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RESUMO - Introducéo: A alergia a anti-inflamatérios néo esteroides (AINEs) estd frequentemente associada a rea-
¢oes de hipersensibilidade graves e de dificil diagnéstico. O teste de ativag@o de baséfilos, com citometria de fluxo
Flow2cast (BAT), surge como um teste in vitro promissor para identificagéo de reacdes de hipersensibilidade a estes
fdrmacos mas com limitagdes. Caso Clinico: Jovem do sexo masculino, com urticéria crénica desde a inféncio,ldpre-
sentava episédios de agravamento da urticdria com angioedema imediatamente apés ingestdo de AINEs. Ultimo
episédio ocorrera hd mais de um ano apés acetilsalicilato de lisina. Primeiro BAT diagnéstico com écido acetilsalici-
lico (AAS) foi inconclusivo. Prova de provocacdo oral (PPO) com celecoxib negativa. PPO com AAS 700mg desenca-
deou andfilaxia as 3 horas, com hipoxémia e triptase sérica de 27.1ug/L. Repeticdo de BAT demonstrou expressivo
aumento da ativacdo basal e apds incubagdo com AAS. Discusséo: Este caso enquadra-se na indicagdo atual do
BAT na hipersensibilidade a AINEs: resultados negativos ndo evitam PPO a AINEs. Contudo a proximidade temporal
da ¢ltima reagdo ao BAT aparenta influenciar os resultados.

PALAVRAS-CHAVE - Anti-inflamatérios ndo esteroides, efeitos adversos; Teste de desgranulacdo de baséfilos; Hi-
persensibilidade a farmacos, diagnéstico; Urticdria, complicacdes; Teste de provocagéo a férmacos.

NSAID HYPERSENSITIVITY AND BASOPHIL ACTIVATION TEST

ABSTRACT - Introduction: Allergy to nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) is often associated with severe
hypersensitivity reactions and with difficult diagnosis. Basophil activation test by flow cytometry with Flow2cast (BAT)
is a novel in vitro test for identification of hypersensitivity reactions to these drugs but with some limitations. Clinical
case: Young male manifesting chronic urticaria since childhood presented with worsening of hives with angioedema
immediately after NSAID intake. Last reaction happened over a year before after lysine acetylsalicylate. Initial BAT for
diagnosis with acetylsalicylic acid (ASA) was inconclusive. Drug provocation test (DPT) negative to celecoxib. Another
DPT with 700mg of ASA triggered anaphylaxis three hours later with hypoxia and serum tryptase 27.1ug / L. A second
BAT had higher basal activation and marked increase with ASA incubation. Discussion: This case shows current BAT
recommendation in NSAID hypersensitivity: a negative BAT does not avoid NSAID DPT. However, time between last
reaction and BAT seems to influence results.

KEY-WORDS - Anti-inflammatory agents; Non-steroidal, adverse effects; Basophil degranulation test; Drug hypersen-
sitivity, diagnosis; Urticaria, complications; Drug provocation test.
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INTRODUCAO

Os anti-inflamatérios néo esterdides (AINEs) sé@o
fdrmacos com caracteristicas analgésicas, antipiréticas
e anti-inflamatérias e situam-se entre os 30 fédrmacos
mais consumidos a nivel mundial. Consistem numa fa-
milia de fdrmacos heterogéneos com diferentes estrutu-
ras quimicas que podem ser classificados de acordo com
a intensidade de inibigdo da ciclo-oxigenase (COX): os
inibidores seletivos de COX-2 (COXIBEs) bloqueiam a
COX-2 com pouco efeito sobre a COX-1."

A Hipersensibilidade aos AINEs (HS-AINEs) é uma
situacdo bem conhecida datando de 1902. A primeira
descricGo de hipersensibilidade a dacido acetilsalicilico
(AAS) foi feita por Hirschberg. Widal? descreveu-a pela
primeira vez como uma sindrome em 1922; foi univer-
salizada por Samter e Beers® no final dos anos 60. A
sindrome inclui manifestagdes respiratérias tipicas com
quadro clinico de rinite recorrente associada a polipose
nasal e a crises de asma — a triade cléssica. Contudo,
podem estar presentes ou coexistir manifestagdes cutd-
neas como urticdria e angioedema podendo estas rela-
cionar-se com reagdes andafiléticas.

