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RESUMO

Fundamentos: O teste de tansformagao linfocitaria (TTL) tem vindo a ser utilizado nas dltimas décadas no es-
tudo de reagdes alérgicas a farmacos. Baseia-se na detegdo de uma resposta proliferativa das células T quando expos-
tas ao farmaco suspeito e alguns grupos tém relatado uma sensibilidade e especificidade elevadas neste contexto. A
sua validagdo necessita, contudo, de estudos mais alargados e melhor controlados. Objetivos: Avaliar o desempenho
do TTL na identificagao dos farmacos responsaveis por reagoes alérgicas e aferir os seus critérios de positividade,
diferenciando os varios grupos farmacolégicos e as reagoes observadas. Métodos: Foram avaliados os resultados de
95 testes de TTL, realizados em 73 doentes estudados por alergia medicamentosa e com um diagnéstico estabelecido
com elevado grau de certeza pela clinica e testes cutdneos. Analisamos os resultados dos testes considerando os
varios grupos de farmacos, as reagoes observadas e o tempo de demora entre a reagao e a execugao do TTL. Resul-
tados: Os resultados analisados por grupos de farmacos evidenciaram sensibilidade / especificidade de 76,1 % / 57,1 %
para os beta-lactamicos, de 83,3 % / 55,5 % para os anti-inflamatérios nao esteroides, de 88,9% / 100% para os anti-
convulsivantes e de 46,1 % / 66,7 % para os antibioticos ndo beta-lactamicos. Conclusdes: A sensibilidade do TTL
foi boa, exceto para os antibidticos nao beta-lactamicos. Os resultados nao foram tao bons para a especificidade,

baixa para os anti-inflamatérios nao esteroides, o que era expectavel, mas foi abaixo da descrita por outros grupos
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para os antibiéticos beta-lactamicos. Apesar disso, o TTL evidenciou um poder discriminativo de 70,6 % e permitiu
confirmar a alergia a um farmaco em 36 casos, 58,1 % dos casos de alergia da amostra, cujos testes cutineos eram
negativos ou impossiveis de realizar. Justifica-se, assim, a sua utilizagdo no estudo da alergia a farmacos, ainda que nao

permitindo dispensar uma cuidada analise da historia clinica e a execugao de testes cutineos.

Palavras-chave: Células T, hipersensibilidade a farmacos, teste de transformacgao linfocitaria.

ABSTRACT

Background: The lymphocyte transformation test (LTT) has been used in the study of drug allergy for the last 3 decades.
It bases on the detection of a proliferative T cell response in the presence of the drug to be tested and some groups present
good results in identifying a culprit drug, sensitivity and specificity differing with the drug, the reaction and other factors. Vali-
dation of LTT depends, however, on larger and better controlled studies. Aims: To evaluate the LTT performance in identifying
culprit drugs in allergic reactions and analyse positivity criteria regarding different pharmacological groups and observed reactions.
Methods: We analysed the results of 95 LTT tests, performed in 73 patients submitted to a drug allergy evaluation who were
diagnosed with a high level of certainty by clinic and skin tests. Drug classes, type of allergic reactions and time between those
and test execution were taken into account. Results: Results by drug classes showed sensitivity/specificity of 76,1% | 57,1% for
beta-lactams, 83,3% / 55,5% for non steroidal anti-inflammatory drugs, 88,9% / 100% for anticonvulsivants and 46,1% [ 66,7%
for non beta-lactam antibiotics. Conclusions: LTT sensitivity may be considered good, except for non beta-lactam antibiotics.
As expected, specificity was low for non steroidal anti-inflammatory drugs, but was lower than generally described for beta-
-lactams. Nevertheless, LTT showed a discriminative power of 70,6% in this study and allowed to confirm a drug allergy diag-
nosis in 36 cases, 58,1% of allergy sample cases, where skin tests were negative or impossible to perform. So, its use in drug

allergy is completely justified, although a careful clinical history and skin tests whenever possible must not be forgotten.

Keywords: Hypersensitivity drug reaction, lymphocyte transformation test, T cells.

