apos a sua administragao, ou
nio imediatas ocorrendo num tempo > | hora2.

De acordo com as normas do European Network for
Drug Allergy (ENDA) e EAACI interest group on drug hyper-
sensitivity, os procedimentos diagnosticos no caso de
suspeita de reacgao de hipersensibilidade imediata a far-
macos baseiam-se numa histéria clinica detalhada seguida
de testes cutaneos por picada (TCP), quando disponiveis
e validados®, testes laboratoriais e prova de provocagio
oral controlada®, que, apesar dos riscos associados, é
considerado o método de eleigcao no diagnostico.

O grupo dos AINEs é um dos grupos farmacolégicos
que coloca maior dificuldade na confirmagao diagnostica.
Como os testes cutaneos e os habituais testes in vitro ndo
estao ainda devidamente padronizados e validados, nestes
casos € necessario muitas vezes recorrer a uma prova de
provocacao. Neste sentido, sera muito importante me-
Ihorar a avaliacdo in vitro tornando-a uma ferramenta util
para o diagnostico. Os métodos de avaliagao da expres-
sdo de marcadores de superficie dos baséfilos (por cito-
metria de fluxo), nomeadamente CD63 e/ou CD203c
apos activagao induzida por farmacos, tém sido referidos
como uma possivel mais-valia no diagnéstico deste tipo
de reaccées’8.

A utilidade do teste de activagao de baséfilos (TAB)
pela expressiao de CD63 ja se encontra amplamente de-
monstrada, nomeadamente nas reacgoes IgE mediadas a
alergénios inalantes comuns, alergénios alimentares, latex
e veneno de himendpteros, com elevadas sensibilidade e

especificidade’ !

. No @mbito da alergia medicamentosa
¢ utilizado em reacgoes de hipersensibilidade imediata,
principalmente para farmacos cuja quantificagao da IgE
especifica nao se encontra disponivel. Gamboa e colabo-
radores'? consideram o TAB um método de diagnostico

in vitro reprodutivel, com elevada especificidade (>90%)

e sensibilidade (60-70%) no diagndstico de reacgdes de
hipersensibilidade a AINEs, apresentando uma boa cor-
relagdo com as provas de provocagao positivas. Num
estudo mais recente, utilizando um painel de AINEs (as-
pirina, diclofenac e naproxeno), foram obtidos resultados
semelhantes de sensibilidade e especificidade, concluindo
que resultados negativos no TAB nao permitem excluir
o diagnostico e que resultados positivos associados a uma
historia compativel poderdo confirmar o diagnéstico,
dispensando a realizagio de prova de provocagio'?.

A molécula CD63 (glicoproteina 53), membro da fami-
lia tetraspan, que surge de novo apos desgranulagao dos
basofilos, revela boa correlacio com a libertacdo de his-
tamina apos estimulagao inespecifica (N-formil-metionil-
-leucil-fenilalanina-fMLP), anticorpo anti-IgE ou alergénios'*.

Mais recentemente tem sido utilizada a molécula
CD203c, especifica de basofilos, e um antigénio neural
E-NPP3 (ectonucleotido pirofosfatase / fosfodiesterase
3) que ndo se encontra expressa noutras células do san-
gue periférico'®'6. Esta molécula sofre uma up regulation
em resposta a alergénios especificos, podendo ser utili-
zada no diagnostico no sentido de melhorar a sensibili-
dade do TAB, como ja demonstrado na alergia a veneno

de himenépteros'’, polenes!'®

e a alergénios alimenta-
res'?20 com alta sensibilidade e especificidade.
Recentemente tém surgido estudos relacionados com
o diagnostico de reacgdes alérgicas a latex, veneno de
himenopteros e farmacos, nomeadamente relaxantes

musculares?!

, comparando estes dois marcadores e de-
monstrando uma maior sensibilidade com a utilizagao de
CD203c®2%23, No entanto, ainda nio foram publicados
estudos comparativos da eficacia da expressao destes

marcadores no diagnostico de hipersensibilidade a AINEs.

