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RESUMO

O aumento da frequéncia das reac¢des de hipersensibilidade a alimentos e farmacos constitui um desafio perma-
nente ao desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico. Os autores efectuam uma meta-analise da aplicagido do
teste de activagdo dos basoéfilos (TAB) no diagnéstico de reacgdes de hipersensibilidade a alimentos e farmacos. Os
diversos estudos publicados sustentam uma elevada sensibilidade e especificidade do método desde que se observem,
na sua execugio, determinados requisitos técnicos. Estao descritas correlagdes positivas e com significado estatistico
entre os resultados do TAB e os de outros métodos de diagnéstico de uso corrente, tais como testes cutineos, dosea-

mentos de IgE especifica e prova de provocagdo oral controlada. A utilizagio combinada do TAB com outros méto-
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dos parece favorecer a eficacia diagnéstica. Actualmente, o conhecimento da aplicabilidade do TAB, assim como das
suas vantagens e limitagdes, é fundamental. Numa abordagem que se pretende economicamente viavel, a eficiéncia no
diagnostico definitivo das reacgdes de hipersensibilidade sera condicionada, seguramente, pela utilizagdo correcta dos

diversos métodos disponiveis.

Palavras chave: Teste de activacio dos basofilos, hipersensibilidade, alimentos, farmacos, testes cutineos, IgE especi-

fica, prova de provocacio oral.

ABSTRACT

The increase in the prevalence of adverse reactions to foods and drugs represents a constant challenge to the development
of new methods of diagnosis. A meta-analysis on published studies concerning the clinical usefulness of the Basophil activation
test (BAT) in these reactions was performed. High sensibilities and specificities can be achieved if certain technical requirements
are observed. BAT results have a positive and high significant correlations with other routine diagnostic methods such as skin
tests, serum specific IgE and oral controlled challenge. Efficacy of diagnosis can be improved with the combined use of BAT and
other techniques. In order to achieve a well-conducted evaluation on the diagnosis of hypersensitivity reactions to foods and
drugs the best options should be chosen. Concerning BAT, the present knowledge of its usefulness, advantages and limitations

is therefore relevant.

Key-words: Basophil activation test, hypersensitivity, foods, drugs, skin tests, serum specific IgE, oral challenge test.

INTRODUGAO Alergologia e Imunologia Clinica, as reac¢des devem

denominar-se alérgicas, sempre que se demonstre um

s reac¢bes de hipersensibilidade a alimentos e mecanismo imunolégico subjacente, mediado por
farmacos sdo cada vez mais frequentes, anticorpos ou por células'.

constituindo um problema de saide publica Os mecanismos de estimulagio celular iniciam-se,

relevante. habitualmente, pela activagio de receptores de mem-

Considerando a actual classificagio proposta pelo brana, desencadeando cascatas de eventos intracelulares

Comité de nomenclatura da Academia Europeia de conducentes a desgranulagio, libertagio de mediadores
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inflamatérios pré-formados, assim como sintese de novo
de metabolitos de membrana e citocinas, responsaveis
pelas manifestagdes clinicas de alergiaz. Nas reacgdes
mediadas pela IgE, a activagido do basdfilo e do mastdcito
resulta da ligacdo do alergénio a duas moléculas de IgE
especifica adjacentesz.

O CDé63 é uma glicoproteina de 53 kDa presente nos
granulos citoplasmaticos de diversas células inactivas, em
particular dos baséfilos . A sua expressdo na membrana
de basdfilos humanos, apds activagdo in vitro por alergé-
nios ou anticorpos IgE via receptor de alta afinidade
(FceRI), foi demonstrada por diversos investigadores”.
A desgranulagio dos basofilos correlaciona-se forte-
mente com esta expressdo, o que permite considerar o
CDé63 um marcador ideal para o estudo de activa¢io dos
bassfilos .

No estudo das reacgdes alérgicas, a recolha de uma
anamnese detalhada é fundamental para o diagndstico
correcto, orientando o pedido de exames complemen-
tares. Por este motivo, a realizagio de testes objectivos in
vivo e/ou in vitro é essencial para confirmar a suspeita clinica.

Os métodos disponiveis para o diagndstico de
reac¢cdes mediadas pela IgE incluem a realizagdo de
testes cutdneos, determinagido de IgE especifica, testes
funcionais in vitro e prova de provocagio oral con-
trolada”.