INTRODUGAO dem ser muito diversos: as reagdes imediatas podem

manifestar-se como urticaria, angioedema, conjuntivite,

s reagoes de hipersensibilidade a farmacos (DHR)
constituem |5 % de todas as reagoes adversas a
farmacos, afetando mais de 7 % da populagao
em geral, constituindo um grave problema de satde pu-
blica'. Estas podem ser alérgicas ou nio alérgicas, sendo
as DHR mediadas imunologicamente denominadas rea-
¢oes alérgicas a firmacos'. Sio tipicamente imprevisiveis
e podem ser fatais, implicando assim alteracoes de tera-

péutica. Os quadros clinicos das reagoes a farmacos po-

rinite, broncospasmo, sintomas gastrintestinais, choque
anafilatico; nas reagoes nao imediatas surgem mais fre-
quentemente os exantemas maculopapulares, mas tam-
bém reagdes cutineo-mucosas de varios tipos, com ou
sem compromisso sistémico, ou ainda lesGes de 6rgaos
ou sistemas sem atingimento cutdneo. De notar que um
mesmo farmaco pode levar a manifestages de hipersen-
sibilidade diferentes, na dependéncia de diferentes me-

canismos imunopatoldgicos. Um diagnéstico definitivo,
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de forma a permitir opgdes terapéuticas medidas pre-
ventivas adequadas requer habitualmente um estudo
completo de alergia a farmacos. No entanto, uma abor-
dagem sistematica estandardizada para o diagnostico e
orientagcdo das DHR é ainda um desafio.

O teste de transformagao linfocitaria (TTL) tem vindo
a contribuir para uma melhor compreensao da hipersensi-
bilidade a farmacos, tendo um elevado potencial diagnéstico
nesta situagao, dado basear-se na dete¢ao de uma resposta
proliferativa de células T usando como estimulo o farmaco
suspeito, sabendo-se que esse tipo de resposta esta presen-
te em quase todas as reagoes alérgicas a farmacos, do tipo
| ao tipo IV2. Desempenha um papel particularmente im-
portante no estudo das reagoes tardias graves, nomeada-
mente na sindrome Stevens-Johnson (S)S), necrdlise epidér-
mica téxica ou sindrome de Lyell e na drug reaction with
eosinophilia and systemic symptoms (DRESS), onde o estudo
alergologico in vivo é limitado pela gravidade das reagoes.

O TTL tem vindo a ser utilizado ha mais de trés dé-
cadas, com sensibilidades variaveis, na ordem dos 60-70 %
e especificidades rondando os 85 %°. Estes parimetros
sao, contudo, variaveis e dependentes de fatores como
o farmaco estudado, sendo descritas geralmente como
superiores nos beta-lactamicos (grupo mais estudado) e
nos anticonvulsivantes®. Dependem também da manifes-
tagao clinica em causa, sendo apontados como mais as-
sociados a positividades no TTL o exantema maculopa-
pular, o eritema fixo, a eosinofilia, a sindrome de DRESS,
as reagoes alérgicas “de orgio”, como as hepatites, a
urticaria e a anafilaxia?. De referir que alguns farmacos,
como a vancomicina, os anti-inflamatorios nao esteroides
(AINE) e os meios de contraste podem aumentar a pro-
liferacio mesmo em doentes nio sensibilizados?, levando
a resultados falsos positivos do TTL.

Segundo alguns autores, a fiabilidade da resposta do
TTL sera fortemente influenciada pelo momento da sua
realizacao em termos de tempo decorrido desde a rea-
cio¥* (Kano et al) definem tempos timos para a reali-
zagdo do TTL, que seriam a primeira semana apés o

aparecimento da erupgao cutanea em doentes com exan-

tema maculopapulares, SJS e sindrome de Lyell e as 5-8
semanas em casos de sindrome de DRESS*.

Ainda assim, o Grupo de Interesse de “Alergia Medi-
camentosa” da Academia Europeia de Alergia e Imuno-
logia Clinica, considerou que uma recomendagao de grau
elevado para a realizagao do TTL estara ainda dependen-
te da sua validagao, que implicara a realizagdo de estudos
mais amplos e melhor controlados®.

Neste contexto, este estudo tem por objetivo avaliar
o desempenho do TTL na identificagao dos farmacos
responsaveis por reagoes alérgicas e aferir os seus crité-
rios de positividade, diferenciando os varios grupos far-

macologicos e as reagdes observadas.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os processos clinicos de 95 doentes
estudados em consulta de Imunoalergologia num periodo
de 5 anos por reagoes de hipersensibilidade a farmacos
em que foi possivel estabelecer um diagndstico com um
elevado grau de probabilidade.

Foram registados o sexo, a idade dos doentes, o tipo
de reagao, os farmacos suspeitos, os resultados dos tes-
tes cutdneos e das provas de provocagao, os resultados
do TTL e o tempo decorrido entre a reagao e realizagao
dos testes.

Os testes cutaneos e as provas de provocacao dos
farmacos foram realizados de acordo com o manual de
boas praticas de Imunoalergologia®.

