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RESUMO

Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento significativo das reagdes de hipersensibilidade (RH) a farmacos,
constituindo atualmente um problema de satde publica. Estas reagdes podem assentar quer em mecanismos imuno-
logicos (reagao alérgica), quer nao imunolégicos. Em ambos os tipos de reagao torna-se dificil um diagnéstico conclu-
sivo, podendo ser de grande utilidade os testes in vitro, na tentativa de evitar a prova de provocacao (gold standard do
diagnostico), demorada e potencialmente perigosa. Neste contexto sdo apresentados testes celulares que podem ter

um papel relevante no diagnostico ao identificar o fairmaco responsavel pela reacao.
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ABSTRACT

Adverse drug reactions (ADR) represent a frequent problem in medical routine. Drug hypersensitivity relies on different
pathomecanisms: immune-mediated (drug allergy) and nonimmune-mediated. In both types of reaction in vitro tests are of
great interest, due to possible reduction of drug provocation tests that are timing consuming and potentially hazardous. Here

we focus in the cellular in vitro tests that can play an important role in the identification of the causative drug.
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INTRODUCAO

os ultimos anos tem-se assistido a um aumento

significativo das reagoes de hipersensibilidade

(RH) a farmacos, com manifestagdes clinicas
muito diversificadas, podendo atingir qualquer érgao,
constituindo atualmente um problema de satde publica.
Embora a maioria possa ser explicada por efeito de to-
xicidade do farmaco, dosedependente, existe um grupo,
cerca de 25 %, que apresenta efeitos secundarios impre-
visiveis, que podem assentar quer em mecanismos imu-
nolégicos (reagdo alérgica), quer nao imunolégicos'2.

O diagnostico das reagdes imediatas é baseado numa
historia clinica detalhada, testes cutaneos e/ou quantifi-
cagdo de anticorpos IgE especificos (sIgE), comercialmen-
te disponiveis para um niimero muito limitado de farma-
cos. Na maioria dos casos estes testes sao insuficientes
e pouco sensiveis para um diagnostico correto, tendo em
conta que diferentes farmacos podem originar tipos de
reacao diversos e a administragcao simultanea de varios
farmacos pode constituir um problema adicional. Além
disso, novos farmacos como os agentes biologicos, cada
vez mais utilizados na pratica clinica, parece estarem as-
sociados a outros mecanismos fisiopatologicos respon-
saveis por outros padrdes de reagao'3*.

O gold standard do diagnostico é a prova de provoca-
¢do que nem sempre ¢ possivel de realizar, por razdes
éticas ou praticas, por ser demorada e potencialmente
perigosa.

Neste contexto existem diferentes testes celulares
in vitro, que se baseiam em estudos funcionais com célu-
las do sangue periférico, como basofilos e linfocitos T e
que podem ter um papel relevante no diagnéstico ao

identificar o farmaco responsavel pela reagao.

BASOFILOS

Os basofilos sio uma pequena populagao de globulos

brancos do sangue periférico (0,5 % a 15 %) que expres-

sam na membrana celular recetores de alta afinidade para
a IgE. A ligacao do alergénio as IgE e consequente cross-
-linking dos seus recetores leva a uma ativagao celular
seguida de uma rapida desgranulagao com libertagao de
mediadores sintetizados de novo. Esta pode ocorrer por
duas vias, designadas piecemeal e anafilatica, sendo que
na primeira os basofilos secretam o contetdo dos gra-
nulos mas sem exocitose®”’. O teste para avaliar esta
ativagdo é designado por teste de ativacdo de baso-
filos (TAB). Nao existe uma técnica standard para avaliar
estes mecanismos e os avangos para melhorar o seu de-
sempenho prendem-se com identificagao de novos mar-
cadores especificos de basdfilos e a sua associagdo com
a expressao de diferentes marcadores de ativagao.

No que diz respeito a identificagdo desta populagio,
a estratégia mais comum baseia-se na expressao de IgE a
sua superficie. No entanto, os niveis de IgE variam con-
sideravelmente de individuo para individuo, sendo ainda
demonstrado que mais de 50 % dos leucocitos que ex-
pressam IgE 4 sua superficie sio mondcitos*. Foram entio
propostos outros marcadores: CCR3-CD193 (baséfilos,
mastocitos, linfocitos TH2), CRTH2-CD294 (basdfilos,
eosinofilos, linfocitos TH2), CD203c (basofilos), CD123/
/HLA-DR (basofilos, células dendriticas plasmacitoides).
De todos eles, o CCR3 e o CD203c foram considerados
os mais adequados, tendo em conta a grande variabilida-
de de expressio dos outros marcadores*?.