Os testes cutineos por picada podem ndo ser
exequiveis, particularmente se existem lesdes cutaneas
generalizadas, sendo mesmo contra-indicados em
situagdes que envolvam o risco de choque anafilactico.
Também poderdo, por vezes, conduzir a resultados
falsamente negativos ou positivosml.

O doseamento de IgE especifica, apesar de apre-
sentar, de um modo geral, uma especificidade relativa-
mente elevada no diagndstico das reacgdes mediadas
pela IgE, tem frequentemente uma sensibilidade inferior
a dos testes cutineos por picadalz. No entanto, existem
situagdes em que, lamentavelmente, os alergénios
necessarios a determinagio da IgE especifica ndo se

. ’ . 13
encontram dlsponlvels .

As restricdes apontadas anteriormente impdem que,
em certos casos, s um teste de provocagido permita a
demonstragdo clinica da reactividade. A prova de
provocacgio oral estandardizada e controlada por place-
bo, apesar de constituir o método mais fidedigno no
diagndstico definitivo das reacgdes de hipersensibilidade,
ndo é isenta de riscos, sendo a anafilaxia uma contra-indi-
cacio absoluta a sua execucio. Tratando-se de um
método moroso e dispendioso, a sua utilizagio como
método de rotina torna-se, na pratica, incomportavel.

Os testes para diagnostico de alergia, baseados na
activagdo in vitro dos basofilos sanguineos em presenca
do alergénio suspeito, foram descritos na literatura ha ja
muitos anos . Alguns baseiam-se na libertagio de
mediadores, como a histamina e os sulfidoleucotrienos
(CAST — Cellular Allergen Stimulation Test), e outros na
observacdo microscépica directa da desgranulagio dos
baséfilos .

A identificagdo do aumento da expressio de
marcadores de superficie dos basofilos por citometria de
fluxo, apos estimulagdo com alergénios ou farmacos, é
um método recente na investigagio da aIergiaM. A
descoberta do marcador de activagio dos basdfilos,
CDé63, foi responsavel pelo desenvolvimento do FAST
(Flow Cytometric Cellular Allergen Stimulation Test). Esta
técnica, também denominada teste de activacio dos
basoéfilos (TAB), baseia-se na detecgdo, por citometria de
fluxo, de CD63 em basdfilos estimulados, como indi-
cador da activa¢do induzida em presenca de alergénios
ou farmacos . Em casos particulares, a combinagio deste
teste com outros, nomeadamente com a libertacio de
sulfidoleucotrienos pelos basofilos estimulados por
alergénios (CAST), demonstrou maior sensibilidade e
especificidade relativamente a outros testes in Vvitro,
incluindo a determinagio de IgE especificaz.

Sanz et al validaram o TAB como método de diag-
néstico nas reacgdes mediadas pela IgE a alergénios
inalantes, comparativamente a outros métodos conven-
cionais utilizados por rotina, tais como testes cutaneos,

determinagdo de IgE especifica e testes de libertagdo de
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histamina e leucotrienos’. Num estudo efectuado em
atopicos sensibilizados a Dermatophagoides pteronyssinus
e Lolium perenne estabeleceram-se, como resultado
positivo do TAB para os alergénios inalantes, o ponto de
cut-off de 15% de basofilos activados, mediante a anilise
de curvas ROC (receiver operating characteristic). A andlise
destas curvas permite determinar os valores de cut-off
que conduzem a obten¢io de percentagens mais elevadas
de sensibilidade e especificidade.

Virios estudos publicados demonstraram a utilidade
do TAB na deteccdo de reacgdes alérgicas mediadas pela
IgE a alergénios inalantes comuns”™*”, alergénios alimen-
tares , litex e veneno de himenépterosu. Esta técnica
¢ também importante no diagndstico de reacgdes alér-
gicas a firmacos, como relaxantes musculares , beta-lac-
tamicos” e metamizol . Num estudo realizado recente-
mente por Sanz et al, o TAB revelou-se como um método
com elevada sensibilidade e especificidade no diagnéstico
de reacgbes de hipersensibilidade aos anti-inflamatérios

ndo esteroides (AINEs)zs'zg.

DESCRICAO SUMARIA DA TECNICA

O TAB constitui actualmente uma técnica de facil
execucio. Contudo, De Weck et al sublinharam a ne-
cessidade de observacdo de determinados pormenores
para obtencio de sensibilidades e especificidades
6ptimasz. Assim, a utilizacdo de leucédcitos isolados em
vez de sangue total, a optimizagdo do processamento das
amostras de sangue, o uso de controlos positivos e
negativos adequados e a escolha das concentragdes de
alergénios e firmacos mais convenientes sdo premissas

essenciais a eficiéncia da técnica.