Nos testes cutaneos foram utilizadas concentragdes
comprovadamente nio irritativas’. As leituras foram feitas
aos 20 minutos e as 48 horas. Os testes cutaneos por
picada foram considerados positivos se a correspondente
papula atingia um didametro médio superior em 3 mm ao
controlo negativo e tinha um eritema circundante. Para
os testes intradérmicos, realizados sé quando existia for-
mulacao parentérica do farmaco, o critério de positivida-
de consistiu no aumento de 3 mm do didmetro médio da

papula de inoculagao, com eritema circundante. Relativa-
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mente aos testes epicutaneos, as leituras foram realizadas
as 48 e as 96 horas, pelo menos 20 minutos apds a sua
remogao, sendo considerados positivos quando induziram
a formagao de eritema, papula, vesiculas ou bolhas.

Nas provas de provocagao foi utilizado um protocolo
aberto e consideradas positivas se levaram ao desencadear
de sinais e sintomas objetivaveis, reproduzindo a clinica
da reacdo em estudo. Foi administrado o farmaco a testar,
iniciando numa dose provavelmente nao indutora de rea-
¢ao, prosseguindo-se com doses entre duplas e triplas da
dose anterior, com intervalos nunca inferiores a 20 minu-
tos. A prova era interrompida no caso de se verificar uma
reagao, ou quando a dose cumulativa atingia o valor da
dose média de toma do farmaco em questao para o doen-
te. O periodo de vigilancia de eventual reagao estendia-se
10 dias. Os doentes, em geral, foram instruidos para nao
tomar anti-histaminicos ou antidepressivos nos 5 dias,
nem corticosteroides nos 7 dias anteriores a prova®. Para
todas as provas foi obtido o consentimento informado do
doente ou do seu representante.

O TTL tem, neste caso, a finalidade de detetar uma
resposta mediada por células T a um farmaco. Esse tipo
de resposta esta presente em quase todas as reagoes
alérgicas a farmacos, do tipo | ao tipo IV, o que confere
ao método um elevado potencial diagnéstico. Realiza-se
uma cultura de células mononucleadas do sangue perifé-
rico na presenca de varias concentragées do farmaco em
estudo e a sua proliferacao é medida pela incorporagao
de H-timidina. O indice de estimulagdo (IE) é calculado
por comparagao da proliferagao medida nessa cultura e
a medida numa cultura de controlo, realizada sem a pre-
senca do farmaco. Desde ha alguns anos, assumindo que
os clones especificos T ndo estardo homogeneamente
distribuidos e no sentido de otimizar resultados, o nosso
grupo passou a realizar a cultura utilizando 24 réplicas,
em vez das 3 réplicas utilizadas pela maioria dos autores’
e o calculo do IE baseia-se nos valores outlier, ao invés de
uma razdo entre as médias’. Um IE > 3 foi considerado
positivo, critério semelhante ao utilizado habitualmente

por outros autoresz.

Foi avaliada a adequagdo do cut-off e o poder discri-
minativo do TTL por curva ROC (Caracteristica de ope-
ragdo do recetor). Foram calculadas a sensibilidade e
especificidade para varios grupos farmacolégicos e com-
parados os tempos decorridos entre a reagao e a execu-
¢ao do teste (teste T).

O programa utilizado foi o SPSS Statistics versao 21.

RESULTADOS

Foram realizados 95 TTL em 73 doentes, 53 do sexo
feminino e 20 do masculino, com idades entre os 4 e 88
anos, média de 47,1 + 21,9.

Os farmacos suspeitos foram antibioticos beta-lactamicos
em 46 casos (48,4 %), outros antibidticos em 16 (16,8 %),
AINE em 15 (15,5 %), anticonvulsivantes em 9 (9,5 %) e
“outros farmacos” em 9 (9,5 %), encontrando-se discrimi-
nados no Quadro |. Das reagoes alérgicas verificadas (Qua-
dro 2) salienta-se o exantema maculopapular em 60 % dos
casos, a urticaria em 10,5 % e o eritema fixo em 9,5 %.

Foram estabelecidos 62 diagnosticos de alergia a um
farmaco com base na historia clinica e em 18 deles na po-
sitividade de testes cutineos, por picada e/ou intradérmicos
e/ou epicutaneos. Foi excluido o diagndstico de alergia em
33 casos, em 25 deles por prova de provocagao negativa.

Considerando a globalidade dos resultados, a andlise dos
valores dos IE obtidos no TTL por curva ROC demonstrou
um poder discriminativo do teste de 70,6 % (area abaixo da
curva), correspondendo ao valor de 3,25 uma sensibilidade
de 72,6 % e uma especificidade de 60,6 % (Figura ).