OBJECTIVOS

I) Avaliar a eficacia diagnostica do TAB através da
utilizagdo de dois marcadores de activagao, CDé63 e

CD203c, com abordagens distintas de identificagao da
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populagdo de basoéfilos num grupo de doentes com hi-
persensibilidade ao diclofenac;

2) Avaliar a influéncia de factores como o tempo de-
corrido desde a reacgao e o tipo de reacgao apos con-

tacto com o farmaco no resultado dos testes.

MATERIAL E METODOS

Populacao

Foram seleccionados para este estudo 17 doentes (M:
4/ F: 13; idade média: 42,9 £ 13,7 anos) seguidos em con-
sulta de Alergia Medicamentosa do Hospital Pulido Va-
lente, Centro Hospitalar de Lisboa Norte, com historia
de pelo menos duas reacgdes de anafilaxia e/ou urticaria/
angioedema ao diclofenac imediatamente (£ | hora) apos
toma do mesmo.

Anafilaxia e choque anafilactico foram definidos de
acordo com os critérios de Sampson?* e urticéria quando
as manifestagoes foram apenas cutineas e descritas como
elevagoes eritematocutdneas pruriginosas, evanescentes
a digitopressao, com duracao < 24 horas.

Foram excluidos os doentes com historia de reacgao
num periodo inferior a seis semanas. Em sete casos (41,2%)
a reacgdo ocorreu apos 2008 e nos restantes 58,8%,
antes desse ano.

Em relagao a clinica manifestada durante a reaccio,
sete apresentaram sintomatologia cutanea (urticaria e
angioedema) e 10 (58,8%) anafilaxia.

Um grupo de |l voluntarios saudaveis (M: 4/ F: 7;
idade média: 44,3 + 18,7 anos) sem histéria conhecida de
hipersensibilidade a AINEs e tolerando diclofenac foi uti-
lizado como controlo. De acordo com a comissdao de
ética hospitalar, todos os doentes deram consentimento

para a inclusao no estudo.

Prova de provocacao oral
A prova de provocagao oral controlada foi realizada
respeitando as orientagdes publicadas® e sob as condicoes

de vigilancia indicadas neste tipo de procedimentos.

Apos autorizagdo e assinatura do consentimento in-
formado foram realizadas em hospital de dia 35 provas
de provocagao oral abertas aos 17 doentes, que suspen-
deram a toma de anti-histaminicos por um periodo mi-
nimo de sete dias e a toma de 3-bloqueantes no préprio
dia.

Teste de activacido dos basofilos

Optou-se por avaliar apenas a eficacia do teste para
o diclofenac, uma vez que a totalidade dos doentes se-
leccionados teve reaccdo com este farmaco, utilizado de
acordo com a literatura?® em 2 concentracgdes distintas
(0,94 e 0,23 mg/mL).

Em ambos os grupos o TAB foi realizado utilizando
diferentes abordagens na identificagdo da populagao de
baséfilos: método Flow2 CAST® (Biihimann Laboratories
AG, Schonenbuch, Suiga) que utiliza o marcador CCR3;
o método Basotest® (ORPEGEN Pharma, Heidelberg,
Alemanha) — IgE; e o método Basotest® modificado —
HLA-DR-/CDI23*. Como marcadores de activaciao foram
avaliados os niveis de expressio de CDé63 de CD203c

por citometria de fluxo.

Teste de activacido dos basofilos
(Flow2 CAST®) - citometria de fluxo: CD63

O teste de activagao de basofilos foi realizado usan-
do o método Flow2 CAST® (Biihimann Laboratories
AG, Schonenbuch, Suiga) de acordo com as instrugoes
do fabricante. A 50 pl de sangue total heparinizado
adicionaram-se 50 pl de cada uma das concentragoes
dos farmacos, 50 pl do péptido quimiotactico N-formil-
-Met-Leu-Phee (FMLP) e 50 pl de PBS. A cada tubo
foram adicionados 100 pl de tampao de estimulagao
(IL-3), 20 pl dos anticorpos monoclonais, anti-CD63-
-FITC e anti-CCR3-PE seguindo-se uma incubagio de
I5 minutos a 37°C. Foi posteriormente efectuada a lise
dos eritrocitos, lavagem e ressuspensao das células em
PBS. A aquisigao por citometria de fluxo (FACSCalibur,
Becton Dickinson) e ocorreu nas duas horas a seguir a

finalizacao da técnica.
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Teste de activacido dos baséfilos (Basotest®)
- citometria de fluxo: CD63 e CD203c