I. Processamento da amostra

O sangue é recolhido em tubos de 7 ml com anti-coa-
gulante ACD (adenina-citrato-dextrose), podendo ser
conservado a 4° C, durante 24 horas. Deve solicitar-se um

tubo por cada trés alergénios.

2. Separacao de células

A amostra é submetida a centrifugagio a 4° C durante
10 minutos a 1600 rpm. Apds retirar o sobrenadante,
recolhe-se o halo de células com agulha e seringa, colo-
cando-o num tubo de plastico.

O halo de células é centrifugado a 4° C durante 10
minutos a 1600 rpm. Retira-se de novo o sobrenadante,
com agulha e seringa, mantendo aproximadamente um
volume de 500ul. A cada tubo adicionam-se 500ul de
Stimulation Buffer (SB) e 10 pl de heparina, agitando

suavemente. O SB contém heparina e interleucina 3.

3. Preparacdo das diluicoes de alergénios

3.1 Alimentos e inalantes

As diluicbes preparam-se a partir de uma concen-
tragdo dos alergénios de |Oug/ml.

1/8 = [0yl (alergénio) + 70ul (SB) = 80ul

1/32 = 20yl (diluigdo1/8) + 60ul (SB) = 80l

3.2 Farmacos

As diluigdes dos farmacos preparam-se a partir das
formulagdes utilizadas na clinica, excepto para os anti-
bioticos B-lactamicos, em que se utilizam as concentra-

¢Oes a seguir indicadas:

Farmaco Conc. Inicial Conc. Final
Bencilpenicilina 4 mg/ml 2 mg/ml
| mg/ml 0.5mg/ml
Ampicilina 2.4 mg/ml [.2 mg/ml
0.6 mg/ml 0.3 mg/ml
Amoxicilina 2.4 mg/ml [.2 mg/ml
0.6 mg/ml 0.3mg/ml
MDM | mg/ml 0.5 mg/ml
0.5 mg/ml 0.25 mg/ml
PPL 50 microg/ml 25 microg/ml
25 microg/ml 12.5 microg/ml
Cefuroxima 2.4 mg/ml [.2 mg/ml
0.6 mg/ml 0.3 mg/ml
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Quando se pretendem investigar novos firmacos, é
imprescindivel testa-los em pelo menos duas concentra-
¢oes diferentes, preferencialmente em cinco. Deve ainda
proceder-se a execugio de estudos de viabilidade celular,
para excluir concentragdes potencialmente citotdxicas.
Nos estudos de viabilidade celular indirectos ou
funcionais determina-se a percentagem de activagio de
basofilos em individuos atépicos, em presenga do
alergénio inalante a que se encontram sensibilizados.
Posteriormente, procede-se a comparagio dos resulta-
dos com os que se obtém utilizando diferentes concen-
tracdes do firmaco a testar. A diminuicio do nimero
total de células ou de basdfilos activados sugere citoto-
xicidade, permitindo a selecgdo das concentragdes ideais
a utilizar no TAB para o farmaco em questio. Os estudos
de viabilidade celular directos sdo aqueles em que se
procede a contagem de células vivas, apos estimulagao
com diferentes concentragdes do farmaco. Se a percen-
tagem de células vivas for superior a 70%, a concen-

tracdo testada nio é considerada citotdxica.

4. Fase de incubac¢do com o alergénio

Preparam-se os tubos de citometria com 50 pl das
diferentes diluigdes de alergénio. A técnica utiliza sempre
dois controlos negativos (SB) e um positivo (SC- Stimu-
lation control), que contém anti-IgE para receptores de
alta afinidade.

A cada tubo adicionam-se 50 pl de suspensio de
células, agitando suavemente. Os tubos sdo incubados a
37° C durante 40 minutos. Posteriormente adicionam-se
100 pl de solugdo tampio (HEPES, NaCl, KCI, EDTA, pH
7,3) e centrifugam-se os tubos a 4° C, durante 5 minutos
a 2250 rpm.

