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Summary:

The beta-lactam antibiotic, mainly aminopenicillins: ampicillin (AMP)
and amoxicillin (AMX), are frequently cited as causes of morbiliforme
eruptions and late onset urticaria. A major problem with existing data on
beta-lactam reactions of the delayed type includes a lack of standardized
testing methods. Objectives: The goal of this study is to establish the
frequency and significance of positive skin testing in patients with history of
beta-lactam induced maculo-papular exanthema and late onset urticaria and
the sensibility/specificity of in vitro tests for drug allergy investigation:
lymphocyte proliferation assay and cytokine detection. Methods: Patients
were submitted to complete penicillin (PEN) allergy test: specific detection for
serum IgE antibody to benzyl penicilloyl polylysine, amoxicilloyl polylysine
and ampicilloyl polylysine; puncture and intradermal skin test with benzyl
penicilloyl polylysine and minor determinants mixture, benzylpenicillin
(20.000 Ul/ml), amoxicillin (2mg/ml), ampicillin (2mg/ml) were performed and
read at 20 minutes, 48hours and 72 hours. All patients had epicutaneous
patch testing done with the same drugs (5% amoxicillin, 5% ampicillin and
5000 1U/g penicillin G all in petrolatum). All tests were performed in duplicate
with positive and negative controls. All subjects had blood collected for
lymphocyte proliferation assay (H3-thymidine incorporation assay) and IL-5,
TNF-alpha and IFN-gamma profile were analyzed in culture supernatant by
ELISA. Results: None of the patients or controls had positive immediated

skin test. Only three patients reacted positively to the 48 and 72 hours
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reading of intradermal skin test and patch test with the same reagents. There
was no positive skin test result among the control group. The lymphocyte
proliferation test (LTT) was positive in only two control subjects, while in the
study group, 10 patients had positive proliferation tests (50%). The LTT
sensitivity varied from 25% to 55% depending on the drug and concentration
tested. The specificity ranged from 80% to 100%. IFN-gamma and IL-5
detection had a high specificity, but low sensitivity, while TNF-alpha showed

high sensitivity (95%) and low specificity (40%).
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Resumo:

Os antibidticos beta-lactamicos, principalmente as aminopenicilinas
(ampicilina e amoxicilina) sdo causa frequiente de exantema maculo papular
e urticaria tardia em pacientes tratados com estes medicamentos.
Entretanto, a falta de métodos para diagndstico destas reacdes constitui uma
lacuna na abordagem destes individuos. Objetivos: Os objetivos deste
estudo foram determinara a frequéncia e significancia de testes cutaneos
positivos em pacientes com histéria de exantema maculo-papular e urticaria
tardias induzidos por antibidticos beta-lactamicos e determinar a
sensibilidade e especificade dos testes diagnosticos in vitro para o
diagnéstico de alergia a drogas: proliferacdo linfocitaria e dosagem de
citocinas no sobrenadante da cultura linfocitaria.. Métodos: Os pacientes
foram submetidos a dosagem de IgE especifica para o0s seguintes
determinantes: benzilpeniciloil, amoxiciloil e ampiciloil. Testes cutaneos de
puntura e intradérmico com benzilpeniciloil polilisina, mistura de
determinantes menores da penicilina, benzilpenicilina (10.000 Ul/ml),
amoxicilina (2 mg/ml) e ampicilina (2mg/ml) foram realizados em todos os
pacientes com leituras ap6s 20 minutos, 48 horas e 72 horas. Foi realizado
teste de contato com os mesmos medicamentos (amoxicilina 5%, ampicilina
5% e penicilina G 5000Ul/g de vaselina sdélida). Todos os testes foram feitos
em duplicata com controles positivo e negativo. Amostras de sangue foram
coletadas para a proliferagéo linfocitaria (incorporacdo de timidina triciada) e

dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura (IL-5, IFN-gama e TNF-
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alfa) através de ELISA. Resultados: Foram estudados 20 pacientes e 15
controles. Nenhum dos pacientes ou controles apresentou teste cutaneo de
leitura imediata positivo. Trés pacientes reagiram positivamente aos testes
cutaneos de leitura tardia nas leituras de 48 e 72 horas. Ndo houve nenhum
resultado positivo dos testes cutdneos no grupo controle. A proliferacéo
linfocitaria mostrou-se positiva em somente 2 controles (13%) e 10 pacientes
(50%). A sensibilidade dos experimentos de proliferacfes linfocitaria variou
entre 25% com penicilina na concentragdo de 250 pg/ml até 55% com
ampicilina 1000 pg/ml. Sua especificidade foi de 80% a 100%.

Concluséo: os testes cutaneos de leitura tardia ndo constituiram
meétodos diagndsticos eficazes para as reacdes tardias aos antibioticos beta-
lactamicos. A proliferacéo linfocitaria apresentou baixa sensibilidade, porém,
alta especificidade para o diagnostico das mesmas reacdes. A deteccéo de
IFN-gama e IL-5 evidenciaram alta especificidade e baixa sensibilidade,
enquanto a dosagem de TNF-alfa mostrou-se altamente sensivel (95%),

porém, pouco especifica (40%).
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I. Introducéo:

Reacdes adversas a medicamentos constituem um problema comum
na pratica médica diaria. A avaliacdo de uma provavel reacdo adversa e
identificacdo da droga implicada € uma tarefa sempre dificil. Estima-se que 5
a 10% dos pacientes desenvolvam reacfes adversas a alguma medicacdo
durante o curso do tratamento (Weiss, 1998). Cerca de 30% dos pacientes
hospitalizados experimentam ao menos uma reacdoo adversa a droga
(Hunziker, 1997) . Aproximadamente 3% de todas as admissfes em servicos
meédicos de emergéncia e 0,3% de todas as admissfes hospitalares sao
atribuidas a reacbes adversas a medicacdes (Hunziker, 1997). Reacdes
fatais ocorrem em 0,1% dos pacientes clinicos internados e 0,01% dos

pacientes cirargicos (De Swarte, 1989).

As Reacdes Adversas a Medicamentos podem ser divididas em
Previsiveis e Imprevisiveis. As primeiras podem ocorrer em qualquer

individuo e incluem: (De Swarte, 1989; Hunziker, 1997)

1. Overdose: reacdes toxicas causadas por doses excessivas da
droga ou comprometimento no mecanismo de excre¢do e/ou

metabolizacdo da mesma ;

2. Efeito colateral: constituem efeitos indesejaveis, porém,
potencialmente inevitaveis uma vez que decorrem do efeito
farmacoldgico de uma determinada medicagdo, como exemplo 0s

tremores causados pelo uso dos -2 agonistas;
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3. Efeitos secundarios: sédo efeitos indesejaveis ndo relacionados a
acao farmacolégica primaria da droga, como candidiase oral com

0 uso de corticosteroides inalatorios;

1.4. Interacdo Medicamentosa: envolve a interacdo de dois ou mais
medicamentos causando toxicidade que de outra forma nao
ocorreria, um bom exemplo seria a toxicidade cardiol6gica pelo

uso concomitante de terfenadina e eritromicina.

Outros tipos de reacBes sO ocorrem em pacientes susceptiveis e,

portanto, sdo imprevisiveis. Deste grupo fazem parte:

1. Intolerancia: decorrente de uma baixa tolerancia a acéo
farmacoldgica normal de uma droga, como tinnitus apds uso de
baixas doses de salicilatos em alguns pacientes;

2. ldiossincrasia: geralmente causadas por alteracdes metabdlicas
geneticamente determinadas ou deficiéncia enzimatica que ndo se
expressa sob situacdes normais, como anemia hemolitica em
pacientes com deficiéncia de glucose-6-fosfato desidrogenase
apos uso de uma droga oxidante;

3. Reacdes Alérgicas: por definicho envolvem um mecanismo
imunoldgico caracterizado pela especificidade, possibilidade de
transferéncia de anticorpos ou linfocitos sensibilizados, e
recorréncia do quadro numa possivel re-exposi¢do. Contribuem
com 5 a 10% das reacgbes adversas a medicamentos.

4. ReacOes Pseudo-alérgicas: sd8o aquelas que possuem

apresentacao clinica semelhante as reacdes alérgicas (como por
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exemplo, a liberacdo de histamina), mas cujo mecanismo nao
envolve células imunes efetoras (anticorpos ou linfocitos

sensibilizados).
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Tabela 1: Classificagdo Imunopatolégica das Reacbes Alérgicas a

Medicamentos

Classificacao Reacao

Hipersensibilidade Imediata
IgE mediada

Anafilaxia, Urticéaria,
Angioedema, alguns

Tipo |
Exantemas

Reacdes Citotoxicas
lgG e IgM mediadas
Citopenias, algumas
Vasculites

Tipo Il

Reacdes por Imunocomplexos
IgG e IgM mediadas
Doenca do Soro,

Tipo Nl Vasculites

Reacdes Mediadas por Linfécitos
. Sensibilidade por Contato,
Tipo IV Exantema
Inflamacgdo em 6rgéos

Classificacéo didatica das reacdes imunolégicas a drogas baseada na classificacéo

dos tipos de hipersensibilidade descritos por Gell & Coombs e exemplos clinicos.
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A maior parte das RAD ndo envolve mecanismos imunologicos
especificos. Historicamente, as reacf6es imunolégicas a drogas foram
descritas no contexto da classificacdo de Gell e Coombs (tabela 1). Este
modelo continua a ser util clinicamente em algumas situacdes. De fato, a
demonstracdo da presenca de anticorpos IgE penicilina-especificos no
contexto de uma historia clinica compativel, possui um importante valor
preditivo. Este tipo de abordagem, porém, tem valor limitado quando
aplicado a outras drogas como AINH (antiinflamatérios ndo hormonais),
contrastes iodados e opidides onde as reacfes podem se apresentar como
urticaria, angioedema, broncoespasmo, etc, indistinguiveis de uma reacao
anafilatica mediada por IgE, embora ndo requeiram sensibilizacdo e né&o
parecam constituir antigenos completos ou haptenos alergénicos. As
reacdes alérgicas a drogas mimetizam muitas doencas como infec¢des
virais, (hepatite e exantema), doencas auto-imunes (LES e
trombocitopenia), discrasias sanguineas (agranulocitose), doencas
neuroldgicas agudas (Sd. De Guillain-Barre), graves doencas cutaneas
(bollhosas, necrdlise epidérmica téxica), doencas intersticias pulmonares e

renais, febre isoladamente, vasculites, etc.

Pacientes com reagbes incomuns s&o geralmente diagnosticados
como infec¢des virais, doencas autoimunes ou idiopaticas. Uma causa
alérgica para uma hepatite grave, febre, linfadenopatia é ainda muito dificil
de ser suspeitada para a maioria dos clinicos e, na muitas vezes, 0
diagnostico é retardado. Além disso, as doencas induzidas por drogas

podem nos ensinar muito sobre a fisiopatologia da doenca original.



23

Identificar corretamente qual € o medicamento responsavel pela reacao é
sempre um desafio. Na maioria dos casos, multiplas medicacdes estdo em
uso concomitante, e as manifestacdes clinicas se sobrepfem as da doenca
de base. Um exemplo comum € do paciente que desenvolve exantema,

sendo dificil diferenciar o viral daquele causado por antibiotico.

A falta de conhecimento atual sobre a imunoquimica do metabolismo das
drogas e a imunoreatividade de seus metabdlitos compromete muito nossa
habilidade em utilizar procedimentos diagnosticos para a avaliacdo destas
reacoes. Exceto pela penicilina e, em menor grau, anticonvulsivantes e
sulfonamidas, nossa compreensao permanece um tanto limitada. Atualmente
sao utilizados alguns testes a fim de avaliar a resposta imune especifica a
drogas, porém nao sabemos ainda os reais valores preditivos positivos e
negativos destes procedimentos diagnosticos. Este fato € compreensivel
uma vez que existem poucos estudos onde um numero grande de pacientes

com resultados positivos e negativos tenham sido submetidos a provocacao

com a droga suspeita.

Apesar de todas estas dificuldades, o empenho em elucidar o correto
diagnéstico € de extrema importancia, principalmente no que concerne ao
uso futuro de outras medicacbes e manejo correto da atual reacao. Rotular
um individuo equivocadamente de alérgico a uma determinada medicacao &
de grande responsabilidade, uma vez que pode implicar no uso futuro de
drogas mais toxicas e menos eficazes como substitutos a medicacdo de

escolha.
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Estudos epidemiolégicos mostram que a lesdo cutanea mais
frequente envolvida nestes eventos € o exantema maculo-papular, podendo
ocorrer entre 56 e 91% dos casos, seguido pela urticaria e vasculites
cutaneas (Bachot, 2003; Bibby, 2001; Adkinson, 1998; Romano, 2004). Os
antibioticos do grupo das penicilinas sdo os medicamentos mais comumente
relacionados a estas reacoes (44 a 54%) (Adkinson, 1984; Fiszenson-Albala,
2003; Hunziker, 1997; Rademarker, 1995).

Um estudo brasileiro publicado em 2000 (Malaman, 2000) mostrou
que, em pacientes ambulatoriais, as aminopenicilinas foram a segunda
causa mais comum de reacdo adversa a drogas e que a lesdo cutanea mais
relacionada a estes grupo de medicamentos, foi o0 exantema maculo-papular.
Em 2004, Dracoulakis e colaboradores estudou 44 casos de pacientes
internados com quadro de reacdo adversa a medicamentos e constatou que
os antibidticos beta-lactamicos foi a droga mais comumente envolvida e a
lesdo cutdanea mais comum foi 0 exantema maculo-papular.