Em relagao aos marcadores de ativaciao, a maioria dos
TAB utilizam o CD63 e/ou CD203c. Estudos recentes
avaliaram a diferente expressao destes dois marcadores
com diferentes farmacos, apresentando grande variabili-
dade na sensibilidade>®'0.

O TAB tem sido cada vez mais utilizado de modo
eficaz no diagnostico de RH a farmacos: alergiaa NMBAs,
antibioticos, beta-lactamicos e quinolonas, acido acetilsa-
licilico e outros AINEs e meios de contraste. De um modo
geral, este teste apresenta elevada especificidade, superior
a 80 %, e sensibilidade a variar entre 30-70 %2-45811-13,

Métodos alternativos de avaliacao da ativacao de ba-

sofilos podem implicar a quantificagao de marcadores de
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ativagdo intracelulares, p38 e STAT5 e MAPK e inibidores
de recetores de superficie, como o CD300a'“.

Do mesmo modo, estas células ativadas libertam me-
diadores, quer pré-formados, histamina, triptase, quer
neoformados, leucotrienos, prostaglandinas e citocinas.

Tradicionalmente a histamina era quantificada através
da utilizagdo de técnicas fluorométricas que mediam o
conteldo extracelular apos desgranulagao. Recentemente
surgiu um método denominado HistaFlow, que permite
identificar e quantificar a histamina intracelular e a liber-
tada, por basdfilos ativados, utilizando uma metodologia
que associa afinidade enzimatica e citometria de fluxo.

Esta técnica permite a associagdo de analise multipa-
ramétrica e quantificagao simultanea de varios marcado-
res de ativagao. Varios estudos sugerem que a libertagao
de histamina pode ser o somatério dos dois tipos de
desgranulagdo, referindo uma relagao entre up-regulation
de CD203c e pequena libertagao de histamina pelas cé-
lulas ativadas-piecemeal desgranulagao, enquanto o au-
mento da expressao de CD63 (marcador indirecto de
libertagdo de histamina) reflete grande quantidade de
libertagdo de histamina-desgranulagio anafilatica'>-"7.

Como alternativa ao TAB, CAST- ELISA é um mé-
todo imunoenzimatico para avaliagcao do leucotrieno C4
(LTC4), ap6s estimulagdo. Varios estudos demonstraram
que a sua sensibilidade é muito baixa para a maioria dos
farmacos, mesmo em associacido com a historia clinica e
testes cutaneos, nao se verificando claras vantagens quan-

do comparado com o TAB23,

LINFOCITOS T

O envolvimento das células T nas RH retardada a far-
macos € bem conhecido como tendo um papel principal
na resposta adaptativa especifica para o antigénio. Quando
sdo estimuladas pelas células apresentadoras de antigénio
diferenciam-se em subpopulagoes T de memoria, de acor-
do com este e com as diferentes citocinas produzidas. Apos

contactos repetidos com o antigénio, estas células de me-

moria sdo reativadas, levando a aumento da proliferagao,
a expressao de marcadores de ativacao e a libertacao de
citocinas especificas pelas subpopulagdes em causa.

O diagnéstico in vitro consiste na avaliacao destes
efeitos através de diferentes metodologias.

O teste de transformacado linfoblastica—- TTL é
atualmente o teste mais utilizado no diagnéstico de hiper-
sensibilidade a farmacos mediada por células T. Baseia-se
na andlise e quantificagdo da proliferagdo de clones de
células T ativadas especificas do farmaco apos a estimula-
¢ao in vitro, com o farmaco responsavel pela reagio.