Considera-se reagdo adversa a medicamentos
(RAM) qualquer resposta prejudicial ou indesejavel, néo
intencional. Podem ser divididas em previsiveis ou im-
previsiveis. Estas Gltimas incluem as reacdes de hiper-
sensibilidade que constituem cerca de 1/6 das RAM e
definem-se, de acordo com a European Academy of
Allergology and Clinical Immunology,* por sintomas ou
sinais objetivos e reprodutiveis, fipicos de alergia, ini-
ciados pela exposi¢éo a um estimulo em dose tolerada
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por individuos normais. A HS-AINEs inclui-se nesta de-
finicdo e constitui 20-25% das reacdes de hipersensi-
bilidade medicamentosa, cuja classificagéo e estudo se
esquematiza no quadro | (adaptado de Kowalski et al®
e de Torres et alé).

Na doenca respiratéria exacerbada pelos AINEs
(DREA) e na doenca cutéinea exacerbada pelos AINEs
(DCEA considera-se que o mecanismo subjacente con-
siste na inibicgo da COX-1 e observa-se reatividade
cruzada entre os diversos AINEs, com uma boa tolera-
bilidade aos inibidores seletivos da COX-2 em quase
todos doentes. A urticdria e angioedema induzidas por
AINEs (NIUA - do inglés NSAID-induced urticaria and
angioedema) envolve varios AINES mas mais raramente
os COXIBEs (50% menos frequentemente que os restan-
tes AINEs) assumindo-se que possa também dever-se &
inibicdo da COX-1.7

Ainibicdo da COX-1 reduz a produgéo de prostaglan-
dina E, (PGE,) e promove a metabolizagdo do dcido ara-
quidénico pela 5-lipoxigenase® com geracdo de Cisteinil
Leucotrienos (Cys-LT) nomeadamente LTC,, LTD,, e LTE,.
Os individuos suscetiveis apresentam maior nimero de
recetores para leucotrienos e também baixos niveis consti-
tucionais de sinfese de PGE,. Num estudo de coorte corea-
no,’ alguns marcadores genéticos de predisposic@o para
HS-AINEs identificados relacionavam-se com aumento
da sintese de receptores de Cys-LT, menor produgdo de
PGE, e ainda com aumento de tromboxano A2, que tam-
bém promove producéo de Cys-LT. Considera-se assim
que o processamento aberrante do dcido araquidénico
influencia a hiper-reatividade dos baséfilos, que libertam
histamina e desencadeiom a resposta inflamatéria.
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J& na urticdria/angioedema e anafilaxia induzida
por um Unico AINE (SNIUAA - do inglés single NSAID-
-induced urticaria/angioedema and anaphylaxis) con-
firmou-se a sensibilizacdo, em alguns casos, por testes
cut@neos e determinagdo de IgE especifica nomeada-
mente a pirazolonas.

Atualmente, o “gold standard” no diagnéstico de
HS-AINEs é a prova de provocagéo oral (PPO), com ele-
vada sensibilidade e especificidade, cujo valor prediti-
vo negativo para os AINEs ascende a mais de 96%.'°
Os protocolos variam consoante o grau de suspeicdo e
conforme o objetivo definido seja a obten¢@o do diag-
néstico (usa-se fdrmaco suspeito) ou a selecdo de uma
alternativa terapéutica (preferem-se COXIBEs). Na pre-
senca de sintomas respiratérios desencadeados pela in-
gestdo de AINEs ou de patologia respiratéria crénica,
a prova efetua-se sob controlo espirométrico seriado.
Um protocolo diagnéstico preconizado é a elaboracdo
de uma PPO com AAS em 3 dias consecutivos, iniciada
com placebo e progredindo com doses fracionadas do
farmaco até atingir a dose cumulativa no terceiro dia,
equivalente a uma toma em dose terapéutica.