5. Determinacao de células marcadas

Retiram-se 120 pl de sobrenadante e adicionam-se
20 pul de solugio monoclonal. Esta solugio contém anti-
-IgE marcada com *FITC e anti-CDé63 marcado com *PE.
Os tubos sdo incubados na obscuridade a 4° C, durante

30 minutos. Adicionam-se posteriormente 4 ml de solu-

¢do de lise, que deverd actuar durante 5 minutos. Blo-
queia-se a reacgao com | ml de solugido tampao HEPES.
Apos centrifugagido, durante 5 minutos, a 2250 rpm,
decantam-se os tubos e adicionam-se 500 pl de solugio
tampao HEPES.

Finalmente, apods agitagdo suave de cada tubo,
procede-se a leitura dos resultados num citémetro de
fluxo (Becton Dickinson™), utilizando o software
CellQuest.

Em suma, trata-se de uma técnica de diagnostico in
vitro, ndo invasiva, segura, Util, reprodutivel e rapida, que
pode ser realizada 24 a 48 horas apos a colheita san-
guinea, permitindo testar qualquer alergénio ou farma-
o Sempre que possivel, a técnica devera ser efectuada
nas primeiras 24 horas. De Weck et al demonstraram que
a percentagem de activagio dos basoéfilos decresce a partir
das 24 horas, podendo conduzir a resultados falsamente
negativos as 48 horas, particularmente quando s3o tes-

2
tados famacos .

AVALIAGCAO DOS RESULTADOS

O nUmero absoluto de baséfilos e a percentagem de
basofilos activados sio os parametros a considerar na
avaliagdo dos resultados do TAB. Idealmente, o nimero
absoluto de baséfilos contabilizados no citometro devera
aproximar-se de 500, ndo devendo nunca ser inferior a
150"

No Quadro | indicam-se os critérios de positividade
e valores de cut-off estabelecidos por Sanz et al, com base
nos trabalhos dos diversos grupos com reconhecida
experiéncia na aplicagdo desta técnica’. Os cut-off sdo
estabelecidos para valores de sensibilidade e especifi-
cidade optimos, mediante a analise de curvas ROC. A
necessidade de definigdo de cut-off resulta de uma grande
variabilidade nas percentagens de activagio, consoante o
tipo de alergénio utilizado. Assim, para os alimentos,

podem encontrar-se percentagens de activagio relativa-
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Quadro . Interpretagio dos resultados do teste de activagio dos basdfilos (TAB)

CRITERIOS DE POSITIVIDADE NA INTERPRETACAO DO TAB

Inalantes, alimentos e Anisakis:
%BA >15%

Critério A
(percentagem de basdfilos
activados - %BA)

Latex:
%BA > 10%

Farmacos:
%BA > 5%

(indice de estimulagio - SI)

SI>2

(SI' = %BA apos estimulagdo
alergénica/ %BA no con-
trolo negativo)

Critério B

O TAB é considerado positivo sempre que os critérios A e B se verificam simultaneamente

mente elevadas, para as quais contribuem, muitas vezes,
processos de estimulagio inespecifica in vitro. Por outro
lado, no estudo dos firmacos encontram-se, com
frequéncia, percentagens de activagdo relativamente mais
baixas, o que conduz, necessariamente, a utilizagdo de
cut-off inferiores.

Os individuos atopicos, com elevados niveis de IgE,
apresentam frequentemente percentagens de activagao
no controlo positivo superiores as encontradas em

Ie . ~ 7 . 2
controlos saudaveis ndo atopicos .

Particularidades

Nos critérios de positividade, é importante considerar,
para além da percentagem de activagdo, o nimero abso-
luto de células. Nos casos em que se obtém um nimero
absoluto de células baixo, a utilizacgido de 2 controlos
negativos permite seleccionar o que apresenta, contudo,
um maior numero de células. Nestes casos, dever-se-a
valorizar, simultaneamente, a percentagem de activagio e
o nimero absoluto de células. O controlo negativo que
apresenta uma menor percentagem de activagdo podera
ser o seleccionado, se apresentar um nimero absoluto de

células consideravelmente superior.

Controlo negativo positivo
Se o controlo negativo for positivo podemos

considerar que esta situagdo indicia uma anormal estimu-

lagdo basal (ex: inflamagdo, infecgdo, contacto recente
com o alergénio) e devemos aconselhar a repeti¢io da

. . 2
anallse, posteriormente .