Os antibidticos do grupo dos beta-lactamicos sdo os principais
antibioticos prescritos em decorréncia de sua eficacia e seguranca.
Entretanto, uma das desvantagens destes medicamentos € a alta incidéncia
de reagOes alérgicas. Os sintomas sdo muito variaveis incluindo: urticéaria,
anafilaxia, citopenias, vasculites e exantemas. As penicilinas, assim como as
aminopenicilina, cefalosporinas, carbapenens e monobactans, séo
denominadas beta-lactamicos pela presenca de um anel beta-lactamico

comum em sua estrutura quimica (figura 1a e 1b).
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As penicilinas possuem um anel tiazolidina acoplado ao anel
beta-lactamico e uma cadeia lateral individual também ligada a ele pelo
grupamento NH2z na posi¢éo Cs. O anel beta-lactamico se liga a grupamentos
grupos de aminoacidos ndo nucleofilicos de proteinas levando a abertura
deste anel e formacédo do grupo penicioloil, qgue compde cerca de 90% dos
grupos reativos entre proteinas. O grupo peniciloil € o principal determinante
antigénico responsavel pela formacdo de anticorpos IgE especificos e
também para a ativacdo de células T (Sachs, 2004; Weltzien, 1998). As
penicilinas também podem formar outros determinantes antigénicos, 0s
quais sado produzidos em menor quantidade e, por isso, denominados de
determinantes menores ou secundarios. Precursores conhecidos dos
determinantes menores incluem benzilpenicilina, seu produto de hidrdlise
alcalina (benzilpeniciloato) e seu produto de hidrélise acida (benzilpeniloato),
coletivamente chamado de mistura de determinantes menores. As reacdes
anafilaticas a penicilina sdo geralmente mediadas por anticorpos da classe
IgE contra os determinantes menores, por outro lado, algumas reacdes
anafilaticas ja foram descritas em pacientes com anticorpos IgE
especificamente dirigidos contra o grupo peniciloil (Weltzien, 1998).

Durante muitos anos, achava-se que as cadeias especificas laterais
possuiam menor importancia na formacdo de epitopos para células T e B.
Por isso, esperavam-se reacdes cruzadas entre todas as penicilinas, desta
forma pacientes com histéria de alergia a penicilina eram rotulados como tal

e orientados a evitar qualquer antibiético deste grupo pela vida toda. Este
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tipo de abordagem levava a uma grande limitacdo na prescricdo de
antibioticoterapia e obrigava o uso de medicamentos com custo mais alto e
que, muitas vezes, nado condiziam com o padrao de sensibilidade bacteriana
ideal descrita nos antibiogramas (Sachs, 2004).

As reacdes imediatas as penicilinas sdo, atualmente, muito bem
estudadas. Entretanto, os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do
exantema maculo-papular e outras reacfes tardias mais graves,
permanecem pouco compreendidos (Yawalkar, 2001a). Nos ultimos anos,
estudos desenvolvidos por diversos grupos utilizando métodos
histopatolégicos e imunohistoldégicos em bidpsias cutaneas, além da analise
de células T especificas e clones de células T, mostraram que células T
droga-especificas desempenham um importante papel na patogénese do
exantema induzido por medicamentos (Friedmann, 2003; Gerber, 2004;
Gruchalla, 2001; Hertl, 1993a; Hertl, 1993b;Merk, 2002; Padovan, 1998;

Pichler, 2003; Sachs, 2001a; Yawalkar, 2001a).
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II. Objetivos:

1. Estabelecer a freqiéncia de testes cutaneos positivos em pacientes com
histéria de exantema maculo-papular e urticaria tardia induzidos por
antibiéticos beta-lactamicos;

2. Determinar a especificidade e sensibilidade dos métodos diagndsticos in
vitro para reacoes tardias a medicamentos: linfoproliferacdo e dosagem de

citocinas no sobrenadante de cultura de linfécitos.
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Ill. Revisdo da Literatura:

1. Classifica¢cOes das reacdes a antibidticos p-lactamicos:

Em 1966, Levine e colaboradores propuseram uma classificacéo para
as reagfes adversas a medicamentos baseada no tempo de inicio dos
sintomas. Reacdes imediatas ocorrem dentro da primeira hora apés a
administracdo da droga e se manifestam clinicamente por urticaria, rinite,
chiado, dispnéia, edema laringeo e de face, hipotensdo e choque. As
reacoes classificadas como aceleradas ocorrem 1 a 72 horas apds a
administragdo da droga e se manifestam, na maioria das vezes, com
urticaria, poréem edema laringeo é visto somente de forma ocasional. As
reacoes tardias se iniciam mais de 72 horas apos o inicio do tratamento com

a droga e incluem: exantema maculo-papular, febre induzida por drogas,
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anemia hemolitica, nefrite, leucopenia, dermatite exfoliativa, sindrome de
Stevens-Johnson e doenca do soro. Esta ultima pode incluir febre, artralgia,
adenopatia, lesdes cutaneas e envolvimento renal.

Outra forma de classificar as reacdes imunoldgicas a medicamentos,
baseia-se nos mecanismos imunopatologicos envolvidos, ou seja, a
classificacdo dos tipos de hipersensibilidade proposta por Gell & Coombs

(Weiss, 1998).

Tipo I: Hipersensibilidade Imediata

Reacdes do tipo | resultam da sintese de IgE especifica contra
antigenos pB-lactamicos (determinantes maiores, menores ou cadeias
laterais). A interacdo destes antigenos com a IgE especifica ligada aos
mastocitos ou basdfilos via FceRI (receptor de alta afinidade para IgE) leva a
liberacdo de mediadores pré-formados ( histamina, triptase, etc) e neo-
formados (prostaglandinas, leucotrienos, PAF, etc) (von Greyerz, 1999).
Estas reacbes geralmente ocorrem imediatamente, dentro de 20 a 30
minutos apds a administracdo da droga e podem manifestar-se por urticaria,
edema laringeo, broncoespasmo, hipotensdo e colapso cardiovascular
(Weiss,1998).

Nos Estados Unidos da América, as penicilinas constituem a primeira

causa de anafilaxia e sdo responsaveis por aproximadamente 75% dos
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episodios fatais a cada ano. Penicilina mostrou ser a causa de anafilaxia
0,002% da populacdo geral ou 500 a 1000 mortes por ano dentre o0s
usuarios desta classe de drogas (Neugut, 2001). Os casos de anafilaxia ndo
fatais induzidos por penicilina varia de 0,7 a 10% da populacdo geral nos

EUA (Neugut, 2001).

Tipo Il: Anticorpos Citotéxicos

As reacOes citotoxicas podem ser graves. Elas ocorrem quando
antigenos B-lactamicos ligam-se a superficie das células sanguineas ou do
intersticio renal. Anticorpos especificos das classes IgG e IgM interagem
com estes antigenos, levando a ativacdo do sistema complemento e,
consequentemente, lise celular. Este fen6meno ocorre mais frequentemente
em pacientes com uso prolongado de penicilinas e antibitticos relacionados
(Weiss, 1998). As manifestacdes clinicas incluem anemia hemolitica,

trombocitopenia, granulocitopenia ou nefrite induzida por droga.

Tipo lll: Reagdes por Imunocomplexos

Anticorpos B-lactamico-especificos das classes IgG e IgM podem
formar complexos circulantes com o0s antigenos p-lactdmicos. Estes
imunocomplexos podem levam a fixacdo de complemento e se depositar em
diversos tecidos, causando reacdes similares a doenca do soro e,
possivelmente, € um dos mecanismos envolvidos na febre induzida por

drogas (Weiss, 1998). Clinicamente, apresenta-se com febre, erupcoes
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cutaneas, urticéria, linfoadenopatia e artralgia que tipicamente surgem 1 a 3

semanas apoés a administracao da ultima dose da droga.

Tipo IV: Hipersensibilidade Mediada por Células

Sdo reacbes mediadas por linfocitos T, os quais reconhecem
antigenos B-lactamicos e/ou por¢cbes da molécula carreadora através do
receptor de células T (TCR), desencadeando a liberacdo de citocinas,
recrutamento de outros tipos celulares e inflamagcao tecidual. Uma das
apresentacdes clinicas mais classicas é a dermatite de contato alérgica e, o
grande numero de casos de dermatite de contato com uso de penicilina
topica, levou a sua retirada do mercado (Weiss, 1998).

Este sistema de classificacdo das reacdes imunoldgicas a drogas tem
sido util na pratica clinica diaria e auxilia decisdes diagndsticas. Entretanto, o
termo “reagbes de hipersensibilidade tardia”, originalmente utilizadas para
descrever reacdes a tuberculina mediadas por células T, mostrou-se como
um leque variado de reacdes com participacdo de linfécitos T com varias
apresentacdes clinicas distintas (Pichler, 2003). Sabe-se que as células T
sdo capazes de secretar diferentes padrbes de citocinas resultando em
diferentes doencas. Células T auxiliares tipo | (Thl) estimulam macrofagos a
secretarem grandes quantidades de IFN-y com consequente producédo de
anticorpos fixadores de complemento, resposta proé-inflamatéria (producéo
de TNF-a, IL-12) e ativagdo da resposta citotoxica (células T CD8+).
Enquanto isso, células T auxiliares do tipo Il (Th2) secretam um padréo

diferente de citocinas, com predominio de IL-4 e IL-5. Estas citocinas
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estimulam a producdo de IgE e IgG4 pelos linfécitos B, ativacdo de
macrofagos, mastoécitos e eosinofilos (Luque, 2001).

As células T sdo capazes de reconhecer pequenos peptidios, mas
também estdo envolvidas na resposta imune a substancias quimicas
pequenas. As descricdes originais das reacdes imunes celulares sao
baseadas na resposta a haptenos, e muitas, como a dermatite de contato a
pequenos quimicos, ja foi exaustivamente estudada. Entretanto, 0 mesmo
nao ocorre com as reacles tardias a medicamentos, uma vez que sua
apresentacao clinica € muito heterogénea e nao existem modelos animais
estabelecidos para estudos.

Estudos recentes mostram o envolvimento de resposta de células T
em alguns casos de reacfes tardias a penicilina. Linfocitos de pacientes com
estas reacdes proliferam in vitro apds estimulacdo com o p-lactamico
responsavel. Clones de linfécitos T antigenos especificos provenientes
destas culturas pertencem aos fenétipos CD4+ ou CD8+ e apresentam um
padrdo de citocinas heterogéneo apos estimulacdo especifica. Em estudos
realizados em lesbGes cutaneas, o fendtipo de linfécito T identificado foi
principalmente CD8+ que expressa atividade citolitica contra os
queratindcitos e celulas B autélogas (Padovan, 1998).

Histologicamente, bidpsias de lesdes de exantema maculo-papular
mostram um infiltrado mononuclear superficial leve a moderado,
principalmente perivascular, com eosinofilia. Estudos de imunofenotipagem
do infiltrado celular mostram que este € composto em sua maioria por

células T CD3+ com predominancia de células CD4+, porém, algumas
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células CD8+ também estdo presentes (Brander, 1995; Kuechler, 2004;
Yawalkar, 2001b). Cerca de 20% das células deste infiltrado expressam
perforina e granzima B (Posadas, 2002; Yawalkar, 2000a), importante
mediadores das reacfes celulares citotoxicas. Além deste comportamento
citotoxico, as células T especificas liberam uma série de citocinas de padréo
heterogéneo, incluindo citocinas de padrédo Thl e Th2. Existem relatos da
ocorréncia de expressdao moderada de IFN-y e grandes quantidades de IL-5
(Brugnolo, 1999; Choquet-Kastylevsky, 1998; Gaspard, 2000; Halevy, 2005;
Padovan, 1999; Posadas, 2000; Sachs, 2002; Yawalkar, 2000b). Outras
citocinas tém sido implicadas no ambiente pro-inflamatério descrito durante
estas reacoes, entre elas: IL-6, IL-1la e TNF-a (Posadas, 2000; Yawalkar,
2000b).

Em 2003, Pichler, em um artigo de revisdo sobre reacdes tardias a
drogas, aplica pela primeira vez estes conceitos na classificacdo das
reacdes alérgicas a drogas. Este autor subdivide as reacdes tardias
mediadas por células em quatro subtipos: IVa, IVb, IVc e IVd (tabela 2). O
tipo IVa apresenta um mecanismo de resposta imune predominante Thl com
secrecdo de IFN-gama e ativacdo de mondcitos, clinicamente representada
pelos eczemas. O tipo IVb, possui uma ativacdo predominante Th2 e
secrecdo de IL-4 e IL-5 com migracao de eosindfilos para o sitio inflamatorio;
clinicamente comecam a surgir o exantema maculo-paular e as lestes
bolhosas. No tipo IVc, j& ocorre uma ativacdo maior de células citotoxicas
com expressao de granzima B e perforina. Estas, por sua vez, levam a lise

da células alvo e surgimento de lesdes cutaneas como o exantema maculo-
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papular, lesdes bolhosas de maor gravidade. No tipo 1Vd, existe uma
ativacdo maior de IL-8 com quimiotaxia de neutréfilos para o sitio
inflamatorio, originando a formacdo de pustulas estéreis na pustulose

exantematica aguda generalizada.

Tabela 2: Relacdo entre apresentacéao clinica e tipos de hipersensibilidade

Gell & Resposta Caract. Quadro Tipo de Tipo
Coombs Imune Patoldgica Clinico Ligacéo Celular
Modificada

Tipo | IgE Degranulacéo [Urticaria Covalente Cél.B/lIg

mastocitos IAnafilaxia

Tipo Il 19G IADCC Discrasias Covalente Cél.B/lg
sanguineas
Tipo Il 109G Deposicéo IC [Vasculite Covalente Cél.B/Ig
Complemento|
Tipo IVa Thl (IFN-y) [Ativagcéo Eczema Covalente e Céls. T
Mondcitos ndo covalente

Tipo IVb Th2 (IL-5e [Inflamagdo |Exantema MP|Covalentee [Céls. T

IL-4) eosinofilica  |e bolhoso ndo covalente

Tipo IVc CTL Morte cel por [Exantema Covalentee [Céls. T
(perforina e |CD4 e CD8 [MP, bolhoso endo covalente

granzima) pustuloso

Tipo Ivd Céls. T (IL-8) |Ativacado e Pustulose Covalentee [Céls. T
recrutamento |exantematica |nao covalente

neutrofilos
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CTL: células citotoxicas; IFN: interferon; Ig: imunoglobulina; IL: interleucina; Th:
célula T helper (auxiliar); ADCC: citotoxicidade celular dependente de anticorpos

Somente a reagdo predominante é demonstrada. No exantema maculo-papular, os
tipos IVb e IVc podem ocorrer a0 mesmo tempo; na pustulose exantematica, os
tipos 1Vb, IVc, e IVd podem ocorrer de forma concomitante; no exantema bolhoso,
os tipos IVc, IVb e IVa podem aparecer ao mesmo tempo. Na maioria dos casos,

um subtipo predomina clinicamente.