A PPO é positiva se surgirem sinais ou sinftomas de
hipersensibilidade. Geralmente, as reacdes ocorrem em
15 minutos a 1 hora apés administragéo do férmaco.
Em alguns casos podem ocorrer reacées graves como
a andfilaxia. As PPO realizam-se sob rigorosa vigilan-
cia por pessoal especializado com recursos adequados.
Avaliam-se sinais e sinftomas das vias dreas superiores
e inferiores, cut@neos, gastrointestinais e sistémicos.'®!

Face a estes riscos da PPO, procuram-se alternativas
diagnésticas in vitro nomeadamente o teste de liberta-
¢Go de histamina e o de libertacdo de sulfidoleucotrie-
nos (CAST) cujos resultados promissores ainda néo séo
aplicaveis & rotina clinica.

Outro método ¢ o teste de ativacdo de basdfilos (BAT)
que pode ser efetuado através de incubag@o de uma
amostra de sangue periférico com uma solucdo que
contém o estimulo pretendido, procedendo-se posterior-
mente & andlise das populacdes de baséfilos ativados,
recorrendo & técnica de citometria de fluxo Flow2cast.
Nesta técnica, a selecdo de baséfilos realiza-se através
da expressdo do recetor de IL-3R (CCR3), o que é mais
adequado para hipersensibilidade nédo mediada por IgE,
como na HS-AINEs. A contagem de baséfilos ativados
recorre & expressdo do marcador de superficie CD63.
Os resultados séo fornecidos comparando as leituras no
citémetro antes e apds incubagdo com o alergénio em
estudo. Este marcador existe em baixa concentragdo na
superficie dos baséfilos em repouso mas a sua expres-
sdo aumenta com a fusdo da membrana dos granulos

Caso Clinico

citoplasmdticos (onde se encontram mais concentrados)
& membrana citoplasmdtica.'?

CASO CLiNICO

Descreve-se caso clinico de adulto do sexo masculi-
no de 27 anos de idade com urticéria crénica desde a
inféncia e que identificava a sudorese como principal
fator de agravamento.

Referia periodos de agudizacdo de urticéria, por
vezes acompanhada de angioedema periocular, sem
outros sintomas. Algumas vezes o doente correlaciona-
va os sintomas cutdneos mais exuberantes com toma
de paracetamol, ibuprofeno ou acetilsalicilato de lisina.
Nestas situacdes referia agravamento nos primeiros 30
minutos que se seguiam & sua ingestdo. O Gltimo episé6-
dio ocorrera mais de um ano antes do estudo.

Recorreu & consulta de Imunoalergologia para cla-
rificacdo de desencadeantes e orientagéo terapéutica.
Com esse obijetivo foi feita colheita de sangue para teste
de ativag@o de baséfilos com dcido acetilsalicilico. O
sangue do doente foi incubado e estimulado de acordo
com o protocolo, testando 3 concentragdes do farmaco
(2,5mg/ml, T mg/ml e 0,25mg/ml) e, apds andlise da
percentagem de baséfilos ativados (CD63+) por cito-
metria de fluxo encontrdmos, para a concentragéo de
2,5mg/ml, um aumento em 7,85% de baséfilos ativa-
dos que expressavam a molécula de ativacgo CD63.
Nao foram evidentes as alteracées ocorridas no decurso
da ativagéo, estando, no entanto, descrito na literatura
gue um teste BAT pode ser considerado positivo se existir
uma percentagem de baséfilos ativados superior a 5%.

Realizou a seguir uma primeira PPO alternativa a
celecoxib que foi negativa, o que motivou a realizagéo
de PPO diagnéstica com écido acetilsalicilico. Seguiu-se
o protocolo para AINEs com administrag@o progressi-
va de doses sob vigilancia, com medidas de seguranga
preconizadas e apds consentimento informado, confor-
me orientacdes EAACI/Ga2len."