Controlo positivo negativo

Em algumas situagdes o controlo positivo (anti-IgE) é
negativo, o que poderd, eventualmente, resultar da au-
séncia de receptores para IgE, sendo este fendmeno mais
frequente em doentes ndo atopicos. Valores de activagao
dos baséfilos pelo controlo positivo entre 12% e 30% sao
considerados baixos, sendo considerados negativos
quando inferiores a 12%. Na casuistica de De Weck e
Sanz a percentagem de doentes em que a anti-IgE para
receptores de alta afinidade niao provoca activagio de
basofilos ndo parece exceder os 4%? embora alguns
autores apontem para valores de 5-25% . Nestes casos,
como o resultado do TAB nio é valorizivel, resultando

inconclusivo, ndo se recomenda a sua repeticio.

APLICACAO DO TAB NO ESTUDO
DE REACGCOES DE HIPERSENSIBILIDADE
A ALIMENTOS

O aumento da frequéncia das reacgdes a alimentos
constitui um desafio permanente ao desenvolvimento de

novos métodos de diagnostico, ja que, actualmente, a
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evicgido do alimento causal continua a ser a medida mais
eficaz no controlo desta alergia. Os testes cutdneos,
apesar de representarem um exame com elevada
reprodutibilidade, tém um valor preditivo positivo
inferior a 50%. Os testes cutaneos negativos a alimentos
conduzem a uma maior informacio na exclusio de
alergia alimentar mediada pela IgE, apresentando um
valor preditivo negativo superior a 95%"'. O dosea-
mento de IgE especifica a alimentos, apesar de apre-
sentar uma especificidade e valor preditivo negativo
habitualmente elevados, tem frequentemente uma
sensibilidade inferior a dos testes cutineos por picadam.

No estudo da alergia alimentar mediada pela IgE, o
exame laboratorial de rotina continua a ser a deter-
minac¢do de IgE especifica ao(s) alergénio(s) suspeito(s).
Os testes de activacido celular nio sio habitualmente
efectuados como exames de rotina, continuando a ser
encarados, pela grande maioria dos clinicos, como
exames de segunda linha®’. Contudo, poderio apresentar
algumas vantagens, pelo menos no plano tedrico, quando
comparados com a simples detecc¢do de anticorpos espe-
cificos circulantes. Hipoteticamente, ao permitirem o
estudo in vitro da reactividade celular do doente ao
alergénio especifico, avaliam ndo apenas a existéncia de
sensibilidade, mas possibilitam também uma aproxima-
¢d3o mais real ao mecanismo fisiopatolégico subjacente®.
Sob um ponto de vista conceptual, poder-se-do, assim,
encarar como estudos dinamicos in vitro.

Na alergia alimentar, a evolugdo para a tolerdncia
coexiste frequentemente com a manutengio de
sensibilizacdo. Os testes cutineos e a determinagio de
IgE especifica permanecem positivos, na auséncia de
reactividade clinica. Nestes casos, a realizacio do TAB
podera fornecer informagdo adicional sobre uma
provavel tolerancia.

Nos individuos com alergia alimentar, observa-se
frequentemente uma elevada libertagio espontinea de
histamina®*. Este facto podera reduzir a utilidade do teste
de libertagdo de histamina no diagndstico desta alergia.

Moneret-Vautrin et al aplicaram o CAST e o TAB no

diagnostico de alergia alimentar®. Concluiram que a
libertagao de LTC4 induzida pelo alergénio e o estudo de
activacdo de basofilos por determinagdo da expressdo do
CDé63, através de citometria de fluxo, sdo testes com
boa sensibilidade e especificidade. Neste estudo, de-
monstraram que, em doentes com alergia alimentar, a
libertacdo espontdnea de histamina ocorria na auséncia
de expressio de CD63 e de libertagio de LTCA4. Este
achado apoia o conceito de que esta libertagio nido
depende da desgranulagdo dos basoéfilos nem reflecte um
processo de activa¢do celular. O TAB e o CAST apre-
sentam assim maior utilidade relativamente ao teste de
libertagao de histamina, no diagnéstico de alergia ali-
mentar, em doentes com elevada libertagio espontinea
de histamina.