2. Imunopatologia das reacdes tardias a medicamentos:

As caracteristicas mais particulares das drogas, e que contrasta com
a maioria dos outros antigenos, é que, com rara excecdes ( como L-
asparginase, insulina, soros heterdlogos e fatores da coagulacéo ), elas séo
pequenas ( <1000 d ) e ndo protéicas. O sistema imune se desenvolveu
para responder primeiramente e de forma mais eficiente a grandes particulas
protéicas, que sdo metabolizadas em peptidios menores, 0s quais iniciam a
resposta imune. A especificidade antigénica deriva do reconhecimento de
um dnico epitopo pelo sistema imune, que por sua vez se liga a receptores
tanto em linfécitos B (através de uma imunoglobulina de superficie) ou
linfécito T (através de seu receptor - TCR). Em contraste, drogas séo
particulas muito pequenas para interagir diretamente, tanto a uma

imunoglobulina de superficie como ao TCR, e, desta forma, devem ligar-se
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de forma covalente a substancias carreadoras maiores, geralmente um
peptidio, antes de se tornarem imunogénicas . Assim, as drogas nao
constituem por si s6, um antigeno completo e sdo denominadas haptenos. A
maioria das drogas ndo possui a capacidade de formar ligacbes covalentes
com componentes tissulares e portanto, ndo sdo imunogénicas. Entretanto,
algumas, como os antibidticos beta-lactamicos, sdo altamente reativos e
apos sua introducdo no organismo, rapidamente se ligam a proteinas
autdlogas. Em contrapartida, outras drogas ndo sao intrinsicamente reativas
com proteinas autdlogas, mas precisam ser metabolizadas até uma forma
que possa se ligar covalentemente ao carreador. Por exemplo: as
sulfonamidas, fenitoina, carbamazepina, dapsona e rifampcina so
metabolizadas pelo figado via N-acetilagdo ou N-oxidac&o pelo citocromo P-
450 em suas formas imunologicamente ativas. Variacdes individuais nas
vias de metabolizacdo, como taxa de acetilacdo, pode contribuir para uma
maior susceptibilidade em desenvolver alergia a droga e a predisposicao
familiar deste tipo de reacdo. Por exemplo, defeitos hereditarios na enzima
gue metaboliza arilaminas pode ser responsavel pela sindrome de
hipersensibilidade a fenitoina. A influéncia de uma unica caracteristica
individual no desenvolvimento deste tipo de reacdo é, de alguma forma,
analoga aguela observada na atopia; o componente familiar envolve uma
predisposicdo inespecifica no desenvolvimento IgE especifica contra
inalantes. No caso dos haptenos, o componente familiar pode envolver um
padrdo geneticamente determinado de metabolismo e processamento do

antigeno. Isto poderia explicar a caracteristica familiar das reagfes de
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hipersensibilidade a drogas, mas existem também caracteriscas individuais
de exposicdo, genes da resposta imune e o papel ainda incerto das

infeccdes (Borish, 1998).

Um dos desafios em estudar alergia a drogas € nossa limitagdo em
determinar a forma haptenizada da droga. Apesar dos pontos de contato
entre a forma antigénica completa do hapteno e a imunoglobulina de
superficie ou TCR presumivelmente incluir a droga, estes dominios de
ligacdo dos antigenos também incluem ligac6es nao-covalentes com a
molécula carreadora. Muitas novas descobertas vém deste conceito.
Primeiramente, tornou-se impossivel estudar adequadamente a imunologia
da alergia a droga sem ter disponivel a forma imunogénica da mesma.
Apesar de ser importante saber qual classe de linfocitos T responde ao
hapteno (y3, CD4+, CD8+ ou NK — natural killer), o fenotipo e o repertério de
citocinas das células envolvidas na resposta (THlou TH2), e a localizacao
tecidual das células T responsivas, isto ndo é factivel sem o conhecimento
da proteina ou carreador ao qual a droga esta ligada, a fonte tecidual deste
carreador, e a forma metabolizada e haptenizada da droga. Existe uma
consequéncia adicional deste conceito de que a resposta imune a uma
droga ou hapteno represente de fato uma interacdo entre o sistema imune e
drogas ligadas covalentemente a uma proteina carreadora autéloga. Apesar
deste conceito permitir o desenvolvimento de uma resposta imune especifica
IgE mediada, este processo pode também contribuir para muitos dos
aspectos inflamatorios sistémicos da alergia a drogas. Uma resposta

citotdxica, celular ou humoral especifica a uma droga ligada de forma
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covalente a um substrato tecidual, possui claramente o potencial de produzir
dano a este tecido. Por exemplo, uma resposta imune dirigida contra uma
droga ligada de forma covalente a pele ou eritrocitos pode levar a uma
erupcédo cutanea induzida por droga ou anemia hemolitica, respectivamente.
Por outro lado, como a proteina autéloga torna-se um dos componentes da
forma imunogénica da droga, a resposta imune pode se desenvolver contra
a proteina carreadora, ultrapassando os mecanismos internos de tolerancia

e levando ao desenvolvimento de doencas autoimunes (Borish, 1998).

3. Processamento e Apresentacédo do Antigeno:

N&o importa qual forma antigénica funcional a droga “haptenizada”
possa tomar, 0 processo susequente que leva ao desenvolvimento de uma
resposta de hipersensibilidade deve envolver o processamento do antigeno
e sua apresentacdo. Existem duas forma principais de processamento e
apresentacdao. A primeira envolve o processamento de antigenos gerados
internamente na célula, sua apresentacao pelo MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) classe | e ativacédo de linfocitosT CD8+ citotoxicos. Por
outro lado, antigenos externos, apés serem processados, sdo apresentados
por moléculas de MHC de classe Il, resultando em ativacdo de linfocitosT
CD4+ helper. A resposta imune a drogas haptenizadas e processadas
imunologicamente desta maneira demonstrariam restricdo ao MHC, um

mecanismo que poderia contribuir para a propensao familiar da alergia a
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drogas. Da mesma forma, polimorfismos enzimaticos e de transportadores
envolvidos no processamento e apresentacdo podem contribuir para esta

susceptibilidade genética (Borish,1998).

Um terceiro mecanismo através do qual as drogas podem
desencadear resposta imune é por interacdo direta de forma covalente as
moléculas do MHC, pelo menos em alguns tipos de hipersensibilidade a
beta-lactamicos, epitopos imunogénicos penicilina-especificos podem ser
apresentados a clones de linfocitosT sem a necessidade de processamento

do antigeno (Borish,1998).

O mecanismo interno de processamento antigénico foi primeiramente
desenvolvido para permitir ao sistema imune combater infeccdes virais.
Caracteristicamente, proteinas derivadas de virus recém-sintetizados no
reticulo endoplasmatico rugoso de células infectadas sdo ligadas de forma
ndo covalente as também recém-sintetizadas moléculas de MHC de classe I.
Este processo tem inicio através da clivagem proteolitica dos novos
peptidios virais dentro dos proteossomos por um conjunto de enzimas
polimoérficas denominadas grandes particulas proteoliticas multicataliticas
(LMP). Estes proteossomos lisam o peptidio intacto em pequenos pedacos
com 8 a 12 aminoacidos, que possuem o tamanho ideal para ligar-se as
moléculas do MHC. No estagio subsequente, estes peptidios sédo
transportados ativamente através do reticulo endoplasmatico por um
complexo de transportadores inespecificos denominados transportadores
associados a apresentacdo antigénica (TAP-1 e TAP — 2). Assim como as

enzimas LMP, as proteinas do TAP sédo polimorficas e codificadas dentro do
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complexo do MHC. Um vez dentro do reticulo endoplasmatico, o peptidio
viral se liga de forma ndo covalente as moléculas recém-sintetizadas do
MHC classe |. Este complexo entéo trafega até a superficie celular onde é
reconhecido pelo linfocitoT CD8+ citotoxico, que destréi a célula infectada,
prevenindo novas replicacbes virais. Uma vez que todas as células
nucleadas expressam MHC | em sua superficie, este torna-se um
mecanismo muito eficiente e virtualmente todas as células do organismo sao

capazes de se tornar imunologicamente ativas contra virus (Borish,1998).

Algumas evidéncias fisicas mostram que este tipo de mecanismo
pode estar envolvido nas reades de hipersensibilidade a drogas. Apesar de
ser pouco provavel que grandes proteinas extracelulares possam ser
processadas dentro dos proteassomos e posteriormente transportadas pelas
proteinas do TAP para dentro do reticulo endoplasmatico, isto pode nao ser
completamente verdade para as drogas. Muitas drogas sao bases fracas
gue tipicamente possuem carga neutra em pH fisioldgico e, desta forma,
podem rapidamente se difundir através das membranas celulares e ter
acesso a estruturas citoplasmaticas. As moléculas do TAP estéo
intimamente relacionadas ao transportadores resistentes a multidrogas
(MDR), e compartilham a habilidade de transportar numerosos compostos
complexos néo relacionados através das membranas. Os transportadores
TAP podem ser capazes de bombear drogas para dentro do reticulo
endoplasmatico e permitir que estas sejam apresentadas pelo MHC | aos
linfocitosT CD8+. E interessante especular que assim como somente 0S

transportadores do MDR podem conferir resisténcia a numerosas drogas
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guimioterapicas, um processo semelhante envolvendo os transportadores
TAP podem levar a uma tendéncia de desenvolver hipersensibilidade a
numerosas drogas nao relacionadas, o que é observado na sindrome de
sensibilidade a multiplas drogas. Polimorfismos tanto nas proteinas do TAP
como nas enzimas LMP nos proteossomas, podem influenciar uma
susceptibilidade individual de sensibilidade a droga e produzir uma
predisposicao familiar. Inicia-se assim, a reacao tipo citotoxica mediada por
linfécitosT CD8+ restritos ao MHC | (apesar de ser independente do
processamento do antigeno) se a droga ou seu metabdlito legarem-se
diretamente a molecula do MHC expressa na superficie celular

(Borish,1998).

Apesar dos linfocitosT CD8+ citotoxicos ativados ndo produzirem
reacdes alérgicas IgE-mediadas, este tipo de resposta pode ser relevante
para uma das mais comuns formas de hipersensibilidade a droga. Existem
relatos do sugimento de clones CD8+ restritos ao MHC | em individuos com
sensibilidade a beta-lactamicos, sulfametoxazol, fenitoina e carbamazepina.
A hipotese destas células citotoxicas poderem contribuir para o
desenvolvimento de reac¢des cutaneas é reforcada pela demonstracdo de
que linfécitosT CD8+ constituem o subtipo celular predominante em bidpsias
cutaneas de individuos com erupcgdes vesico-bolhosas, necrolise epidérmica
toxica (NET) e exantema maculo-papular por beta-lactamicos. Estes
trabalhos demonstram clones de células T restritos ao MHC | penicilina-
especificos. Fatores liberadores de histamina, como citocinas produzidas por

estas células, podem produzir prurido e urticaria geralmente associados a
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estes exantemas, e podem ndo requerer o desenvolvimento de IgE droga-

especifica (Borish,1998).

4. Resposta T helper:

A ligacdo do TCR com o complexo droga ou seu carreador e MHC I
fornece o chamado primeiro sinal para ativacdo celular. Somente na
presenca do segundo sinal, o linfécito T é ativado e responde através de
proliferacdo e producédo de citocinas. O mais importante segundo sinal de
ativacao celular é a interacdo das moleculas B7 (B7.1 ou CD 80 e B7.2 ou
CD86) expressas na superficie da célula apresentadora de antigenos (APC)
com o CD28 expresso na membrana da célula T. Outros segundos sinais
adicionais podem ser fornecidos pelo LFA-3 na APC com LFA-2 ou CD2 no
linfécito T, ou mesmo por sinais secretérios (citocinas) como IL-1 ou IL-6. A
ligacdo do TCR na auséncia do segundo sinal, como em condi¢Bes onde ha

excesso de antigeno, processamento inadequado ou apresentagdo do
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mesmo, ndo sé impede a ativacdo da célula T, como pode torna-la
permanentemente irresponsiva ou tolerante, mesmo se, em exposi¢cdes
subsequentes, o antigeno for apresentado de forma correta. Este pode ser o
mecanismo base da tolerancia a alérgenos, como ocorre na inducdo de
tolerancia a drogas (desensibilizacdo). Apesar deste ser um processo lento
para explicar as desensilizacbes a drogas pela técnica de rush (rdpidas),
parece ser 0 mecanismo envolvido nas inducdes de tolerancia lentas como

com sulfametoxazol e fenitoina (Borish, 1998).