A terceira hora apés dose cumulativa de 700mg ini-
ciou quadro de urticdria generalizada com angioedema
peri-ocular, vémitos e opressdo torécica com ligeiro au-
mento do tempo expiratério e gasometria com hipoxe-
mia (insuficiéncia respiratéria tipo 1). A triptase colhida
nesse momento foi de 25,Tug/L. Reverteu rapidamen-
te o quadro clinico apés administracdo de adrenalina
inframuscular. Fez ainda terapéutica com metilpredni-
solona intravenosa e clemastina intramuscular, manten-
do-se sob vigiléncia em internamento por 24 horas.

Colheu-se nova amostra sanguinea no decurso da
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Tabela 1 - Classificagéo e estudo de hipersensibilidade a AINEs (adaptado de Kowalski et al® e de Torres et al®).

REﬁfﬁ:: A REACOES AGUDAS <24H (Habitualmente 1-2h) REACOES TARDIAS (>24h)

Erupcdes maculopapulares:
* Erupgdo fixa a farmaco
* Dermatite de contacto
* Reagoes de fotossensibilidade
Broncospasmo . e Stevens-Johnson/necrélise epidérmica
_ ; . Urticdria o
Padréo de Dispneia ) téxica
- ) ) Angioedema . -
reagdo Rinorreia e - * Pustulose generalizada exantemética
~ Choque andfilético
obstrucéo nasal aguda
* Sindrome de hipersensibilidade induzida
por férmaco
* Nefrites, pneumonites, meningites
assépticas, ...
Ao ifé?iggifrlgoueme
Doenca brénquica Urticéria Sem doenca . a -
. . S ; - atopia, alergia Sem doenca crénica
subjacente Rinossinusite Angio-edema crénica .
) alimentar ou a
Polipose nasal ,
outros fdrmacos)
Reatividade _ iifliplos,
_ Reacéo COXIBEs
a outros Reacéo cruzada Ausente Ausente
AINES cruzada menos
envolvidos
Doenca Urticaria/ Urticaria/
Doenca N : -
respiratéria cuténea Angioedema Angioedema (ou
Classificagéo P exacerbada induzidos por andfilaxia) induzida Reacdo tardia induzida por um Unico AINE
exacerbada por e
AINEs (DREA) por AINEs AINEs por um Gnico AINE
(DCEA) (NIUA) (SNIUAA)
Mecanismo Inibicao varidvel de COX-1 e aumento de Cisteinil ) Mecanismos celulares (Linfécitos T, linf. T
5 IgE-mediado N
proposto Leucotrienos (Cys-LT) citotéxicos, NK,...)
Prick e intra-
dérmicos ao AINE o . o .
Testes cutéineos ndo recomendados suspeito; IgE Eptiauieimzon ou lniite eldmilices <o Gl
i Y tardia (>48h) ao AINE suspeito
Testes especifica ndo
validada
BAT, CAST ELISA com AINE suspeito - ndo validados Izﬁfoi?m“brm“@c’o s limiceiios =

[DREA - doenca respiratéria exacerbada por AINEs; DCEA — doenca respiratéria exacerbada por AINEs; NIUA — do inglés NSAID-induced urticaria and angioedema;
SNIUA — do inglés single NSAID-induced urticaria/angioedema and anaphylaxis; COX — ciclo-oxigenase; COXIBEs - anti-inflamatérios ndo esterdides inibidores
seletivos da ciclo-oxigenase 2; NK — Natural killers;BAT — teste de ativacdo de baséfilos Flow2Cast; CAST ELISA — do inglés cellular allergen stimulation test enzyme-
linked immunosorbent assay]

no estudo basal fora da exposicdo préxima ao férmaco,
para a mesma condicdo.