Garcia-Avilés et al determinaram por citometria de
fluxo a percentagem de basofilos activados expressando
o CDé63 apds estimulagdo in vitro por alergénios
alimentares'®. Os 74 doentes estudados apresentavam
clinica de urticaria, asma e/ou rinite alérgica apds inges-
tdo alimentar, encontrando-se sensibilizados aos alergé-
nios alimentares suspeitos (teste cutineos por picada e
doseamento de IgE especifica positivos). Nestes doentes
efectuaram, ainda, o teste de libertacdo de histamina e o
CAST para os alergénios estudados. Encontraram uma
correlagdo positiva com significado estatistico entre os
resultados do TAB e os dos testes cutaneos, do teste de
libertagio de histamina, da determinagio da IgE espe-
cifica e do CAST. Neste estudo, o TAB demonstrou uma
sensibilidade de 82,3% e uma especificidade de 62,5%,
para um cut-off de | 1%.

De Weck et al sublinharam que a utilizagdo de
alergénios alimentares estandardizados devera merecer
particular atengdo na obtencio de especificidades
adequadas®. Quando se utilizam alergénios alimentares
no TAB é frequente a obtengdo de percentagens de
activagdo muito elevadas para os controlos negativos,
comparativamente aos valores obtidos para alergénios
inalantes e farmacos. Provavelmente esta observacgio

resultard do facto de os extractos alimentares se encon-
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trarem frequentemente contaminados por compostos,
tais como lectinas, com capacidade de activar os basdfilos.

Nio existem, ainda, estudos publicados que com-
parem as sensibilidades, especificidades e valores
preditivos positivo e negativo do TAB com os da prova
de provocagio oral, no diagnostico de alergia alimentar.

Diversos estudos sugerem que concentragdes
elevadas de IgE especifica a alimentos sdo preditivas de
reactividade clinica a esses alimentos. Niveis elevados de
IgE especifica para determinados alimentos, como o ovo
(>6KU/1), o amendoim (>15KU/I), o peixe (>20KU/I) e o
leite (>32KU/I), permitiram calculos de valores predi-
tivos positivos superiores ou iguais a 95%, tornando
desnecessario, nestes casos, a realizagio da prova de
provocagio oral””.

Vila L et al demonstraram uma elevada sensibilidade
do CAST comparativamente aos testes cutidneos por
picada, determinacio de IgE especifica e prova de
provocagio oral, num grupo de 40 doentes com histéria
de reacgdo adversa apds ingestio alimentar . Estes
doentes apresentaram uma libertagdo de sulfidoleu-
cotrienos apods estimulagdo por alergénio significativa-
mente superior a dos dois grupos-controlo, constituidos
por 20 individuos saudaveis e |5 atépicos sensibilizados
a aeroalergénios. Relataram, ainda, que os doentes com
historia de anafilaxia apresentaram uma libertagdo de
sulfidoleucotrienos superior a dos doentes com manifes-
tagdes clinicas menos graves.

A realizagdo de estudos multicéntricos e em larga
escala, comparando as sensibilidades e especificidades do
TAB com a de outros exames utilizados como rotina no
diagndstico de alergia alimentar, é, neste momento,
fundamental. A determinagio dos valores preditivos
positivos para os diferentes alergénios podera, nalguns
casos, tornar desnecessdria a realizagdo da prova de
provocacio oral. Ao testar a reactividade celular do
basdfilo em presenca do alergénio especifico, poderemos
admitir a realizagdo de uma prova de provocacio in vitro.
Sera por isso importante correlacionar os resultados do

TAB com os da prova de provocagio oral e com as

determinagdes de IgE especifica, para a validagao do seu
uso corrente como método de diagnéstico in vitro.

O sucessivo aperfeicoamento das técnicas laborato-
riais aplicadas aos estudos funcionais conduzira certa-
mente a melhoria da eficicia diagndstica. No caso
particular da alergia alimentar, a melhoria da qualidade
dos extractos disponiveis para diagndstico podera incluir

a utilizagdo de alergénios recombinantes no TAB®**.

APLICACAO DO TAB NO ESTUDO

DE REACCOES DE HIPERSENSIBILIDADE
A FARMACOS/ANTI-INFLAMATORIOS
NAO ESTEROIDES

A hipersensibilidade a farmacos permanece uma das
areas mais complexas na pratica clinica da imunoaler-
gologia. A heterogeneidade do quadro clinico, da limitagdo
do conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos subja-
centes e dos factores predisponentes, escassez e a falta de
estandardizagdo dos métodos de diagndstico disponiveis
dificultam o seu diagndstico e, certamente, contribuem
para a subvaloriza¢do das reacgdes®.

Presentemente, o diagndstico das reacgdes de hiper-
sensibilidade a firmacos baseia-se numa histéria clinica
detalhada, testes cutaneos, disponiveis para apenas
alguns farmacos, e provas de provocagio, indubitavel-
mente as que apresentam maior sensibilidade, embora
acarretem riscos consideraveis .