A ativacdo das células T esta associada a sua proliferacédo e secrecao de
citocinas. Proliferacdo linfocitaria tem sido relatada com frequéncia variavel
em associacdo com exposicdo a drogas e reacdes de hipersensibilidade,
especialmente B-lactdmicos e sulfonamidas. O valor desta reagcdo como
método diagndstico é prejudicada pela auséncia de um antigeno completo
relevante, isto é, “haptenizado”, com o qual poderiamos realizar o teste;
entretanto, quando positivo, ele provavelmente reflete o que ocorre in vivo. O
repertério de citocinas produzidas por estas células T CD4+ restritas ao
MHC Il determina o tipo de resposta imune subseqtiente. A producéao de
citocinas padrao TH1 incluindo TNF-a e IFN-y, levam a ativacdo de
macrofagos capazes de eliminar patdgenos, células tumorais e outros alvos
durante a resposta imune celular. Este tipo de resposta é responsavel pelas
reagfes cutdneas de contato; entretanto, este mecanismo tambem pode
contribuir para reacdes de hipersensibilidade pulmonares como no caso da

nitrofurantoina e da nefrite intersticial induzida por drogas. Exantemas

induzidos por drogas também podem ser decorrentes de uma resposta do
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tipo celular, ja que podem estar associados a um teste de contato positivo
com agente causal. Apesar do predominio de células mononucleares neste
tipo de reacdo sugerir uma resposta imune celular, na auséncia de estudo
especificos com imunofluorescéncia, o teste de contato ndo pode ser usado
para distinguir uma resposta mediada por linfécitos T CD4+ de uma mediada

po linfocitosT CD8+ citotoxicos.

Por outro lado, a producédo de citocinas indutoras de resposta humoral,
como IL-7, IL-10 1 IL-14, pode levar ao desenvolvimento de uma resposta
mediada por anticorpos. Isto inclui a producao de IgG especifica e doencas
mediadas por imunocomplexos como doenca do soro ou danos diretos,
como trambocitopenia e anemia hemolitica. Uma resposta imunologica néo
patogénica contra um medicamento pode ocorrer freqientemente e pode ser
evidenciada em individuos que apresentam transformacdo blastica de
linfécitos frente a uma droga na auséncia de reacdo de hipersensibilidade.
Além disso, aproximadamente 40% dos pacientes que recebem mais que 29
de penicilina por um periodo maior que 10 dias apresenta anticorpos 1gG
contra os determinantes antigénicos maiores da panicilina na auséncia de

reacao de hipersensibilidade clinicamente evidente (Borish, 1998).
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5. O Envolvimento das Celulas T:

O envolvimento de anticorpos droga-especificos em algumas reacoes
a medicamentos como anafilaxia, urticaria, angioedema e anemia hemolitica
ja € bem conhecido. Por outro lado, o papel das células T droga-especificas
ainda é controverso. Existem duas explicacdes possiveis: Pensava-se que
as células T s6 poderiam reconhecer peptidios, e ndo haptenos ou drogas.
De acordo com o modelo hapteno/carreador, os linfécitos T sao
responsaveis pelo reconhecimento da molécula carreadora , mas sao
incapazaes de reconhecer os haptenos, ao contrario dos anticorpos (Di Piro,
1993); Apesar das amplas evidéncias de que infiltrados de células T estdo
presentes em varias reacdes alérgicas cutaneas, a fungcédo destas células T

lesionais ndo eram bem compreendidas (Pichler, 2000).
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Entretanto, a experiéncia clinica em estudos laboratoriais indicam que
as células T participam de varias reacoes alérgicas a drogas. Além disso,
estudos recentes demonstram de forma convincente que substancias néo
peptidicas naturais ou sintetizadas de baixo peso molecular, podem ser
reconhecidas pelos linfécitos T. Tanto LTaf como yd estdo envolvidos no
reconhecimento destes antigenos ndo peptidicos que sao apresentados por
moléculas do MHC ou MHC-like, como o CD1. Estes antigenos néo
peptidicos podem ser classifcados de acordo com sua estrutura em lipidios,
prenil-pirofosfatos, aclcares, metais e drogas. Parece que o reconhecimento
de alguns destes antigenos ndo peptidicos é importante para a resposta
imune natural contra patégenos uma vez que, por exemplo, prenil-
pirofosfatos produzidos por micobactérias sdo reconhecidos por linfocitos T

vd e podem desviar a resposta imune na direcdo do fendtipo Thl

(Pichler,2000).

Pichler, 2000, 2003 e 2004 vem estudando intensivamente o papel
das células T nas alergias a drogas. Durante seus trabalhos este autor foi
capaz de clonar células T especificas periféricas de pacientes alérgicos
sensibilizados a penicilinas, cefalosporinas, sulfametoxazol, lidocaina e
mepivacaina. Estes clones foram de grande valor para o estudo do
mecanismo atraves do qual as células T reconhecem as drogas e a fungéo

gue estas desempenham in vivo. Outros achados também séo relevantes:

1. Clones de células T droga-especificos sdo do tipo ap CD 4+ ou CD8+.
Todos os clones sdo MHC restritos, poréem 5 a 10% deles sdo capazes

de reconhecer drogas através de um mecanismo nao restrito ao MHC, o
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que pode contribuir para aumentar a capacidade de apresentacdo da
droga.

Drogas quimicamente reativas como o0s antibioticos p-lactamicos, podem
modificar proteinas e peptidios diretamente de forma covalente e também
modificar os peptidios ligados ao MHC. Esta alteracdo no hapteno pode
gerar novos determinantes antigénicos e possibilita a imunogenicidade
de um peptidio autdélogo. A maioria das drogas €, entretanto,
quimicamente inerte. Elas podem tornar-se imunogénicas através de seu
metabolismo, uma vez que através dele podem ser gerados
intermediarios reativos que funcionem como haptenos. Por outro lado,
drogas quimicamente inertes como lidocaina e sulfametoxazol, parecem
ndo necessitar de processamento antes de se ligarem a proteinas ou
peptidios, uma vez que APC fixas podem apresentar estas drogas, e que
clones especificos comecam a reagir quase imediatamente ap0s o
encontro da droga com a APC. Estudos concluiram que certas
medicacOes possuem a propriedade de ligar-se diretamente, de forma
nao covalente, ao complexo MHC/peptidio/TCR. Esta ligacéo, apesar de
fraca, € suficiente para estimular os clones de células T.

. A maioria dos clones droga-especificos expressa fenotipo CD4+: grande
parte deles secreta altos niveis de IL-5 e IL-4, mas alguns clones CD4+
e, particularmente, células T CD8+ possuem um padréo de citocinas Thl

bem definido (altas concentracdes de IFN-y, baixas niveis de IL-4 e IL-5).

O aumento de IL-5 poderia explicar a eosinofilia freqientemente presente
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tanto periférica como tecidual em pacientes alérgicos a determinadas
drogas.

Muitos clones de células T especificas séo citotdéxicos: ndo somente
CD8+, mas também células CD4+ sdo capazes assumir este fenotipo
citotoxico.

Estudos realizados com biopsias cutaneas de pacientes apresentando
exantema do tipo maculo-papular generalizado induzido por drogas
demonstrou que o infiltrado inflamatério cutaneo era composto
predominantemente por células T ativadas. Este infiltrado apresentva
células CD3+ ( 40 a 70% ) com predominancia de CD4+ ( 2/3 ) em
relacdo as células tipo CD8+ ( 1/3 ). Cerca de 20% delas expressavam
perforina e granzima B, tanto CD4+ como CD8+, fornecendo evidéncias
do envolvimento de células CD4+ citotdxicas na patogénese das
erupcdes a drogas in vivo. IFN-y foi detectado em linfécitos T do
infiltrado, o que pode contribuir para o aumento da expressédo de
moléculas do MHC Il nos queratinécitos. Em  estudos
imunohistoquimicos, estes queratindcitos mostraram-se positivos para
HLA-DR e ICAM-1. A expressdo destas moléculas poderia facilitar a
ligagéo e ativagédo de células T citotoxicas, tornando-0s mais susceptiveis
a citotoxicidade mediada pelos linfocitos T. A IL-12 produzida por
macréfagos e células dendriticas, € um potente fator estimulador e de
maturacdo tanto para células T citotoxicas como para células NK, e um
importante indutor da producédo de IFN-y. A presenca desta interleucina

em grande quantidade no infiltrado mononuclear no presente estudo
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pode representar um fator adicional responsavel pela citotoxicidade

mediada por células nas erupcdes cutaneas a drogas (Yawalkar,2000a).

6. Fatores de risco associados as rea¢fes imunoldgicas a drogas:

Ja foram descritos alguns fatores de risco associados as reacodes
imunoldgicas a drogas. A idade do pacientes é um destes fatores. Sabe-se
qgue individuos entre 29 e 49 anos sdo mais susceptiveis a reacdes agudas a
penicilina (Adkinson, 1984). Além disso, a responsividade imunoldgica e
predisposicdo genética individual foram apontadas como fatores de risco
importantes. Estudos desenvolvidos em animais e humanos indicam que a
habilidade de um determinado individuo em responder imunologicamente a
uma variedade de haptenos e polimeros de baixo peso molecular envolve
uma predisposicdo genética (Adkinson, 1984). Adkinson e colaboradores,

em 1984, demonstraram que somente metade dos adultos apresentam
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capacidade de desenvolver niveis detectaveis de IgG ou IgM em resposta a
administracdo de penicilina.

N&do ha nenhuma evidéncia que sustente a hipotese de que atopia
apresente algum papel na inducédo de uma resposta IgE-mediada especifica
a drogas. Por outro lado, uma historia de atopia foi encontrada com maior
frequéncia dentre individuos que sofreram episédios graves ou fatais de
anafilaxia induzida por drogas. Uma constituicdo atopica relaciona-se a um
maior risco de reacdes anafilaticas graves uma vez que a resposta mediada
por IgE ja foi desencadeada (Adkinson, 1984).

A administracdo parenteral de penicilina produz um maior nimero de
reacoes alérgicas quando comparada a administracdo via oral. Entretanto,
ainda ndo esta totalmente esclarecido se este fenbmeno esta relacionado a
menor dose que geralmente € administrada por esta dltima via, ou se esta
relacionada a variacbes destas diferentes vias em manejar e absorver os
antigenos da penicilina.

As reacOes anafilaticas aos p-lactamicos, assim como todas as
reacBes imunologicamente mediadas, requerem uma exposicdo prévia para
que exista sensibilizagdo. Em casos raros, a sensibilizagdo pode ocorrer
durante a primeira exposi¢cdo caso esta seja suficientemente longa. Além
disso, raramente podem ocorrer exposicdes ambientais ocultas como no

leite e na carne (von Greyerz,1999).
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IV. Justificativa:

Muito ja se sabe sobre a fisiopatologia e diagnéstico das reacdes IgE
mediadas por penicilinas, como descrito a seguir no item “Teste Cutaneos de
Leitura Imediata”. Os haptenos principais destas drogas ja foram isolados e
extratos para teste cutaneo de leitura imediata j4 foram padronizados em
varios paises. Por outro lado, poucas informagfes sdo disponiveis acerca
das reacgOes tardias como o exantema maculo-papular e urticaria de inicio
tardio relacionados aos antibidticos p-lactdmicos. Na ultima década, muitos
investigadores encontraram evidéncias de que estas manifestacdes

envolvem um mecanismo de hipersensibilidade tardia mediada por células (
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tipo IV de Gell e Coombs ), e estdo associadas a testes de contato e/ou teste
cutaneo intradérmico de leitura tardia positivos (Romano,1999) Além disso,
estudos realizados com bidpsias cutaneas mostraram caracteristicas
histologicamente semelhantes a dermatite de contato e, em alguns casos, a
provocacao oral com a droga envolvida levou ao aparecimento de lesbes
cutaneas de inicio tardio (Romano,1999).

Em 1999, Romano e colaboradores mostraram que cerca de 50% dos
pacientes que apresentaram exantema maculo-papular durante tratamento
com aminopenicilinas, apresentavam testes de hipersensibilidade tardia
positivos com a droga responsavel. Por outro lado, Primeau e colaboradores
mostraram em 2002 que, em 16 pacientes com historia de reacado tardia a
peniclinas, nenhum apresentou testes cutaneos intradérmico ou de contato
positivos e realizados sob as mesmas condi¢cdes dos estudos de Romano,
porém em uma populacdo diferente. Ambos 0s grupos sdo unanimes em
salientar a importancia da realizacdo de novos estudos utilizando-se estes
métodos diagnaosticos.

Outro ponto importante a ser salientado € a frequéncia de reacdes
cruzadas entre os diversos antibiéticos pertencentes a este grupo e que
podera ser, ao menos em parte, elucidado em nossa populagao.

O uso de antibidticos alternativos em pacientes com histéria de
reacdo adversa prévia a penicilina é uma prética freqiente para a maior
parte dos profissionais de saude. Porém, muitas vezes, estas alternativas
terapéuticas sdo mais caras, podem ser mais toxicas do que os antibiéticos

B-lactdmicos, além do potencial em colaborar com a ocorréncia de
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resisténcia bacteriana. Desta forma, a elucidacéo correta do diagndstico da
reacdo aos [-lactamicos torna-se uma questdo crucial sob todos esses

aspectos.

V. Métodos:

1. Origem da populacéo de estudo: Todos os individuos participantes
de nosso estudo foram recrutados no ambulatério de Reacdes
Adversas a Drogas do Servico de Imunologia Clinica e Alergia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sé&o Paulo no periodo de janeiro de 2003 a janeiro de 2006. Foram
estudados vinte pacientes com reacfes adversas a antibidticos beta-
lactamicos e quinze individuos controles. Todos assinaram o termo
de consentimento pos informado. Este projeto foi aprovado pela
comissao de ética para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq

da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
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Medicina da Universidade de Sdo Paulo — Protocolo de Pesquisa

numero 934/02.

2. Definicdes Operacionais:

a)

b)

Reacdo Adversa a Droga: qualquer efeito colateral néo
intencional com um impacto negativo no individuo exposto.
Reacdo Imunolégica a Droga: reacdo adversa a droga com
caracteristica, pela historia, de uma sindrome IgE-dependente
(anafilaxia, urticaria), sindromes que envolvem anticorpos
citotoxicos (citopenias, nefrite induzida por drogas), sindromes
gue envolvem imunocomplexos (febre, doenca do soro-like,
vasculites), ou sindromes com envolvimento de linfocitos T
(sensibilidade de contato, erupcdes cutaneas maculo-
papulares com ou sem prurido ou exfoliacdo, sindrome de
Stevens-Johnson, necrélise epidérmica toxica).