Os resultados dos TTL para os antibidticos beta-
-lactamicos estao descritos no Quadro 3. Obteve-se neste
grupo uma sensibilidade de 76 % e uma especificidade de
57,1 %. Cinco dos 9 falsos positivos verificaram-se para a
amoxicilinatacido clavulanico. O Quadro 3 resume os re-
sultados do TTL para os AINE, grupo em que se obteve
uma sensibilidade de 83,3 % e uma especificidade de 55,5 %.
Os resultados para os antibidticos nao beta-lactamicos

(Quadro 3) mostram uma sensibilidade de 46,1 % e uma
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Quadro I. Farmacos suspeitos

Quadro 2. Tipos de reagdes alérgicas e resultados do TTL

especificidade de 66,7 %; dos 7 falsos negativos encontrados,
6 verificaram-se com o cotrimoxazol, tendo 3 destes valo-
res de indice de estimulagdo entre 2 e 3. No grupo dos
anticonvulsivantes nao se verificaram falsos positivos e
houve apenas um falso negativo para a lamotrigina. Resul-
tados semelhantes obtiveram-se no grupo de outros far-

macos, sendo o falso positivo, neste caso, com o fluconazol.

1 - Especificidade

Classe Farmaco N - Classificacdao
' — doTTL
Amoxicilina + Acido clavulanico | 28
Penicilina 4 N % VN | FP |FN | VP
Flucloxacilina 4 EMP 57 60,0% 8 8 | 12|29
Botalacidmi Piperacilina/Tazobactam 3 Urticdria 10 10,5% | 4 0|3
ta-lacta
cra-actamico Amonicilina 2 Eritema fixo 9| 95% |31 ] 14
Ampicilina 2 SDRIFE 4 4,2% |0 1 ]2
Cefuroxime 2 Lyell 3 3,2% 0 | 0 2
Meropenem I Stevens Jonhson 2 2,1% 0|0 |1 |
Ibuprofeno 8 Anafilaxia 2 2,1% 0 | 0 |
Diclofenac 2 Dermatite bolhosa 2 2,1% | 0 0 |
AINE Etoricoxib 2 DRESS 2 2,1% 0] O | |
Metamizol 2 Hepatite | 1,1% 0 0 0 |
Paracetamol I SWEET | 1,1% 0|0 |0 |
Carbamazepina 3 Conjuntivite | [,1% I 0] O
Lamotrigina 3 Descamagao palmar | | 1,1% I 10| 0
Anticonvulsivante
Fenitoina 2
Levatiracetam |
CurvaROC
Cotrimoxazol 10 10 7
/
Ciprofloxacina Vs 7
ABNBL Claritromicina I /"
0.8 y
Clindamicina | //'
Levofloxacina | S/ :
. @ u /
Alopurinol 2 E 06 ,,/
Fluconazol 2 E 4
Irbesartan | 2 y
& 04
Qutros Cetoconazol | //
Clotrimazol | y /
%
Esomeprazol I 02+ /
Febuxostat | / /
yd
0.0 . T T T
00 02 04 06 08 10

Figura |I. TTL — Curva ROC

O Quadro 2 resume os resultados do TTL em funcio

da reagao alérgica verificada. Verifica-se que a maioria

das positividades foram observadas no exantema macu-
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Quadro 3. Resultados dos TTL — beta-lactamicos, AINE e
antibidticos nio beta-lactimicos

Beta- Antibioticos
Classificacio |.Jactamicos| ~INE ndo beta-
TTL -lactamicos
N % N % N %
VN 12 26,1 5 333 2 12,5
FP 9 196 | 4 26,7 | 6,3
FN 6 13,0 I 67 |7 43,8
VP 19 41,3 5 333 6 37,5
Total 46 | 100,0 [ 15| 100,0 | 16| 100,0

lopapular, mas também que 75 % dos falsos negativos e
mais de metade dos falsos positivos correspondem a
quadros de exantema maculopapular.

As médias do tempo decorrido desde a reagao até a
execugao do TTL, em meses, foram de 12,8 * 41,9 no gru-
po com testes negativos e de 29,8 + 96,2 no grupo com TTL
positivos, nao havendo diferenga significativa entre elas.

Considerando a totalidade da amostra estudada, o TTL
foi positivo em 25 casos de alergia em que os testes cuta-
neos foram negativos e em || em que nao puderam ser
realizados. Por outro lado, foi negativo em 7 doentes com

testes cutdneos positivos.