A utilizacdo do teste de activacio dos baséfilos como
método de diagnostico no ambito da alergia a farmacos
¢ muito recente. No que respeita aos farmacos que
podem induzir reacgdes alérgicas mediadas pela IgE, de
que sdo exemplo os beta-lactimicos*** e o metamizol
varios ensaios clinicos controlados comprovam a utili-
dade do TAB no esclarecimento do diagndstico.

As reac¢bes de hipersensibilidade aos anti-inflama-
torios nao esterodides (AINEs), e em particular ao acido
acetilsalicilico (AAS), manifestam-se por sintomas respi-

ratorios (rinossinusite crénica, polipose nasal e asma)
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elou cutineos (urticdria e angioedema), que podem ser
graves e inclusivamente fatais representando cerca de
20 a 25% de todas as reacgbes de hipersensibilidade a
farmacos®.

Com a provavel excepgio dos raros casos de choque
anafilactico®, é globalmente aceite que as reacgbes de
hipersensibilidade ao AAS e AINEs nio dependem da
produgdo de IgE especifica, mas assentam em outros
mecanismos, em particular na inibigdo da cicloxigenase
(COX). A inibicado da COX-1 resulta na diminuigio da
producio de prostaglandina E: (PGE:), que regula a
produgdo de sulfidoleucotrienos e a libertagido de outros
mediadores pelos mastécitos. Os sulfidoleucotrienos,
produzidos em maior quantidade pelos doentes com
hipersensibilidade ao AAS/AINEs sdo considerados os
principais mediadores neste tipo de reacgdes**.

Apesar da incontestavel produgido de sulfidoleuco-
trienos por doentes com hipersensibilidade ao
AAS/AINEs quando submetidos a provocagdo com o
farmaco suspeito, estudos publicados utilizando a técnica
de CAST neste diagnéstico revelam resultados algo
contraditérios, alguns apontando para uma baixa
sensibilidade, apesar de uma elevada especificidade**.

Recentemente, o desenvolvimento do TAB e a sua
combinagdo com o CAST reacenderam a polémica
envolvendo a aplicagdo dos testes in vitro no diagndstico
de reaccdes de hipersensibilidade ao AAS/AINEs, com a
apresentagdo de resultados mais animadores®**,

Sainte-Laudy e Vallon investigaram 9 doentes com
suspeita de anafilaxia induzida por aspirina e mediada
pela IgE, com base na histéria clinica, testes cutidneos por
picada e intradérmicos, determinagio de IgE especifica e
TAB. Verificaram positividade do TAB nos 7 doentes em
que foi aplicado e uma forte associagdo entre este
método e uma histdria clinica sugestiva, testes cutaneos
positivos, em particular intradérmicos, e presenga de IgE
especifica. Os diferentes métodos aplicados em contro-
los saudaveis foram consistentemente negativos®.

Gamboa et al utilizaram também esta técnica no

estudo de 60 doentes com hipersensibilidade ao

AAS/AINEs (38 com sintomas cutaneos, 20 com sinto-
mas respiratérios e 2 com ambos), documentada pela
histéria clinica ou por prova de provocagiao oral, e 30
controlos (15 asmaticos) com tolerdncia demonstrada a
estes farmacos. Verificaram uma sensibilidade do teste
de 43,3%, uma especificidade de 100%, um valor predi-
tivo positivo de 100% e um valor preditivo negativo de
99,4%, apos estimulagido isolada com duas diferentes
concentragdes de AAS (1,25 mg/ml; 0,3 mg/ml). Quando
utilizados quatro farmacos (AAS, paracetamol, meta-
mizol e diclofenac), a sensibilidade global aumentou para
63,3% e a especificidade decresceu, mantendo-se, no
entanto, superior a 90%, pelo que concluiram tratar-se
de uma alternativa valida as provas de provocagdo oral.
O naproxeno foi considerado um caso especial porque,
quando testado na concentragdao mais elevada (5 mg/ml),
induz a activagdo de basdfilos, nio s6 em doentes com
hipersensibilidade a AINEs, também em quase todos os
controlos®. Esta situagdo parece relacionar-se com uma
potente inibicdo in vitro da PGE:; nio se tratando,
portanto, de uma expressio de citotoxicidade”.