Reacado alérgica ou imunoldgica de inicio tardio: baseada na
classificacdo de Levine, 1966 sdo aquelas que se iniciam mais

de 72 horas apos a inicio do tratamento com a droga.

3. Critérios de Incluséo:

a)

b)

Idade > 12 anos
Historia de reacdo alérgica de inicio tardio a antibidtico B-

lactamico hd menos de 1 ano.
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4. Critérios de Excluséo:

a) Presenca de condicéo clinica associada a funcao imunolégica
anormal  (Sindrome da  imunodeficiéncia  adquirida,
imunodeficiéncia comum variavel).

b) Necessidade de terapia imunossupressora continua
(prednisona > 30 mg/dia nos ultimos 15 dias, ciclosporina,
quimioterapia nos ultimos 2 anos, imuran, citoxan).

c) Comprometimento da meméria ou habilidade de compreensao
do termo de consentimento (analfabetismo, deméncia, retardo
mental ou qualquer comprometimento do nivel de consciéncia).

d) Pacientes com historia de dermatite exfoliativa, Sindrome de
Stevens-Johnson e Necrolise Epidérmica Toéxica.

e) Pacientes em uso de drogas B-bloqueadoras.

f) Pacientes com histéria de reacGes imediatas com as drogas
estudadas.

g) Gravidez.

5. ldentificacdo dos Pacientes e Recrutamento:

Pacientes em potencial foram entrevistados utilizando o questionario
ja validado no Johns Hopkins Asthma and Allergy Center em Baltimore, USA
(Anexo 2) destinado ao diagnostico de reagBes imunologicas a
medicamentos.

Controles foram individuos maiores que 12 anos, com exposi¢cao

prévia a antibiéticos B-lactamicos, porém sem historia de reagoes.
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Os prontuarios dos pacientes foram consultados quando o

entrevistador apresentou dificuldades na classificacdo dos casos.

6. Estudos Imunoldgicos:

Os estudos imunolégicos foram realizados nos individuos classificados
como caso e nos controles. Os seguintes estudos imunoldgicos foram
efetuados:

a) Teste de hipersensibilidade imediata:

Reagentes:
- BPO-PPL: benzilpeniciloil-polilisina Merck — Espanha
- MDM: mistura de determinantes menores Merck — Espanha
- Amoxicilina 1 mg/ml e 20 mg/mil:
- Ampicilina Img/ml e 20mg/ml:
- Histamina 1 mg/ml e Solucao salina 0,9%: IPI ASAC

Os testes cutaneos de hipersensibilidade imediata foram realizados
em todos os pacientes com historia de reacdo alérgica de inicio tardio a
antibiéticos B-lactamicos, e nos individuos controles.
- Peniclina: Os reagentes utilizados foram PPL (peniciloil polilisina) e MDM
(mistura de determinantes menores), ambos disponiveis comercialmente. O
teste cutdneo de leitura imediata a penicilina € considerado um
procedimento seguro quando realizado por pessoal treinado e com a técnica
correta. Estavam disponiveis durante a realizacdo de todos os testes,

equipamento e medicacdes de emergéncia para tratar anafilaxia. Os testes



58

cutaneos foram realizados em duplicata, com controles positivo (histamina
10 mg/ml) e negativo (solucéo salina 0,9%).

Técnica: Apés assepsia da face volar do antebraco foram
realizados os testes cutaneos por punctura. Em ndo ocorrendo formacgéo de
papula no local ou sintomas sistémicos depois de 15 minutos, era realizada
injecdo intradérmica com os mesmos reagentes conforme descrito adiante.

Anti-histaminicos, antidepressivos triciclicos e drogas adrenérgicas
foram suspensos por um periodo de 5 a 30 dias antes do procedimento,
dependendo do medicamento em questao.

Riscos do procedimento: A frequéncia de reacbes sistémicas
durante os testes cutaneos de leitura imediata com regentes de penicilina
estd entre 0,12 a 1,2% dos pacientes com histéria positiva de reacdo a
imediata a penicilina e 2,3 a 9,4% dos individuos com teste positivo
(Schnyder, 2000). Geralmente estas reacdes sdo leves e resolvem
totalmente com tratamento. Casos fatais sdo raros, porém episédios de
anafilaxia foram relatados na literatura mundial, geralmente relacionados a
falhas técnicas como administracdo de doses maiores do que as previstas
inicialmente ou aplicacdo intradérmica ndo precedida de punctura (Sogn,
1992; Voorhost, 1980).

N&o existem evidéncias que o0s reagentes utilizados durante o
teste cutaneo possam sensibilizar os pacientes (Voorhost, 1980). A
administracdo de penicilina a individuos com teste cutaneo negativo, leva a

reacOes agudas em 0,5% daqueles com histéria negativa de reacéo e 2,9%
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daqueles com historia positiva de reacfes prévias a penicilina. Estes casos

sao geralmente leves e auto-limitados (Sogn, 1982).

- Amoxicilina a Ampicilina: Ambas as drogas foram testadas utilizando-
se a mesma técnica acima descrita para penicilina na concentracao de 2
mg/ml como previamente descrito por Romano e colaboradores em 2004.

b) Pesquisa in vitro de IgE especifica a penicilina,

amoxacilina e ampicilina (Blanca, 2001):

A determinacdo de IgE sérica especifica foi realizada através do
método UniCAP ® 100 baseado na tecnologia ImmunoCAP® e utiliza o
mesmo ensaio fluoenzimético (FEIA), Pharmacia CAO System, Suécia. A
fase soélida consiste em um recipiente revestido com cadeias de polimeros
hidrofobicos flexiveis. O carreador € um derivado de celulose ativada com
CNBr (brometo de cianogénio). O sistema usa combinacdes de anticorpos
IgE especifica e anticorpos monoclonais conjugados a beta-galactosidase e
gerando fluorescéncia através da quebra do substrato fluorescente 4-
metillumbelliferil-beta-D-galactoside em 4-metillumbelliferon. O experimento
é calibrado pelos padrdes de referéncia da Organizacdo Mundial de Saude e
inclui 2 conjuntos de calibradores.

Os antigenos utilizados foram: penicilina G (cl), ampiciloil (c5) e
amoxaciloil (c6) do mesmo fornecedor (Pharmacia®, Suécia).

Os resultados da deteccdo de IgE especifica serdo expressos

segundo a tabela abaixo:

Tabela 3: Resultados da deteccéo de IgE sérica especifica

Resultado Niveis do anticorpo Resultado-
guantitativo alérgeno-especifico semiquantitativo
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(kUIa/) (Classe de IgE
especifica)
<0,35 Ausente ou indetectavel |0
0,35a<0,7 Baixo 1
0,7a<35 Moderado 2
3,5a<17,5 Alto 3
17,5a<50 Muito alto 4
50a <100 Muito alto 5
100 ou mais Muito alto 6

Os valores de IgE sérica especifica sdo expressos em kUA/I onde A representa
anticorpos alérgeno especificos. Valores de 0,35 kUA/I ou mais representam um
aumento progressivo na concentracdo de anticorpos alérgeno-especificos.
Resultados inferiores a 0.35 kUA/I indicam auséncia ou niveis indetectaveis de

anticorpos especificos.

c) Testes de hipersensibilidade tardia: teste de contato e intradérmico:
Os testes de contato de hipersensibilidade tardia e teste intradérmico
foram baseados na técnica descrita por Romano e colaboradores, 2004.0s
testes intradérmicos foram aplicados na face volar do antebraco usando
seringa e agulha de insulina; um volume de 0,02ml dos seguintes reagentes:
peniciloil-polilisina com concentracdo plena (6 X 10 —° mEq), mistura de
determinantes menores (10 mM de benzilpenicilina, benzilpeniciloato e
benzilpeniloato), amoxacilina (2 mg/ml), ampicilina (2mg/ml) e diluente
(solucéo fisiolégica 0,9%). Todos os reagentes foram preparados em
solucédo salina tampé&o, em pH de 7,4 e diluidos em diluentes regulares para
extratos alergénicos, o teste intradérmico foi sempre precedido por punctura.
O local de realizagéo do teste foi examinado apdés 20 minutos para resposta

imediata e qualquer sinal de reacéo local foi marcado e anotado. O sitio de
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cada aplicacdo foi marcado com caneta indelével e novamente avaliado
apos 48 horas. Um teste intradérmico foi considerado positivo quando da
presenca de papula maior que 5 mm quando comparada ao controle diluente
(Torres,2001).

O teste de contato foi realizado utilizando os seguintes reagentes:
benzilpenicilina (5.000 Ul/grama de vaselina sélida), ampicilina (5% em
vaselina soélida), amoxacilina (5% em vaselina sélida) e controle (vaselina
pura) conforme descrito por Romano e colaboradores (2004). Os reagentes
foram armazenados a —20° C e aplicados em duplicata utilizando o sistema
Finn Chamber on Scampor (FDA Allergic, Brasil). Os testes de contato foram
avaliados apdés 48 e 72 horas de acordo com os critérios do Grupo
Internacional de Dermatites de Contato (Adams, 1981). O teste de contato

também foi realizado em duplicata.

d) Proliferacéo Linfocitéria:
Material Utilizado:

e Luvas de latex estéreis

e Tubos Falcon de 50 ml

e Tubos de 12 mi

e Pipetas sorologicas

e Pipetas de Pasteur

¢ Pipetas Gilson

e Ponteiras
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e Solugédo salina
e Meio RPMI 1640

e Ficoll-Hypaque (d= 1,076 g/ml)

Procedimentos Técnicos:
1. Obtencao das amostras de sangue:

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas dos individuos
gue apresentarem testes cutaneos positivos. Foram utilizadas luvas de latex
nao estéreis e tubos de coleta a vacuo contendo heparina sédica: agulha
namero 20 (3,8 cm) (Vacutainer, Becton-Dickinson) e um suporte de agulha
descartavel. As agulhas e suportes ndo eram re-utilizados, e ambos foram
descartados em caixas especiais para materiais pérfuro-cortantes perigosos.
Preferencialmente, as amostras eram coletadas pela manha (entre 8h e
10h).

Foram coletados 60 ml de sangue heparinizado e 10 ml de sangue em

tubo seco.

2. Tempo e condi¢Bes de armazenamento:

Amostras de sangue total foram mantidas a temperatura ambiente até
0 momento da andlise realizada dentro de no maximo 8 horas apdés a coleta.
Os resultados foram comparados com controles normais cujas amostras
foram coletadas e tratadas de forma semelhante.

3. Retirada e processamento do soro:
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O tubo seco foi deixado a temperatura ambiente para retracdo do
coagulo por aproximadamente 30 minutos e posteriormente centrifugado por
10 minutos a 2000 rpm. Foi retirado o soro livre de hemacias e inativado em

banho-maria a 56°.C por 30 minutos.

4. Separacao de mononucleares:

O sangue heparinizado foi diluido v/v em solucao salina estéril 0,9% e
foram adicionados 10 ml desta solucdo sobre um volume de 3ml de Ficoll-
Hypaque. Posteriormente, centrifugado por 25 minutos a 1800 rpm. Foi
retirada a nuvem de mononucleares localizada entre a interface do Ficoll-
Hypaque e a solucéo salina.Esta nuvem foi coletada com o auxilio da pipeta
de Pasteur e recolhida em um tubo de 50 ml (Falcon).Foi adicionada solucéo
salina até completar o volume final de 50 ml do tubo e este foi centrifugado
durante 10 minutos a 2000 rpm.

Apoés a centrifigacdo, o sobrenadante foi aspirado e o botdo celular
ressuspenso em 2ml de RPMI passando para um tudo de 15 ml. O tubo
Falcon foi lavado com 2ml de meio por mais duas vezes e colocado no tubo
de 15 ml. Apds completar este ultimo tubo para um volume final de 6ml, foi
centrifugado durante 8 minutos a 1800 rpm. O sobrenadante foi aspirado, as
células ressuspensas em 3ml de meio e posteriormente contadas na camara
de Neubawer. Acertar a concentracdo das células para 2x10% com RPMI e
soro inativado de modo que no volume final contenha 20% de soro. O total
de células necessarias para todos os experimentos (proliferacéo e coleta do

sobrenadante de cultura para dosagem de citocinas) foi de 55,5 X 10 6.
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5. Concentracdes dos antigenos/mitégenos:

Geralmente, mitdbgenos como PHA foram incubados com as células
por 72 horas. As drogas usadas como antigenos foram obtidas dos
fabricantes: Penicilina G (5.000.000 Ul — Tafarma — Brasil — lote 35FB05)),
amoxicilina (SP Farma — lote 19256) e ampicilina (Strides Arcolab — india —
lote PLL4002) e utilizadas em concentracfes que variaram entre 125 e 1000
ul/ml (125, 250, 500 e 1000 pl/ml) (Nyfeler,1997; Pichler,2004).

Cada um dos medicamentos foi colocado em um tubo de Eppendorf.
Os tubos vazios foram identificados e pesados vazios. Posteriormente, as
drogas foram adicionadas dentro do fluxo laminar e os tubos, novamente
pesados. Apds subtracdo do peso do tubo cheio do peso do tubo vazio,
obtivemos a quantidade de droga presente em cada um deles. Cada uma
delas foi diluida em meio RPMI 1640 na concentracdo de 1mg/ml.

6. Montagem do experimento:

As placas de cultura de 96 pogos com fundo em “U” (Becton Dickson,
Lincoln Park, NJ) foram envoltas em filme plastico e incubadas a 37°C em

estufa com atmosfera umidificada a 95% com 5% de CO2.

7. Distribuicéo na placa:
Todos os testes foram analisados em triplicata.
O controle ndo estimulado era composto por 100 ul de células (2x108)

+ 100ul de RPMI, enquanto o controle estimulado era constiruido por 100 pl
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de células (2x10°) + 100ul de antigeno diluido na concentracdo determinada

pela titulacéo.