DISCUSSAO

Antes do mais ha que salientar que o diagnostico final
de alergia, que esta na base da analise dos resultados do
TTL, comporta um apreciavel grau de incerteza em todos
os estudos publicados. Este facto é inevitavel pela impos-
sibilidade de fazer provas de provocagao em muitos dos
casos. Os critérios para o diagnéstico de alergia neste
trabalho foram semelhantes aos utilizados em geral nas
publicagdes sobre este assunto?.

O poder de discriminagdo que o TTL evidenciou na

nossa amostra em geral é razoavel e o cut-off de 3 para

o indice de estimulacio utilizado neste trabalho, como

alias pela generalidade dos autores?

, € suportado pela
relagdo entre os valores de sensibilidade e especificidade
da curva ROC.

Numa primeira anélise verifica-se que a baixa espe-
cificidade foi um ponto fraco doTTL.As razdes para este
resultado poderao, por um lado, estar relacionadas com
um eventual mecanismo de imunidade heterdloga, isto
é, com a existéncia de recetores das células T poliespe-
cificos'®, mecanismo que foi proposto como intervenien-
te na imunopatogénese das reagdes alérgicas a farmacos,
provavelmente coexistindo com os modelos descritos'?.
Por outro lado, a utilizagdo de farmacos nos TTL, que
nao estao na forma de substancia pura, como alguns
autores aconselham?, podera ser outro fator da baixa
especificidade observada. Esta baixa especificidade era,
de qualquer forma, esperada para o grupo dos AINE,
dado que a ocorréncia de falsos positivos com estes
farmacos tem sido referida na literatura3. J4 a especifici-
dade verificada para os antibioticos beta-lactamicos esta
francamente abaixo da referida por Pichler et al’. O fac-
to de uma parte importante dos falsos positivos se ter
verificado com a utilizacdo da amoxicilinat+acido clavu-
lanico sugere a hipotese e um efeito estimulante inespe-
cifico do clavulanato.

Nos resultados obtidos para os antibidticos nao beta-
-lactimicos, o resultado discordante da literatura? é a baixa
sensibilidade do TTL ao cotrimoxazol. No entanto, se con-
siderarmos os valores de indice de estimulacio entre 2 e
3 como positivos, o que alguns autores propoem para far-
macos nio beta-lactamicos, esta sensibilidade estaria mais
de acordo com os resultados obtidos por outros grupos.

Os bons resultados obtidos com os anticonvulsivantes
estao de acordo com os dados previamente publicados
para este grupo de farmacos?’.

Relativamente a relagao entre as reagoes alérgicas e
os resultados do TTL, o maior nimero de positividades
associado ao exantema maculopapular esta de acordo
com os resultados de outros grupos, mas também nao

surpreende que os exantemas maculopapulares aparegam
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associados a maioria dos falsos positivos e dos falsos
negativos, dada a sua predominancia na amostra analisa-
da, que ndo permite dar significado a estes resultados.

Também o tempo decorrido entre a reagao e a exe-
cugao dosTTL no nosso grupo nao permite comparagoes
ou conclusoes, dada a elevada dispersao dos tempos na
amostra, ébvia pelos desvios-padrao das médias.

Apesar de todos os pontos fracos, o TTL permitiu
confirmar a alergia a um farmaco em 36 casos cuja con-
firmacao nao foi possivel por testes cutaneos, represen-
tando este numero 58,1% dos casos de alergia da amos-
tra estudada. Para além disso, evidenciou uma provavel
capacidade de identificar reatividade alérgica em varios

grupos e farmacos.

CONCLUSOES

O TTL revelou-se como um teste com razoavel poder
de discriminagao na identificagdo de um farmaco como
causa de reagdo alérgica. No entanto, o diagnostico nao
podera dispensar uma cuidada analise da histéria clinica
e a execugao de testes cutaneos, quando possivel.

Deverao ser revistos alguns pormenores de execugao
técnica, como a forma do farmaco utilizada, no sentido
de otimizar os resultados.

A interpretagdo dos indices de estimulagiao obtidos
devera ser revista e provavelmente ajustada de acordo
com o farmaco estudado.

Serao necessarios estudos mais alargados da sua uti-
lizagdo em varios grupos de farmacos.

Apesar dos seus pontos fracos, o facto de detetar um
mecanismo envolvido na quase totalidade das reagoes
alérgicas a farmacos, os seus resultados, a auséncia de
risco associado e a inexisténcia de técnicas in vitro alter-
nativas com bons resultados, justificam amplamente a sua

utilizagdo no estudo da alergia a farmacos.
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