Basotest® — citometria de fluxo: CD63

O teste de activagdo de basofilos (Basotest®, ORPE-
GEN Pharma, Heidelberg, Alemanha) foi realizado de
acordo com as instrugdes do fabricante. 100 pL de sangue
total heparinizado foram incubados com 20 pL do tampao
de estimulagio (contendo IL-3) durante 10 minutosa 37°C
e posteriormente com o farmaco em duas concentragoes
(0,94 mg/mL e 0,23mg/mL), com N-formil-Met-Leu-Phe
(fMLP — controlo positivo) e com solugao de tampao
(controlo negativo) durante 20 minutos a 37°C. A inter-
rupgao do processo de desgranulagao deu-se em gelo,
seguida de marcagdo das células com 2 anticorpos mo-
noclonais conjugados com fluorocromos — anti-CD63-
-FITC e anti-IgE-PE, lise dos eritrécitos e lavagem das
amostras. A aquisi¢ao foi feita em citdbmetro FACSCalibur
— Beckton Dickinson® e ocorreu num periodo méximo

de 120 minutos apos preparagao das amostras.

Basotest® modificado — citometria de fluxo: CD203c

Paralelamente foi realizado o Basotest® com algumas
modificagcoes no que diz respeito a identificagao dos ba-
sofilos, utilizacdo da molécula de activagcio CD203c e
quantidade de sangue total heparinizado.

A 200 pL sangue total heparinizado foram adicionados
200 pL do farmaco em duas concentragdes, controlo
positivo (péptido quimiotactico N-formil-Met-Leu-Phe:
FMLP) e controlo negativo (PBS) seguido de incubagao
durante 20 minutos a 37°C. A desgranulagio foi suspen-
sa colocando as amostras em gelo durante |0 minutos.
As células foram em seguida marcadas com: 8 pl de anti-
-CD63-FITC, 30 ul de anti-CD203-PE, 8 pl anti-HLA-DR
PerCP e 8 pl anti-CDI23-APC.

Apés incubagao durante 20 minutos em gelo, foi rea-
lizada a lise dos eritrocitos, centrifugagao, lavagem e res-
suspensao com PBS. Aquisicao por citometria de fluxo
(FACSCalibur, Becton Dickinson) ocorreu nas duas horas

a seguir a finalizagao da técnica.

Analise por citometria de fluxo

As amostras processadas foram imediatamente ana-
lisadas utilizando o software Cell Quest®.

A populacao de baséfilos foi identificada como SS-
Clow/CCR3"igh, anti-IgE"eh e HLA-DR/CDI123", e pelo
menos 500 baséfilos foram adquiridos por amostra. Para
o marcador CDé63 os basofilos activados foram identifi-
cados como CDé63"e", sendo o valor basal estabelecido
a partir do obtido no controlo negativo (< 5%). Foi con-
siderado um niimero minimo de |50 basofilos activados
para validar os testes.

Os critérios de positividade para o Flow2 CAST®
com marcador CDé63 foram: percentagem de activagao
2 5% e percentagem de activagao apods estimulagao de
pelo menos o dobro da percentagem de basdfilos acti-
vados espontaneamente (indice de estimulagao 2 2),
sendo que este critério nio é referido na literatura por
alguns grupos?"26.

Para o marcador CD203c pelo método Basotest®
modificado foi determinado um valor de activagido
de 59 apos realizagdo de curvas ROC. A sua expres-

sao traduz-se em intensidade média de fluorescéncia
(IMF).

Anailise estatistica

Os dados relativos a historia clinica, testes in vivo e in
vitro foram introduzidos numa base do programa estatis-
tico SPSS para calculo de curvas ROC e determinagao de
p values pelo programa estatistico R.

O teste de X2 foi utilizado para avaliar a relagio entre
as variaveis qualitativas e o teste exacto de Fisher quan-
do o tamanho das amostras independentes foi pequeno,
nimero de casos inferior a cinco.