8. Coleta e contagem celular:
Na manha do ultimo dia de incubacao das placas em atmosfera
umidificada com 5% de CO 2 e a 37°. C, as células foram pulsadas com 0,5
uCi/pogo de timidina triciada (Amersham Life Sciences). Apos 6 horas, as
células foram recolhidas em coletor especifico (Cell-Harvest — Pharmacia) e
a contagem da incorporacdo da timidina foi realizada através do método de
cintilacdo liquida para radiagdo P, no contador Beta-Plate (Wallac-

Pharmacia, Suécia).

9. Célculos:

O indice de estimulacao foi calculado pela média das triplicatas para
cada um dos antigenos, em com (contagem por minuto), dividido pela média
da triplicata do controle negativo. Foram considerados positivos, valores de

I.LE. (indice de estimulacédo) acima de 3,0.



As figuras 22 e 2b mostram o aspecto da placa da cultura linfocitaria:
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Figura 2 a: montagem da placa para cultura linfocitaria

Figura 2b: Aspecto final da placa de cultura linfocitaria

e) Dosagem de citocinas:
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Foram dosados os niveis de IL-5, TNF-a e IFN-y no sobrenadante da
cultura tecidual utilizando-se ELISA.
Material:
- Placa de 48 pocos de fundo chato
- Anticorpos de captura e deteccao para IL-5, TNF-a e IFN-y
- Solucado Substrato ABTS (Sigma ®)
- Solucéo de ligacdo: NaHPO4 0,1 M pH ajustado para 9,0 com NaH2PO4
0,1M
- Solucédo PBS: NaCl 80g, Na2HPO4 11,69, KH2PO4 2g, KCI 2g gs para 10
L; pH 7,0
- PBS/Tween®: 0,5 ml de Tween®-20 em 1 L PBS
- Solucéo tampéao bloqueadora: soro bovino fetal 10% (FBS) ou BSA 1% em
PBS filtrada antes do uso.
- Solucéo tampao bloqueadora/Tween®: Adicionar 0,5ml de Tween-20® em
1L de solucéo tampéao bloqueadora.
- Solucdo H202 3%
Protocolo de ELISA para procedimentos gerais:
- Anticorpo de captura: Diluir o anticorpo purificado anti-citocina a 1-4ug/ml
em solugdo ligante. Adicionar 100 pl de anticorpos diluidos aos pogos da
placa. Selar a mesma para evitar evaporacao e incubar durante a noite a
4°.C.
- Bloqueio: Remover a solugédo de anticorpo de captura e bloquear as

ligacbes nao especificas através da adicdo de 200 pul de solugao
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bloqueadora em cada poco. Selar a placa e incuba-la por 1 a 2 horas. Lavar
3 vezes com PBS/Tween®.
- Controles e amostras: Adicionar 100 ul dos controles e amostras diluidas
em solucéo bloqueadora/Tween®. Selar a placa e incubar por 2 a 4 horas ou
durante a noite a 4°.C. Lavar 4 vezes em PBS/Tween®
- Deteccédo do anticorpo: Diluir o anticorpo anti-citocina em 0,5 a 2 pyl.mg de
solugado bloqueadora/Tween®. Adicionar 100 ul do anti-soro diluido a cada
poco, selar a placa e incuba-la por 1 hora em temperatura ambiente. Lavar 4
vezes em PBS/Tween®.
- AV-HRP: Diluir o conjugado AV-HRP ou outro conjugado enziméatico para
sua concentracao ideal em solucédo bloqueadora/Tween® e adicionar 100 pl
em cada poco. Selar a placa e incuba-la em temperatura ambiente por 30
minutos. Lavar 5 vezes em PBS/Tween®.
- Substrato: Adicionar 100 pl de H202 3% em 11 ml de substrato. Colocar
imediatamente 100 yl em cada pogo. Incubar em temperatura ambiente por
5 a 80 minutos para revelacao da cor. Realizar a leitura por densidade Optica
para cada placa com leitor de microplaca ajustado para 405 nm.

As figuras monstram um exemplo do aspecto final das placas para

dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura linfocitaria:
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Figura 3a: Aspecto final da placa para dosagem de TNF-alfa no

sobrenadante da cultura linfocitaria

Figura 3b: Aspecto final da placa para dosagem de IL-5 no sobrenadante da

cultura linfocitaria
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VI. Analise Estatistica:

Os testes estatisticos e analises descritivas utilizados nessas
analises foram obtidos através do programa estatistico SPSS 12.0
(Statistical Package for Social Sciences). Ja os gréaficos foram feitos no

Excel.
Método: Teste Qui-Quadrado e Teste exato de Fisher

O teste utilizado na andlise dos dados demogréficos foi o teste
estatistico Qui-Quadrado. Este teste serve para testar a hipétese de que

duas variaveis categorizadas séo independentes.
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VII. Resultados:
1. Caracteristicas demograficas:

A andlise estatistica foi realizada com 20 pacientes (14 mulheres e 6
homens) e 15 controles (4 homens e 11 mulheres). A média de idade foi de
38,05 anos no grupo de pacientes e de 30,46 no grupo controle. A média de
tempo transcorrido entre a reacdo aguda e realizacdo da investigacao
imunologica foi de 5 meses e 12 dias nos pacientes estudados. Quarenta e
cinco porcentos destes individuos estavam em uso continuo de alguma
medicacdo como anticoncepcionais orais, inibidores de bomba de prétons e
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina. O mesmo numero de
pacientes referiram histéria familiar de reacdes adversas a medicamentos,
mas em somente um deles, a reacdo foi relacionada a um antibiético do
grupo dos beta-lactamicos. Nove pacientes (45%) apresentavam histéria
pessoal de reacdo adversa a drogas: 4 deles com uma ou mais dos
seguintes antibioticos: sulfametoxazol, ciprofloxacina e beta-lactamico, os
outros 5 individuos com uso de antiinflamatorios ndo hormonais. Sessenta
porcento dos pacientes eram atdpicos (teste de puntura positivo para os
seguintes aeroalérgenos: D. pteronissinus, Blomia tropicalis, epitélio de cao
e epitélio de gato).

As caracteristicas populacionais entre pacientes e controles, nao
houve diferenca estatisticamente significante, exceto a média de idade,
superior nos pacientes quando comparada com os individuos controle (teste

exato de Fisher foi utilizado para andlise destas variaveis — tabela 4).
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Tabela 4: Caracteristicas populacionais baseadas nas respostas obtidas

pela aplicacédo do questinario do JHAAC

Caracteristica Pacientes Controles
Género 6 homens/14 mulheres | 4 homens/11 mulheres
Média de idade (anos) 38,05-+ 14,96 30,46 £ 7,04
Uso continuo de | 45% 53,3%
medicacOes#

Historia pessoal de RAD | 45% 40%

#Hi

Historia  pessoal de | 60% 60%

atopia

Historia familiar de RAD | 45% 40%

Uso de mais que 3|20% 20%

cursos de antibidticos

nos ultimos 5 anos###

Ultima  exposicdo a | 5,41 +3,41 > 12
antibiético beta-

lactamico (meses)

# Uso continuo de medicacdes: uso continuo de um medicamento por periodo igual
ou superior a 1 ano

## RAD: Reacéo adversa a droga

### Uso de mais que 3 cursos de antibidticos (periodo igual ou superior a 7 dias)
nos ultimos 5 anos

Resultados obtidos através da aplicacdo de questionario aplicado pelo préprio
pesquisador na primeira visita apés assinatura do termo de consentimento pos-

informado.

Amoxicilina estava envolvida em 100% das reacdes. Somente 1
paciente havia feito uso de benzilpenicilina injetavel 1 dia antes do inicio do

uso da amoxicilina. Quinze pacientes (75%) apresentavam historia de
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exantema maculo-papular com uso do antibiético envolvido, 3 individuos
apresentaram urticaria tardia (15%). Outras reacdes encontradas foram o

exantema morbiliforme e o eritema nodoso.

2. Testes cutaneos de leitura imediata:
Nenhum paciente ou controle apresentou teste cutaneo de leitura

imediata positivo.

3. Testes cutaneos de leitura tardia: intradérmico e de contato:

Somente trés pacientes apresentaram testes cutaneos de leitura
tardia positivos nas leitura de 48 e 72 horas com amoxicilina 2mg/ml,
Ampicilina 2mg/ml e penicilina G 10.000 Ul/ml (figura 4a, 4b e 4c) e teste de
contato positivo com os mesmos reagentes (figura 5a e 5b). Nenhum deles
apresentou reacéo tardia positiva com PPL e MDM. N&o houve resultados
positivos dos testes cutaneos de leitura tardia (teste intradérmico e teste de

conatato) no grupo controle.
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Figura 4a : Paciente APG - leitura de 48h teste cutaneo intradérmico positivo para

ampicilina, amoxicilina e penicilina

Figura 4b: Paciente RCL - leitura de 72 horas teste intradérmico positivo para

ampicilina, amoxicilina e penicilina
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Figura 4c: Paciente WOF — leitura 72 horas teste intradérmico positivo para

ampicilina, amoxicilina e penicilina

Figura ba : Paciente RCL — teste de contato leitura de 72 horas positivo para

ampicilina, amoxicilina e penicilina
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Figura 5b: Paciente WOF - leitura 72 horas teste de contato positivo para

ampicilina, amoxicilina e penicilina

4. Determinacdo sérica de IgE especifica in vitro:
A determinacao sérica de IgE especifica sérica para penicilina G (cl),
ampiciloil (c5) e amoxaciloil (c6) foi negativa em todos os pacientes e

controles (<0,35 kUa/l).
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5. Proliferacéo linfocitaria:

A proliferacao linfocitaria mostrou-se positiva em somente 2 controles
(13%) e 10 pacientes (50%). Um dos pacientes apresentou mononucleose
infecciosa durante o exantema induzido por amoxicilina e seu estudo de
proliferacdo linfocitaria foi negativo. A paciente APG, cuja histéria era de
exantema induzido por amoxicilina, apresentou testes cutaneos de leitura
tardia positivos com amoxicilina, ampicilina e penicilina (figura l1a e 1b),
porém, nos experimentos de proliferacdo, houve resultado positive somente
com ampicilina.

As tabelas 5a, 5b e 5¢ mostram a média do indice de estimulacao
linfocitaria para cada um dos medicamentos em suas diferentes
concentracdes, desvio padrdo e comparacao destas médias entre pacientes
e controles, assim como sua significAncia estatistica. Houve diferenca
estatisticamente significante entre as médias do indice de estimulacéo

somente com ampicilina nas concentracdes de 125 e 250 mcg/ml.
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Tabela 5a: Média do indice de proliferacdo com ampicilina em diferentes

concentracdes, desvio padréo e comparacao entre pacientes e controles:

p(intervalo de

Desvio confianca

Grupo Média padréo 95%)

AMP_1000 Controles 15 10,2267 27,58790 712
Pacientes 20 13,1950 19,57892

AMP_500 Controles 15 1,8733 1,03542 ,052
Pacientes 20 5,6950 7,24718

AMP_250 Controles 15 1,8400 ,79084 ,042
Pacientes 20 3,8750 3,65036

AMP_125 Controles 15 1,3133 ,41034 ,031
Pacientes 20 3,0150 2,89178

Comparacéo entre as medias do indice de estimulacdo na proliferacéo linfocitaria

com ampicilina entre pacientes e controles. Observa-se diferenca estatisitcamente

significante somente nas concentragdes de 250 e 125 mcg/ml de ampicilina
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Tabela 5b: Média do indice de proliferacdo com amoxicilina em diferentes

concentracdes, desvio padréo e comparacao entre pacientes e controles:

p(intervalo de

Desvio confianca

grupo N Média padréo 95%)

AX_1000 Controle 15 1,9200 1,09948 ,088
Pacientes 20 3,4750 3,28279

AX_500 Controle 15 1,6333 ,62868 ,054
Pacientes 20 3,3950 3,35692

AX_250 Controle 15 1,4533 ,52081 ,056
Pacientes 20 3,3850 3,73057

AX_125 Controle 15 1,3333 ,32660 ,055
Pacientes 20 3,1000 3,41298

Comparacao entre as meédias do indice de estimulacdo na proliferacéo linfocitaria
com amoxixilina entre pacientes e controles. Ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as médias em nenhuma das concentragcbes de amoxicilina

testadas
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Tabela 5c: Média do indice de proliferacdo com penicilina em diferentes

concentracdes, desvio padrédo e comparacao entre pacientes e controles:

Desvio p (intervalo de

Grupo N Média padréo confianca 95%)

PEN_1000 Controle 15 1,6667 1,33131 ,064
Pacientes 20 4,7650 6,11988

PEN_500 Controle 15 1,6667 ,87396 ,123
Pacientes 20 4,6550 7,23576

PEN_250 Controle 15 1,3267 ,35550 ,122
Pacientes 20 3,9095 6,26347

PEN_125 Controle 15 1,2133 ,33566 ,126
Pacientes 20 3,1800 4,82031

Comparacao entre as meédias do indice de estimulacdo na proliferacéo linfocitaria

com penicilina entre pacientes e controles. Nao houve diferenga estatisticamente

significante entre as médias em nenhuma das concentra¢des de penicilina testadas

As figuras 6a, 6b e 6¢c mostram os padrdes individuais de proliferacéao

linfocitaria para cada droga em suas diferentes concentracdes e comparacao

entre suas médias.
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Figura 6a: Média do indice de estimulcdo (I.E.) na proliferacdo linfocitaria

com ampicilina em diferentes concentracdes: Pacientes X Controles
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AMP_1000 AMP_500 AMP_250 AMP_125

(ng/ml)
Variacdo da média do indice de estimulacdo na transformacao blastica de
linfécitos em fungéo da concentragdo de ampicilina em cultura de linfécitos de

pacientes comparado com individuos controle.
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Padrao individual de proliferacdo com ampicilina - Controles
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Padrao individual da proliferacdo linfocitaria com diferentes concentracdes de
ampicilina no grupo controle. A linha vermelha representa a média do indice de

estimulacao para o grupo em cada uma das concentragdes.
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Padrao individual de proliferacdo com ampicilina - Pacientes
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Padrdo individual da proliferacdo linfocitaria com diferentes concentracdes de
ampicilina no grupo de pacientes. A linha vermelha representa a média do indice de

estimulagéo para o grupo em cada uma das concentracoes.



linfocitaria com amoxicilina em diferentes concentracdes: Pacientes X

Figura 6b: Média do indice de estimul¢cao (l.E.) na proliferacao
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pacientes comparado com individuos controle.
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Padrao individual de proliferacdo com amoxicilina - Controles
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Padrao individual da proliferacdo linfocitaria com diferentes concentracdes de
amoxicilina no grupo controle. A linha vermelha representa a média do indice de

estimulagéo para o grupo em cada uma das concentracoes.
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Padrao individual de proliferacdo com amoxicilina - Pacientes
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Padrdo individual da proliferacdo linfocitaria com diferentes concentracdes de
amoxicilina no grupo de pacientes. A linha vermelha representa a média do indice

de estimulacao para o grupo em cada uma das concentragdes.
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Figura 6¢c: Média do indice de estimul¢cédo (l.LE.) na proliferacéo
linfocitaria com penicilina em diferentes concentracdes: Pacientes X

Controles
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Variagdo da média do indice de estimulacdo na transformacao blastica de
linfécitos em funcéo da concentragéo de penicilina em cultura de linfécitos de

pacientes comparado com individuos controle.
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Padrao individual de proliferacdo com penicilina - Controles
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Padrdo individual da proliferacdo linfocitaria com diferentes concentragbes de
penicilina no grupo controle. A linha vermelha representa a média do indice de

estimulagéo para o grupo em cada uma das concentracgoes.
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Padrao individual de proliferacdo com penicilina - Pacientes
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Padrao individual da proliferacao linfocitaria com diferentes concentracdes de
penicilina no grupo de pacientes. A linha vermelha representa a média do indice de

estimulacdo para o grupo em cada uma das concentragoes.
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A sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo

da proliferacdo linfocitaria para ampicilina, amoxicilina e penicilina em sua

diferentes concentracdes estdo expressas nas tabelas 6a, 6b e 6c¢.