Varios estudos documentam a sua utilizagao no diagnos-
tico de diferentes reagbes cutaneas, como erupgao macu-
lopapular, exantema generalizado, urticaria com farmacos
como a carbamazepina, e antibiéticos beta-lactimicos?'®,

A utilidade deste teste no diagnéstico em reagoes nao
imediatas tem sido debatida, verificando-se que esta de-
pendente do farmaco envolvido na reagao. Varios estudos,
em que tém sido caracterizadas pequenas séries de doen-
tes com varios farmacos, mostram que a sua sensibilida-
de é muito variavel (60 % a 70 %) com uma especificidade
(85 %). O seu valor diagnéstico varia com o tipo de far-
maco, o tipo de reagao envolvida e o timing de realizagao
do teste2*!8,

Assim, apresentando algumas dificuldades de ordem
técnica na sua realizagao, a Quantificacdo de expres-
sdao de marcadores de ativacdo em células T apos
incubacdo com o farmaco, por citometria de flu-
X0, parece ser uma alternativa promissora. E um método
mais rapido e nao necessita da incorporagao de timidina.

Diferentes marcadores de ativagao sao expressos ou/e
up-regulate nas células T, CD4+ CD8+, apos estimulagao
com o farmaco, como: CD25, CDé69, CD71 e HLA-DR.
Embora o CDé69 seja considerado o mais adequado, pois
faz uma rapida “up-regulation”, ap6s a estimulagao, devem
ser avaliados varios marcadores de ativagao uma vez que
esta pode estar dependente do farmaco responsavel pela
reaciol 182!,
Devido ao seu importante papel na fase efetora da res-

posta imune, as citocinas e outras moléculas sinalizadoras
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sao também consideradas fatores relevantes no diagnosti-
co, in vitro, de hipersensibilidade a farmacos, podendo a sua
avaliagdo ser realizada por técnicas intracelulares (cito-
metria de fluxo), sobrenadante de cultura (Enzyme-
-Linked ImmunoAssay — ELISA e/ou Enzyme-Linked
ImmunoSpot — ELISPOT) e PCR.

O aumento de produgio de padrao de citocinas de
tipo Thl (IL-2, IFN-y e TNF-0) tem sido relatada em
doentes com reagoes do tipo retardado, enquanto que
tipo Th2 com preferencial produgao de IL-4 em doentes
com reagoes imediatas.

Como o IFN-y é considerado uma citocina predomi-
nante em exantemas induzidos por farmacos, podera ser
considerado um adequado marcador de diagnostico in
vitro. O seu aumento foi documentado em varios estudos
que incluiam doentes com quadros clinicos diversos!'8.
Também a IL-5 e eotaxina produzidas por clones de cé-
lulas T especificas de farmacos, sao consideradas rele-
vantes. Assim, a quantificagao de IL-5 como um marcador
muito especifico em combinagao com IFN-y, IL-13, e/ou
IL-2 como marcadores mais sensiveis, foram sugeridos
como sendo um contributo importante para o diagnos-
tico da maioria das reacées a farmacos'?2!.

Comparando com os testes epicutineos, com uma
sensibilidade aproximada de 30-40 %, testes como TTL ou
o ELISPOT parecem ter uma maior sensibilidade. Sera
ainda precoce tirar conclusdes da mais-valia de novas me-
todologias, como o ELISPOT, embora varios estudos apon-
tem para uma maior fiabilidade, comparado com o TTL'%2,

Em resumo, estao disponiveis um sem-nimero de tes-
tes celulares para a detegado de sensibilizagdo de células T
mediada por farmacos que podem contribuir no diagnés-

tico de RH a farmacos.

CONCLUSAO

Podemos concluir que os testes celulares in vitro sao
importantes na avaliacio de RH a farmacos, podendo cons-

tituir uma mais-valia em conjunto com os testes in vivo,

particularmente no diagnostico de reagdes graves. No
entanto, sera de realgar que algumas questoes se mantém
em aberto.

Nenhum destes testes de diagnostico tem um valor
preditivo absoluto. Como regra geral, tém especificidade
aceitavel, mas a sensibilidade pode ser altamente variavel.
Resultados, quer falsos positivos, quer falsos negativos (ndo
respondedores), constituem um grande inconveniente.

Diferentes farmacos podem originar diferentes tipos de
reacao. Além disso, tem sido repetidamente demonstrado
que o resultado do teste de diagnostico pode ser altamen-
te dependente do intervalo de tempo decorrido entre a
reagdo e a realizagdo do teste (preconizado 6-12 meses).

A possibilidade de nao ser viavel realizar a prova de
provocagao constitui uma limitagao para a validagao dos
testes. No entanto, a precisao do diagnéstico podera ser
melhorada com a optimizagao dos testes e definidos cut-

-off especificos para os varios farmacos.
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