Para cada curva ROC foi determinado um valor de
cut off correspondendo ao ponto que melhor discri-
minava entre presencga e auséncia de doenga.
Determinou-se a sensibilidade (S), especificidade (E)
e valores preditivos (Vp) com intervalo de confianca
(IC) de 95% para os diferentes métodos e marcadores

utilizados.
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RESULTADOS

Prova de provocacao oral

Das 35 provas de provocacao oral abertas realizadas,
I5 (43%) foram positivas, encontrando-se no Quadro |
discriminados os farmacos utilizados e os resultados

obtidos.

Teste de activacido dos basofilos
(Flow2 CASTP®) - citometria de fluxo: CD63

Aos 17 doentes e |l controlos foi realizado o TAB
para o diclofenac pelo método Flow2 CAST®. Do grupo
de doentes foram inicialmente excluidos dois resultados:
um por apresentar indice de activagao do controlo posi-
tivo com FMLP inferior ao valor obtido pelo controlo

negativo, non responder (5,5%), outro por nao ter sido

possivel adquirir o nimero minimo de basoéfilos necessa-
rio para validar o teste.

Dos restantes 15 doentes, seis (40,0%) e um contro-
lo (9,1%) apresentaram testes positivos.

A sensibilidade ao diclofenac obtida com este teste
foi de 40,0%, E: 90,9%, VPP: 85,7% e VPN: 52,6%.

Relacionando o tempo decorrido entre a ultima reac-
¢ao ao farmaco e a positividade do teste avaliado por este
método, verificou-se uma diminui¢ao da sensibilidade com
o afastamento da data da reacgao (reacgao apos 2008 S:
83,3% e E: 50,0%) em comparagdo com reacgao ocorrida
antes de 2008 (S: I1,1% e E: 88,9%).

Verificamos também nio existir diferenca estatistica-
mente significativa entre o tipo de reacgao (anafilaxia vs.
reacgdo cutanea) e a positividade dos testes (p = 0,6224)
(Quadros 2 e 3).

Quadro I. Identificagdo dos doentes e resultados das provas de provocagao oral realizadas

Reaccdo | Tempo desde Farmacos Prova de Prova de
Doente Sexo Idade inicial ultima reaccio envolvidos na provocacao provocaciao

com D (anos) reaccdo oral positiva oral negativa

I F 45 A >3 AAS, D, Ib,N N E

2 F 30 A <3 D,AAS AAS N

3 F 56 A >3 D D N,AAS

4 F 67 A >3 N, D,AAS, Ib E

5 F 50 A >3 N, D,AAS, Ib E,N

6 F 39 A >3 AAS, D, Ib N

7 F 37 A <3 AAS, D, Ib, N N E

8 M 23 A >3 AAS, D, Ib N

9 F 6l U/AE >3 AAS, D, Ib AAS, Ib N

10 F 33 A >3 N, D,AAS, Ib E

11 F 38 A <3 D D AAS

12 M 25 U/AE >3 AAS, D, Ib AAS,D N

13 F 65 U/AE <3 AAS, D, Ib, P AAS,P N

14 M 23 U/AE <3 D D N,AAS

15 F 52 U/AE <3 D, Ib AAS N

16 M 46 U/AE >3 Ib, Mt,AAS, D AAS

17 F 40 U/AE <3 D, Ib,Mt AAS N

A:anafilaxia; AE: angioedema; AAS: acido acetilsalicilico; D: diclofenac; E: etoricoxib; F: feminino; Ib: ibuprofeno; M: masculino;

Mt: metamizol; N: nimesulide; P: paracetamol; U: urticaria
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Teste de activacido dos baséfilos (Basotest®)
- citometria de fluxo: CD63 e CD203c

Basotest® modificado-citometria de fluxo: CD203c

O TAB pelo método do Basotest® modificado, foi
realizado nos 17 doentes e nos || controlos.

Com os valores de activaciao obtidos com o marcador
CD203c expressos em IMF, foram criadas curvas ROC.
A AUC (Area Under the Curve) obtida para o diclofenac foi
de 0,854, sendo o valor de corte encontrado de 59 (in-
tervalo entre 57,345-59,715) com sensibilidade de 66,7%
e especificidade entre 90,9 e 95,5%.