Tabela 6a: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo

da proliferacao linfocitaria com ampicilina em diferentes concentracdes

Droga/ Concentracéo AMP 1000 | AMP 500 | AMP 250 | AMP 125
Sensibilidade (%) 55 50 45 25
Especificidade (%) 80 85 85 100
Valor Preditivo Positivo (%) 78 83 90 100
Valor Preditivo Negativo (%) 57 56,5 56 50

Tabela 6b: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo

da proliferacao linfocitaria com amoxicilina em diferentes concentracdes

Droga/ Concentragéo AX 1000 | AX500 | AX 250 AX 125

Sensibilidade (%) 35 35 30 30
Especificidade (%) 85 85 100 100
Valor Preditivo Positivo (%) 77 87,5 100 100
Valor Preditivo Negativo (%) 50 52 52 52

Tabela 6c¢: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo

da proliferacao linfocitaria com pencicilina em diferentes concentraces

Droga/ Concentragéao PEN 1000 | PEN 500 | PEN 250 | PEN 125

Sensibilidade (%) 40 35 25 25
Especificidade (%) 85 85 100 100
Valor Preditivo Positivo (%) 89 87,5 100 100
Valor Preditivo Negativo (%) 54 52 50 50
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A sensibilidade dos experimentos de proliferacGes linfocitaria variou
entre 25% com penicilina na concentracdo de 250 ug/ml até 55% com
ampicilina 1000 pg/ml. Sua especificidade foi de 80% a 100% como
demonstrado na tabela acima. O valor preditivo positivo foi elevado:77 a

100%. Entretanto, o valor preditivo negativo néo foi superior a 50%.

6. Dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura de linfécitos:

A dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura foi realizada em
todos os pacientes e controles. Trinta e cinco porcento dos pacientes e 6%
dos individuos controle apresentaram niveis detectaveis de IFN-y. No que
diz respeito ao TNF-a, encontramos resultados positivos em 95% dos
pacientes e 60% dos controles. Nenhum dos individuos do grupo controle
apresentou niveis elevados de IL-5 no sobrenadante da cultura linfocitaria,
contra 30% dos pacientes. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos

positivo e negativo do experimento sdo expressos na tabela 7a, 7b e 7c.

Tabela 7 a: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo

da dosagem de IFN-gama no sobrenadante da cultura linfocitaria

IFN-gama
Sensibilidade 35%
Especificidade 93%
Valor Preditivo Positivo 87,50%
Valor Preditivo Negativo 52%
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Tabela 7b: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo

da dosagem de TNF-alfa no sobrenadante da cultura linfocitaria

TNF-alfa
Sensibilidade 95%
Especificidade 40%
Valor Preditivo Positivo 68%
Valor Preditivo Negativo 86%

Tabela 7c: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo

da dosagem de IL-5 no sobrenadante da cultura linfocitaria

IL-5
Sensibilidade 30%
Especificidade 100%
Valor Preditivo Positivo 100%
Valor Preditivo Negativo 52%

Um resumo de todos os experimentos in vivo e in vitro realizados com todos

0S pacientes e controles estao expressos na tabela 8a e 8b (anexo 3)
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VIIl. Discussao:

Os antibioticos da classe dos beta-lactamicos constituem causa
frequente de reacbes adversas a medicamentos mediadas por mecanismos
imunologicos. O reconhecimento destes antibidticos por células T em
pacientes com reacoes tardias € de grande relevancia e, estudos recentes

corroboram com este achado (Depta, 2004).

Como descrito anteriormente, atopia ndo constitui um fator de risco
para reagdo alérgica a antibidticos beta-lactamicos. Alguns estudos mostram
a existéncia de predisposicao familiar para o desenvolvimento de alergia a
drogas (Adkinson, 1984; Kurtz, 1999), porém, ndo conseguimos confirmar
estes achados. O uso continuo de medica¢des nao foi associado a reacdes
tardias com aos antibidticos estudados. NOs esperavamos 0 oposto, uma
vez que o numero de medicacdes de uso concomitante poderia contribuir

para elevar a frequéncia de reacdes adversas a medicamentos.

Adkinson, 1984, relatou em seus estudos sobre fatores de risco para
reacdes a drogas que exposicoes repetidas a um determinado medicamento
nao estdo associadas com risco maior de reacdes adversas e, em NOSsSo
estudo, ndo encontramos diferenca significativa no niamero de cursos de

antibiéticos utilizados por pacientes e controles nos ultimos 5 anos.

Os testes cutaneos intradérmicos de leitura tardia foram positivos em
somente 3 pacientes (15%), uma percentagem inferior aquela encontrada
em outros estudos que mostraram uma positividade entre 36,8 (Macy, 1998)

a 52% (Romano, 1999) em pacientes com historia de reagfes tardia a
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antibioticos beta-lactamicos. A média de intervalo de tempo entre a reacéo
aguda e a realizacdo dos testes pode ndo ser uma das razfes para esta
diferenca, uma vez que nossos pacientes foram testados com menos que 12
meses da reacdo aguda (média de 5,4 meses). Talvez exista alguma
caracteristica populacional envolvida como anteriormente sugerido por
Primeau, 2002, que ndo encontrou resultados positivos nos testes
intradérmicos e de contato em 15 pacientes com histéria de exantema

maculo-papular induzido por antibiéticos beta-lactamicos.

Nenhum dos pacientes estudados apresentou testes cutaneos de
leitura imediata positivos ou deteccao de IgE sérica especifica positiva. Isto

demonstra a auséncia de sensibilizacdo mediada por IgE nestes individuos.

Assim como em outros estudos (Schnyder, 2000), nenhum dos
NOSS0S pacientes ou controles apresentou reagao positiva com PPL e MDM,
nem mesmo aqueles pacientes com teste intradérmico positivo com
ampicilina, amoxicilina e penicilina. Estes resultados podem estar
relacionados a natureza do carreador ou ao fato da droga envolvida em
todas as reacdes ser a amoxicilina. A concentracdo do MDM pode também
constituir um problema uma vez que estudos indicam que as reacoes
positivas sdo vistas com mais frequiéncia com uso de concentra¢cdes maiores
daquelas utilizadas nos extratos disponiveis comercialmente (Schnyder,

2000).

O teste de contato foi positivo nos mesmos 3 pacientes que

apresentaram testes cutaneos intradérmicos de leitura tardia positivos. Nao
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houve nenhum teste de contato positivo no grupo controle. A positividade
dos testes de contato em pacientes com historia de reacdo tardia com
antibioticos beta-lactamicos na literatura, € variavel. Em pacientes com alta
probabilidade de uma determinada droga estar envolvida na reacdo, a
positividade do teste de contato pode variar de 31,7 a 50% (Barbaud, 2001).
Resultados relevantes dependem da concentracdo utilizada da droga,
veiculo e local de aplicacdo dos testes. Encontramos uma positividade de
15% do teste de contato no grupo de pacientes, inferior aquela referida na
literatura. A concentracdo das drogas utilizadas, veiculo e local de aplicacdo
dos testes foram os mesmos dos trabalhos anteriormente realizados e, desta
forma, ndo existem diferencas técnicas na realizacdo do procedimento. Da
mesma forma que os testes cutaneos intradérmicos de leitura tardia,
Primeau, 2000, ndo encontrou nenhum teste de contato positivo em 15
pacientes com histdria de exantema maculo-paular induzido por antibiéticos
beta-lactamicos. Talvez, variacdes populacionais possam estar envolvidas

nestas diferencas.

O exantema maculo-papular € a lesdo cutanea mais associada a
reacles adversas a medicamentos, principalmente causadas por antibiéticos
do grupo das penicilinas (Bigby, 2001). Nosso estudo mostra que o
exantema maculo-papular foi a lesdo mais frequentemente descrita pelos
pacientes durante a reacdo aguda. A amoxicilina € o beta-lactamico mais
comumente usado na nossa pratica diaria e, provavelmente, € uma das

causas para a alta freqiiéncia de reacfes adversas a estes medicamentos.
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A sensibilidade da proliferacdo linfocitaria com antibiéticos beta-
lactamicos é muito variavel, dependendo das caracteristicas do estudo e
populacdo analisada. Em nossos experimentos, 50% dos pacientes
apresentaram indice de estimulacéo superior a 3,0 com pelo menos um dos
antibioticos estudados. A sensibilidade com a amoxicilina (a droga mais
envolvida nas reacdes) variou de 30 a 35%, dependendo da concentracéo
da mesma. Esta porcentagem é inferior aquela relatada por Nyfeler &
Pichler, em seu estudo publicado em 1997, de 74%, porém, isso pode ser
explicado pelas diferencas no processo de selecdo dos pacientes, nivel de
corte escolhido para o indice de estimulacédo e condi¢cdes nas quais a cultura
linfocitaria foi realizada. Apesar desta diferenca de sensibilidade da
proliferacdo linfocitaria entre nosso estudo e outros ja publicados,
acreditamos que este teste diagndstico in vitro constitui um método atil na
identificacdo de individuos alérgicos a peniclina, especialmente aqueles com
histéria de reacfes tardias. A proliferacdo linfocitaria mostrou-se mais

produtiva quando comparado com os testes cutaneos.

Por outro lado, a especificidade da cultura de linfocitos foi alta: 80
al00% com amoxicilina (em diferentes concentragbes). Estes achados sé&o

condizentes com outros grupos (Luque, 2001; Nyfeler, 1997).

Nossos experimentos com proliferacdo linfocitaria mostraram uma
heteregenicidade na resposta antigénica. Alguns pacientes apresentaram
resposta especifica com amoxicilina e boa tolerancia a penicilina, enquanto
outros individuos responderam a ambas as drogas. Além disso, nossos

resultados mostram que nas reacdes alérgicas ndo imediatas aos beta-
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lactdmicos n&o existe uma curva dose-resposta clara, e a concentracdo da

drogas que induziu proliferacdo maxima variou entre 0s pacientes.

As bases cientificas da proliferacdo linfocitaria foram bem
estabelecidas nos ultimos anos e sua utilidade foi demonstrada em diversas
doencas e com diferentes drogas. Desta forma, este teste tem contribuido
muito para a melhor compreensdo da imunopatologia das reacdes
imunolégicas a drogas. Se realizado de forma correta, este teste diagndstico
apresenta algumas vantagens: € um teste laboratorial (in vitro), seguro e

pode ser positive em reagdes a medicamentos de diferentes mecanismos.

Entretanto, sua aplicagdo como um exame de rotina € ainda
controverso. O mesmo € verdadeiro para a maioria dos testes diagndsticos
em alergia a medicamentos. Estas limitagbes decorrem da grande
heterogenidade das reacbOes de hipersensibilidade a drogas, e um teste
isolado ndo é capaz de demonstrar sensibilizacdo ao medicamento
envolvido com seguranca suficiente. Além disso, experimentos de
proliferacéo linfocitaria requerem experiéncia em técnicas de manejo celular,
equipamentos caros e um profundo conhecimento em farmacologia e

imunologia do individuo que interpretara os resultados.

Um estudo de proliferacdo linfocitaria positivo contribui para o
diagnéstico de alergia a droga. Porém, uma vez que a sensibilidade do teste
€ limitada, um resultado negativo ndo exclui hipersensibilidade a drogas.

Assim, torna-se evidente que sao necessarias novas pesquisas a fim de
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simplificar estes testes e melhor definir as drogas e doencas para as quais a

proliferacéo linfocitaria seria mais util.

Apesar de terem sido demonstrados diversos achados in vitro nas
reacOes alérgicas a medicamentos, estes hem sempre reproduzem o que
ocorre in vivo, e discrepancias existem. Uma das estratégias para o melhor
entendimento das reacdes adversas imunologicas a drogas envolve estudos
da expressdo de citocinas em células mononucleares periféricas de
individuos com reac¢Bes imediatas ou tardias a medicamentos. Esta
abordagem consiste na quantificacdo da expressao e producéo de algumas
citocinas relevantes (IFN-gamma, TNF-alpha and IL-5) através de ELISA ou
RT-PCR. A sensibilidade do método ELISA possui limitacdes. Sabe-se que o

uso de ambas as técnicas constitui uma abordagem mais completa.