Sanz et al avaliaram posteriormente, no mesmo
grupo de doentes e controlos, a importancia de uma
utilizagio conjunta do TAB e do CAST no diagnéstico in
vitro de reac¢des de hipersensibilidade ao AAS/AINEs.
Ao contririo do que sucede nas reacgdes alérgicas
mediadas pela IgE, em que a correlagio entre os dois
testes é elevada, a associacio do CAST aumentou a
sensibilidade em 5-10%, a custa de uma marcada reducgio
da especificidade para valores de cerca de 70%%.

De acordo com estes autores, a elevada sensibilidade
do TAB faz com que um resultado positivo seja
considerado significativo, praticamente confirmando o
diagndstico quando a historia clinica é compativel. Para
uma maior eficicia, o teste deve ser realizado nos
primeiros 6-12 meses apds exposi¢io ao farmaco e
consequente reacgdo clinica. Quando, por questdes
econdmicas ou outras, nio for possivel testar os quatro
AINEs (AAS, paracetamol, metamizol e diclofenac), os

autores sugerem a escolha do AAS e diclofenac nas 2
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concentragdes inferiores (1,25 mg/ml e 0,3 mg/ml para o
AAS; 0,3 mg/ml e 0,06 mg/ml para o diclofenac).

Embora o mecanismo celular subjacente a activagio
dos baséfilos pelos AINEs permanega desconhecido, estes
autores reiteram que n3o se trata de uma reac¢io
mediada pela IgE. Baseiam esta afirmagdo em trés pressu-
postos: alguns doentes que praticamente ndo exprimem
receptor de alta afinidade para a IgE continuam a ser
estimulados por AINEs; ndo existe qualquer correlagio
entre a activagdo desencadeada pela anti-IgE e a reacgdo
in vitro aos AINEs; em contraste com o que sucede nas
reac¢des mediadas pela IgE, ndo existe uma boa corre-
lacdo entre a expressio de CDé63 e a libertagio de
sulfidoleucotrienos.

Em suma, Sanz et al consideram o TAB um método
de diagndstico in vitro reprodutivel, com elevada
especificidade (>90%) e sensibilidade (60-70%) e que
apresenta uma boa correlagdo com as provas de provo-
cagdo positivas. Embora resultados negativos no TAB
nio permitam excluir o diagndstico, nio dispensando a
realizacdo de prova de provocagdo para esclarecimento
da situagdo clinica, resultados positivos associados a uma
histéria compativel praticamente confirmam o diagnés-
tico. Deste modo, concluem que a utilizagio do TAB no
diagndstico de reacgdes de hipersensibilidade a AINEs
pode tratar-se de uma alternativa vdlida as provas de
provocagdo, muitas vezes incomodas e perigosas,
embora seja mandatéria a realizacdo de estudos

multicéntricos, que ja se encontram em curso.

COMENTARIOS

O aumento da frequéncia das reacg¢des de hiper-
sensibilidade a alimentos e firmacos constitui um desafio
permanente ao desenvolvimento de novos métodos de
diagnostico. Os diversos métodos actualmente disponi-
veis obrigam a um conhecimento profundo das suas
aplicagdes, vantagens e limitagdes. O rigor da meto-

dologia utilizada pelo imunoalergologista na planificagao

dos diversos exames a solicitar ao laboratério condi-
ciona a eficiéncia, sendo essencial ao estabelecimento do
diagndstico definitivo nas reacgdes de hipersensibilidade.

Ensaios clinicos controlados demonstraram que o
TAB permite a obten¢do de sensibilidades e especifi-
cidades elevadas no diagndstico de reacgdes alérgicas a
alimentos e farmacos, representando uma técnica repro-
dutivel e de facil execucio. O TAB revela-se ainda uma
alternativa no diagndstico de reacgdes de hipersensi-
bilidade, particularmente a firmacos, em que nio é
possivel a determinagio de IgE especifica.

Estdo descritas correlagdes positivas e com signifi-
cado estatistico entre os resultados do TAB e os de
outros métodos de diagndstico de uso corrente, como
testes cutaneos, doseamentos de IgE especifica e prova
de provocagio oral controlada.

Actualmente, encontram-se em curso ensaios mul-
ticéntricos e em larga escala que pretendem, sobretudo,
a sua comparagdo com a prova de provocagio oral. A
possibilidade de recorrer a um método in vitro, sem os
riscos inerentes a uma exposi¢io in vivo ao alergénio,

parece-nos aliciante.
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