Dos 17 doentes com historia de hipersensibilidade ao

diclofenac treze (76,5%) apresentaram resultados positi-

vos, sendo que no grupo controlo um deles (9,1%) obteve
resultados acima deste valor de IMF.

Com este método e para o valor de corte estabele-
cido a S obtida foi de 76,5%, E: 90,9%, VPP: 92,9% e VPN:
71,4%.

Relacionando o tempo que decorreu entre a reacgao
com o diclofenac e os testes com resultado positivo,
utilizando o método Basotest® modificado, nio se veri-
ficou correlagdo estatisticamente significativa (p = 0,8643),
assim como entre o tipo de reacgao (anafilaxia vs reaccoes
cutaneas) e a positividade dos testes (p > 0,05).

Existe contudo diferenca significativa entre a histéria
de reacgido e os testes positivos (p < 0,0001) (Quadros
2e3).

Quadro 2. Resultados do teste de activagao dos baséfilos com diclofenac — grupo de doentes

CD63 (Flow2 CAST®) cozgf: d(i:::zze“@) CD63 (Basotest®)
Doente | acati\(;:;io Ve e % acati\éicﬁo
es tin‘ln)ulagio IE Resultado |estimulaciao| Resultado esti n'ln)ulagﬁo IE Resultado
com D com D (IMF) com D

| 2,10 0,65 Negativo 62,95 Positivo 15,45 30 Positivo
2 9,00 4,50 Positivo 38,25 Negativo 0,44 - Negativo
3 - - - 101,63 Positivo 4,50 - Negativo
4 3,45 1,32 Negativo 67,34 Positivo - - Negativo
5 2,88 1,50 Negativo 184,1 | Positivo 0,65 — Negativo
6 8,25 1,90 Negativo 77,33 Positivo 1,46 - Negativo
7 11,34 4,12 Positivo 61,04 Positivo 3,14 - Negativo
8 5,86 1,25 Negativo 76,43 Positivo 0,64 — Negativo
9 7,50 2,34 Positivo 141,28 Positivo 0,18 - Negativo
10 3,76 4,09 Negativo 31,56 Negativo 0,47 - Negativo
1 52 2,06 Positivo 112,69 Positivo 1,57 — Negativo
12 1,45 0,97 Negativo 112,17 Positivo 7,03 15 Positivo
13 - - - 62,11 Positivo 1,32 - Negativo
14 36,89 9,10 Positivo 35,80 Negativo 0,44 — Negativo
15 26,04 5,79 Positivo 104,32 Positivo 1,46 - Negativo
16 4,62 1,86 Negativo 45,77 Negativo 1,57 — Negativo
17 561 1,60 Negativo 105,49 Positivo 1,17 — Negativo

A: anafilaxia; AE: angioedema; AAS: acido acetilsalicilico; D: diclofenac; E: etoricoxib; F: feminino; Ib: ibuprofeno; IE: indice de

estimulagdo; IMF: intensidade média de fluorescéncia; M: masculino; Mt: metamizol; N: nimesulide; P: paracetamol; U: urticaria
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Quadro 3. Resultados dos testes de activagao dos basofilos com diclofenac — grupo-controlo

CD63 (Flow2 CAST®) Eloniis (st CD63 (Basotest®)
modificado
Controlo| Sexo |ldade| 9% activacio . % activacdo
an6s Valor apos an6s
. P o IE |Resultado | estimulagio |Resultado . P ~ | IE | Resultado
estimulacdo estimulacao|
com D (IMF)
com D comD
| F 59 2,77 1,28 | Negativo 22,41 Negativo 2,76 - Negativo
2 M 66 5,64 3,66 Positivo 65,25 Positivo 0,57 - Negativo
3 M 28 2,49 0,86 | Negativo 28,57 Negativo 0,52 - Negativo
4 F 31 3,20 1,03 | Negativo 27,21 Negativo 0,56 - Negativo
5 M 33 3,17 0,98 | Negativo 42,18 Negativo 0,52 — Negativo
6 F 24 3,49 1,00 | Negativo 28,53 Negativo 0,71 - Negativo
7 M 32 2,52 0,98 | Negativo 15,30 Negativo 0,21 - Negativo
8 F 69 3,17 1,86 | Negativo 58,70 Negativo 2,76 — Negativo
9 F 73 1,90 1,21 Negativo 50,68 Negativo 0,51 - Negativo
10 F 29 4,56 2,29 | Negativo 50,18 Negativo 0,96 - Negativo
| F 43 4,21 1,21 | Negativo 50,89 Negativo 8,13 11,0 | Positivo