Em nosso estudo, 35% dos pacientes e somente 6% dos controles
apresentaram resultados positivos para a deteccdo de IFN-y. No caso do
TNF-a, encontramos 95% de pacientes e 60% dos controles com resultados
positivos. Nenhum dos controles apresentou deteccdo de IL-5 positiva,

enguanto 30% dos pacientes o fizeram.

Outros grupos demonstram uma positividade de 50% quando a
deteccdo de RNAmM para IFN-y foi utilizada. Nossos achados de
sensibilidade para IL-5 foram muito inferiores quando comparada a outros

autores. Provavelmente, estas discrepancias decorrem do meétodo utilizado.
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IX. Conclusdes:

Os testes cutaneos de leitura tardia (intradérmico e de contato) nao
foram eficazes para o diagndstico da urticéria tardia e exantema maculo-

papular induzidos por antibioticos beta-lactamicos.

A proliferacao linfocitaria apresentou alta especificidade, porém, baixa

sensibilidade para a amoxicilina, a droga envolvida em 100% das reacoes.

A deteccdo de citocinas no sobrenadante da cultura de linfocitos
mostrou resultados variaveis, dependendo da citocina estudada. A deteccdo
de IFN-gama apresentou baixa sensibilidade e alta especificidade, da
mesma forma que a IL-5. Por outro lado, A deteccdo de TNF-alfa mostrou-se

muito sensivel, porém, pouco especifico.

Concluimos que, uma vez que a imunopatogenia das reacfes de
hipersensibilidade a drogas é complexa, seu diagndstico se comporta da
mesma forma. Somente uma abordagem combinada utilizando histéria
clinica detalhada, testes cutaneos de leitura imediata e tardia quando
disponiveis, testes in vitro quando possivel e de provocacdo, podem

contribuir para elucidagéo diagnéstica.
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XIl. Anexo 1:

Cronograma de visitas:

Visita 1:

- Assinatura do termo de consentimento

- Verificacdo dos critérios de inclusdo e exclusao

- Historia detalhada da exposicao prévia e reacdo adversa ao antibiético -
lactamico

- InformacgBes sobre medicacdes em uso atualmente, histéria médica e
passado atopico

- Coleta de sangue para realizacdo da pesquisa de IgE e 1gG especificas.

- Testes cutaneos de punctura de leitura imediata e posteriormente testes
intradérmicos de leitura imediata e tardia quando os primeiros forem
negativos: PPL, MDM, amoxicilina (2 mg/ml) e ampicilina (2 mg/ml).

- Colocacdo do teste de contato: benzilpenicilina 5000Ul/grama de
vaselina, ampicilina 5% em vaselina e amoxacilina 5% em vaselina.

Visita 2: (48h ap0s visita l)

- Remover teste de contato

- Leitura dos testes intradérmicos

- Leitura do teste de contato apds 30 minutos de sua retirada

Visita 3: (24 horas apos visita 2)

- Segunda leitura do Teste de contato

- Coleta de sangue para estudo de proliferacéo linfocitaria e dosagem de

citocinas.
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Data:

/

/

Teste Cutaneo com B-lactamico:

Data do teste de leitura imediata e leitura: / /
Data da leitura tardia de 48 horas: / /
Data da leitura de 72 horas: / /
Du | Punctura ID ID leitura tardia
pla Imediata |48 horas 72 horas
20 min
PPL 1 |P: P: P: P:
E: E: E: E:
2 |P: P: P: P:
E: E: E: E:
MDM 1 |P: P: P: P:
E: E: E: E:
2 |P: P: P: P:
E: E: E: E:
Amoxicilina 1 |P: P: P: P:
2mg/ml E: E: E: E:
2 |P: P: P: P:
E: E: E: E:
Ampicilina 1 |P: P: P: P:
2mg/ml E: E: E: E:
2 |P: P: P: P:
E: E: E: E:
Controle 1 |P: P: P: P:
Positivo E: E: E: E:
2 |P: P: P: P:
E: E: E: E:

Negativo
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/ /

Teste de Contato com B-lactamicos:

No. |Substancia Dupla |12 leitura |22leitura |Interpretagao
48 horas |72 horas |Final
1 Controle 1
Negativo
2
2 Benzilpenicilina |1
5000 Ul/g
2
3 Amoxacilina 5% |1
2
4 Ampicilina5% |1
2
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Anexo 2:

Questionario para investigacao de reacdes a drogas

Nome:

Endereco:

Telefone: Data de Nascimento:

Registro: Data da entrevista: / /
Forma de Entrevista: [] Direta 1 Telefone

Parte I

Vocé ja teve uma reagao a algum medicamento? Se “sim”, passar para parte
Il

71 Sim 1 N&o

Parte Il

1) Qual é o nome da primeira medica¢do a qual vocé apresentou reacao?

Nome: 1 Nome de fantasia [ Nome genérico [ Nao sabe

Caso nao saiba qual medicac¢éo: Para qué o remédio foi receitado?

Indicacdes: [1 Antibidtico [JAnalgésico 1 Outros:

2) Em que ano ocorreu a reagao?

Se foi nos ultimos 12 meses, especificar o més:

3) Foi a primeira vez que vocé usou esta medicacdo? [1 Sim ) Nao

”

Se “ndo”. Quanto tempo faz que vocé a tomou pela Ultima vez?

(sem/meses/anos)
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3) Por quanto tempo vocé tomou a medicacdo ante do aparecimento da

0

[

reacao?

Dentro das primeiras 4 horas apds a primeira dose
Entre 4 e 24 horas depois da primeira dose

Entre 1 e 3 dias depois do inicio da medicacéo
Entre 4 e 7 dias depois do inicio da medicac¢éo
Mais de 7 dias depois do inicio da medicacéo

Depois do término da medicacdo — Quanto tempo depois? dias

4) A reacéo incluiu qualquer um dos sintomas?

Sim Nao Se “sim”: quanto tempo duraram os sintomas? (d/m/a)

[

J

J

1 LesOes na pele —» Se "sim”— [1 Nao lembra tipo de lesdo
1 Urticas
1 Lesbes como “sarampo”
1 lesbes planas somente com vermelhidao
1 Ulceras dolorosas em boca, vagina ou reto
1 Bolhas na pele
"1 Descamacao e desprendimento da pele

— Isto precisou de internagéo hospitalar?/Sim

O Prurido
[J Febre
[1 Calafrios

1 Inchacgo de labios, rosto ou boca

"1 Inchago em algum outro local
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1 [ Dor nos musculos ou articulacdes

1 [0 Tontura, vertigem ou perda de consciéncia

|

1 Queda da pressao arterial

J

1 Espirros ou bloqueio nasal

1 [ Nausea, vomito e/ou diarréia

1 [1 Sensacgao de aperto no peito, chiado ou falta de ar

— Vocé ja foi diagnosticado como asmatico? [ Sim IN&o

O 71 Alteracédo dos exames de sangue — Especificar:

6) O que mais vocé se lembra sobre a reacdo?

7) Vocé se lembra de qualquer tratamento que lhe foi dado além de
interromper a droga?
1 Néao
1 Sim — [ Ligacdo p/ resgate [ Procurou pronto socorro 1 Contatou seu
médico
Qual tratamento vocé recebeu?
‘ladrenalina [ anti-histaminicos
1 corticosterdides — [1 comprimidos via oral 1 EV [1 IM—>

duracéo:

1 cremes ou locgoes

1 outras medicacoes:
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8) Quanto tempo demorou para a reacao desaparecer completamente?
‘Imenos de lhora [11a?24horas [11la3dias [14a7dias [Imaisde?7
dias
9) Vocé tomou esta mesma medicacdo novamente depois da reacao?
"1 N&o
1 Sim — a) quando (dias, meses, anos) depois

b) o que aconteceu?! ndo ocorreu reacdo [ ocorreu uma reacao

similar [ reacado diferente — descreva:

10) Avaliacdo do entrevistador

Sua impressdo sobre a confiabilidade dos dados apresentados pelo
paciente:
1Boa [ Satisfatéria 1 Ruim

Esta reacao foi compativel com uma reacao imunolégica por droga?

1 N&o (margue um ou mais abaixo) [ Sim
1 Reacdo adversa/toxica 71 IgE dependente
1 Intolerancia [ citotéxica ou imunocomplexo
1 Overdose (incluindo dcga soro-tipo Il e III)
1 Pseudoalérgica/ldiossincrasia (1 Cél. T dependente (tipo V)
1 N&o relacionada a droga 1 outra ndo classificada

(1 Outras:
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Como vocé classificaria a gravidade desta reacédo?

1 Leve (sem necessidade de cuidados médicos ou tratamento)

"1 Moderada [1 Grave (risco de vida potencial ou incapacidade ou

prolongada)

O quanto vocé esta confidente de que a reacdo acima foi ou nao foi

imunologica em sua origem?

"1 Muito confidente [ Moderadamente confidente [lincerto

Parte Il

Agora, nés gostariamos de fazer algumas perguntas sobre sua exposicdo

prévia a alguns medicamentos comuns:

1) Quantas vezes voceé foi tratado com antibidticos durante toda sua vida?

INenhum [11a3 [14al0 [110a25 [Imaisque 25

2) Quantos cursos de penicilina vocé ja tomou durante toda sua vida?

ONenhum l1la3 J4al0 J10a25 [Jmaisque 25

3) Quantos cursos de antibiéticos diferente de penicilina vocé ja tomou em
toda sua vida?

ITNenhum 1a3 [14al0 710a25 [Imaisque 25

4) Quantas vezes vocé tomou qualquer antibiético nos altimos 5 anos?

Nenhum [0l1la3 [14al0 [110a25 [JImaisque 25

5) Quantas vezes vocé tomou penicilina nos ultimos 5 anos?

INenhum 1a3 [4al0 710a25 [Imaisque 25

6) Quantas vezes vocé tomou antibidticos diferentes de penicilina nos
altimos 5 anos?

JNenhum [J1a3 [14al10 [110a25 [Imaisque 25
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7) Vocé ja tomou uma unica medicacdo continuamente por 5 anos ou mais?
[Sim [ Néo

Se “n&o”, va para o item 8. Se “sim”, diga os nomes destas medicagdes, por
quantos anos vocé as tomou ou esta tomando, e a doenca para qual ela foi

indicada:

Medicacéao Duragéo (anos) Indicacdo Médica
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8) Vocé ja tomou uma unica medicag¢do continuamente por mais de 1 anos,
mas menos de 5 anos? [J Sim [ Nao

Se’ndo”, va para o final. Se “sim”, diga os nomes destas medicagdes, por
quantos anos vocé as tomou ou esta tomando, e a doenca para qual ela foi

indicada:

Medicacéao Duragéo (anos) Indicacdo Médica

Entrevistador:

Paciente:
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Anexo 3

Tabela 8a: Resultados dos testes cutaneos de leitura tardia, teste de contato, proliferacao linfocitaria, IgE sérica especifica,
Dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura linfocitaria (pacientes n=20

Paciente TCID TC LTT IgE especifica | IFN-gama | TNF-alfa IL-5
LBRP 1| neg neg neg neg positivo neg neg
JSC 2| neg neg positivo neg neg positivo |neg
MRAR 3| neg neg positivo neg neg positivo |neg
RCL 4 | positivo | positivo positivo neg positivo positivo |positivo
ASN 5| neg neg positivo neg neg positivo |neg
G 6 | neg neg positivo neg neg positivo |neg
VMGG 7| neg neg neg neg neg positivo |neg
MB 8 | neg neg neg neg neg positivo |neg
WSF 9| neg neg neg neg positivo positivo | positivo
APG 10 | positivo positivo neg neg neg positivo |neg
VMMP 11 | neg neg positivo NR positivo positivo | positivo
HGMC 12 | neg neg positivo neg positivo positivo | positivo
CO 13 | neg neg positivo neg neg positivo |neg
MRC 14 | neg neg neg neg neg positivo |neg
MLNS 15| neg neg neg neg neg positivo | neg
MCSP 16 | neg neg neg neg neg positivo | neg
WOF 17 | positivo | positivo positivo neg positivo positivo | positivo
Lisandra 18| neg neg positivo neg neg positivo | neg
MAGJ 19 | neg neg neg neg positivo positivo |positivo
DV 20 | neg neg neg neg neg positivo |neg

TCID: teste cutaneo intradérmico

TC: teste de contato
LTT: lymphocyte transformation test (proliferacéo linfocitaria)
NR: n&o realizado
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Tabela 8a: Resultados dos testes cutaneos de leitura tardia, teste de contato, proliferacao linfocitaria, IgE sérica especifica,

Dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura linfocitéria (controles n=15)

IgE
Controle TCID TC LTT espegcifica IFN-gama | TNF-alfa IL-5

DS 1| neg neg positivo neg neg neg neg
LKT 2| neg neg neg neg positivo positivo | neg
LCD 3| neg neg neg neg neg positivo | neg
FP 4| neg neg neg neg neg neg neg
MEM 5| neg neg neg neg neg positivo | neg
AKBO 6 | neg neg neg neg neg positivo | neg
MD 7| neg neg neg neg neg positivo | neg
DBV 8| neg neg neg neg neg positivo | neg
AO 9| neg neg neg neg neg positivo | neg
DCM 10| neg neg neg neg neg positivo | neg
Genair 11 | neg neg neg neg neg positivo | neg
Rosana 12 | neg neg neg neg neg neg neg
Ana

Lucia 13 | neg neg neg neg neg neg neg
JMG 14 | neg neg neg neg neg neg neg
MSS 15| neg neg positivo neg neg neg neg

TCID: teste cutaneo intradérmico
TC: teste de contato
LTT: lymphocyte transformation test (proliferacédo linfocitaria)
NR: nao realizado
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