D: diclofenac; F: feminino; IE: indice de estimulagio; IMF: intensidade média de fluorescéncia; M: masculino

Basotest® — citometria de fluxo: CD63

Pelo método Basotest® utilizando o marcador de
identificagao de basofilos IgE, e na mesma populagio,
obtivemos valores de S: 12,5%; E: 90,9%; VPP: 66,7% e
VPN: 41,7% (Quadros 2 e 3).

DISCUSSAO

A necessidade de testes in vitro complementares para
o diagnostico de hipersensibilidade aos AINEs, fiaveis e
validados, tem levado a abordagem de outras metodolo-
gias, nomeadamente o teste de activagao dos basofilos
com avaliagao por citometria de fluxo.

Neste estudo, partindo de uma populagao de doentes
com clinica de hipersensibilidade ao diclofenac, foram
encontrados diferentes resultados de TAB de acordo com
as metodologias utilizadas quer para a identificagao da

populagdo de baséfilos quer na expressao das moléculas

de activagdo. Assim, com identificagao da populagao de
baséfilos pelo marcador CCR3 obtivemos uma sensibili-
dade de 40% e especificidade de 91%. Com a anti-IgE
sensibilidade de 13% atingindo cerca de 80% quando a
mesma populagao foi identificada pela dupla marcagao
HLA-DR-/CDI23*, sem estimulagio prévia com IL-3.

Na literatura, em relagao a activagao apos estimulagao
com pélen de gramineas usando como identificagao de
baséfilos IgE ou HLA-DR/CDI23*, nio foram referidas
diferengas significativas?’.

Estudos recentes utilizando a molécula CD63 revela-
ram que a IL-3 tem neste contexto um papel relevante’,
o que esta de acordo com os resultados demonstrados
neste estudo. A sensibilidade obtida utilizando o marca-
dor CDé63 aumentou com a estimulagao com a IL-3 de
13% para 40%.

Em relacdo ao marcador CD203c, estudos anteriores
demonstraram nio ser necessario a utilizagio de IL-37, 0

que esta de acordo com os presentes resultados.
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De acordo com a literatura?8, no que diz respeito aos
critérios de positividade, foram utilizadas diferentes abor-
dagens para os definir. Os autores, de acordo com as
curvas ROC obtidas, definiram o valor de corte 6ptimo
para a intensidade média de fluorescéncia com o marca-
dor CD203c, para o diclofenac, de 59. A AUC foi consi-
derada valida para o valor de 0,854. Foram obtidos valo-
res de sensibilidade de 77% e especificidade de 91%.
Comparativamente, os resultados obtidos para o CD63
revelaram uma diminuigao da sensibilidade (40%), man-
tendo igual especificidade. No entanto, se considerarmos
como referido na literatura?® apenas como critério de
positividade a percentagem de activagao > 5%, obtemos
um valor de sensibilidade de 60%, mantendo uma espe-
cificidade de 91%.

Tem sido referida na literatura a utilizagao de diferen-
tes marcadores de activagdo no diagnostico de alergia ao
latex8, veneno de himenépteros?? e alergia a amoxicilina?3
demonstrando uma mais elevada sensibilidade com o
CD203c do que com CDé63. Pelo contrario, no diagnos-
tico de alergia a relaxantes musculares, foram obtidos
melhores resultados de sensibilidade com o CD63%°. No
diagnostico de alergia ao epitélio de gato ambos os mar-
cadores obtiveram resultados semelhantes®°.

Um dos critérios importantes a ter em conta duran-
te a realizacdo do TAB relaciona-se com o tempo que
decorre entre a reaccao e a realizacao do teste. Num
estudo com relaxantes musculares onde avaliaram esta
relagao obtiveram valores de sensibilidade de 85% quan-
do o TAB foi realizado num periodo de 3 anos apos a
reacgiao, com diminuigdo para valores de 47% quando
realizado 4 anos ap6s a mesma3'.

Neste contexto, e do mesmo modo, na avaliagao dos
nossos resultados utilizando como identificacao de popu-
lacdo de basdfilos o marcador CCR3, verificamos uma di-
minuigao da sensibilidade a medida que aumentava o inter-
valo de tempo entre a data da reacgao e a realizagao do
teste (reacgao apds 2008 S: 83,3%; antes de 2008 S: 11,1%).

Tendo em conta que um dos factores que pode in-

fluenciar a obtengao de resultados negativos é a redugao

dos niveis séricos de anticorpo IgE associada ainda a es-
pecificidade do mesmo, seria de esperar que, com a re-
dugdo dos seus niveis ao longo do tempo, ou seja, com
o passar do tempo entre a reacgao e a realizacao do
teste, um menor valor de sensibilidade seria encontrado??,
como ocorreu no presente estudo. Surgiram, no entanto,
estudos com resultados contraditérios e sem relaciao
entre o tempo de reacgio e a realizagio do TAB.

Por outro lado, o tempo decorrido entre a realizagao
do teste e a aquisicao das amostras pode afectar os re-
sultados. Segundo De Weck et al, a percentagem de ac-
tivagcao de basofilos diminui a partir das 24 horas, poden-
do conduzir a resultados falsamente negativos as 48
horas, particularmente quando sio testados farmacos?8.
Todas as amostras do presente estudo foram adquiridas
nas duas horas a seguir ao seu processamento.

Um outro critério que podera justificar os diferentes
resultados prende-se com o alergénio utilizado e/ou com
as concentracdes de farmaco. Neste estudo utilizamos
para o diclofenac concentragoes de | mg/mL e 0,23 mg/mL,
semelhantes as utilizadas por outros grupos'? que obti-
veram valores de sensibilidade e especificidade para o
mesmo farmaco com o marcador CD63 idénticos (43%
e 93%, respectivamente). Por outro lado, alguns trabalhos
apresentados utilizaram concentragées um pouco supe-
riores, com resultados menos favoraveis34,

Naio se verificou diferenga estatisticamente significa-
tiva entre a gravidade clinica (anafilaxia vs reacgoes cuta-
neas) e a percentagem de activagdo de basofilos para
ambos os marcadores utilizados.

No presente estudo a percentagem de non responder
foi de 5,5%, estando de acordo com outras casuisticas
apresentadas por De Weck e Sanz na qual excede os
4%28, embora alguns autores apontem para valores um
pouco superiores3®.

Como foi referido, dos 17 doentes apenas 4 realizaram
prova de provocagao com o diclofenac e os restantes
foram incluidos por terem apresentado pelo menos duas
reaccoes imediatas a AINEs, incluindo ao diclofenac. Pos-

sivelmente obteriamos resultados mais concordantes se
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tivéssemos como critério de inclusdo doentes com diag-
néstico confirmado por prova de provocagao com o di-
clofenac, mesmo correndo o risco de excluir um nimero
consideravel de doentes com historia de reacgdes sisté-

micas mais graves.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que o TAB, embora
carecendo de optimizagao para aplicagao regular na pra-
tica clinica, podera ser considerado um método comple-
mentar no diagndstico de doentes com hipersensibilida-
de aos AINEs. Neste contexto, a expressao de CD203c,
sendo um marcador que rapidamente sofre up-regulation
na presenca do alergénio em doentes sensibilizados, po-
dera ser considerado uma mais-valia neste diagndstico,
uma vez que revelou melhores resultados de sensibilida-
de relativamente aos obtidos com o CDé63.

Resultados de TAB positivos, utilizando o marcador
de activagao CD203c, concomitantemente com clinica
fortemente sugestiva poderao eventualmente ser sufi-
cientes para evitar a realizagao de prova de provocagao

oral com o farmaco implicado.
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