PPO para a determinagéo do teste de ativagéo de basé-
filos (BAT). O estudo desta amostra prévio & incubagéo
(Patient background), habitualmente sem alteracées,
demonstrou neste doente uma ativacdo marcada dos

baséfilos (Fig. 1) que ainda aumentou nas vérias con-
centracdes do férmaco testadas (2,5 mg/ml,1 mg/ml e
0,25mg/ml) para um valor de 96,13% de baséfilos ati-
vados na concentragdo de Tmg/ml (Fig. 2). De referir
qgue o Patient background obtido foi de 93,9% de ba-
séfilos ativados (Fig. 1) na colheita de sangue realizada
durante a prova de provocacgéo vs 3,97% encontrados
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

O AAS ¢é o AINEs mais prescrito, com agéo analgé-
sica moderada, antipirética e anti-inflamatéria, sendo
o mais associado a reagdes de hipersensibilidade. Na
populagéo geral, a prevaléncia de HS-AINEs situa-se
nos 0,6-5,7%, mas aumenta para 4,3-20% nos doentes
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Fig 1 - BAT -“Patient-background” apés PPO.

asmdticos e para 33% em asmdticos com rinossinusite
crénica e polipose nasal. Na urticéria crénica, a preva-
léncia é de 10-30% com ¥ com reatividade cruzada a
outros AINEs.?

A clinica de reagdo a multiplos AINEs é pouco su-
gestiva de mecanismo mediado por IgE pelo que os
testes cutéineos e a pesquisa de IgE especifica néo se
preconizam.'®

Nestes doentes hd necessidade de confirmar diag-
néstico e alternativas seguras. A apresentagdo habitual
é mais tardia (39-4¢ década) e estudos prévios sugerem
gue a HS-AINEs varia ao longo da vida com relatos de
provocacdes negativas apds reacdes positivas prévias.'
Assim, no presente caso, face a quadro clinico de inter-
valo desde Gltima exposicdo superior a um ano, sempre
limitada a atingimento cutdneo na presenga de urticéria
crénica e com PPO a celecoxib negativa, optou-se pela
realizacdo de PPO diagnéstica com AAS.

O resultado, neste caso positivo, da PPO permitiu
confirmar a presenca de HS-AINEs com toleréncia a ini-
bidor seletivo da COX-2.

O quadro clinico é sugestivo de DCEA. Contudo,
na provocacdo com AAS - forte inibidor da COX-1 -
observou-se também broncospasmo e queixas gas-
trointestinais. Estas situagdes “blended” na HS-AINEs
i@ foram relatadas na literatura, podendo decorrer de
suscetibilidades diferentes de cada 6rgdo, varidveis
entre individuos.' Face ao incremento da triptase sé-
rica, ndo serd de excluir uma possivel sensibilizacéo
mediada por IgE a AAS.™?

A BAT inicial inconclusiva com os critérios de po-
sitividade considerados nédo evitou a PPO neste caso.

Caso Clinico

Fig 2 - BAT ap6s PPO: estimulacdo com AAS.

Apesar da evolucdo técnica do BAT, ainda ndo é pos-
sivel implementar eficaz e rapidamente este exame na
rotina clinica por dificuldades técnicas na padronizagéo
deste exame, nomeadamente metodologia de colheita
e armazenamento de sangue, tipo de amostra celular
e marcadores de ativacdo e identificagéo utilizados.!
A futura harmonizagdo e padronizagéo de protocolos
poderdo obviar estas limitagdes. Misumi tentou padro-
nizar o BAT para AAS obtendo: sensibilidade 84%, es-
pecificidade 34,6% e valor preditivo positivo 61,4%. De
Weck et al'” demonstraram resultados positivos no BAT
qgue permitem evitar PPO, reafirmando que resultados
negativos néo excluem a necessidade de esclarecimento
diagnéstico por PPO.

E relevante que a reavaliacdo por BAT, realizada
no decurso da PPO e enquanto surgiam sintomas,
tenha demonstrado ativagéo basal intensa manten-
do ainda alguma resposta adicional expressiva com
a incubacdo. Misumi observou que a sensibilidade
era superior nos doentes cuja reagdo ocorrera hé
menos de um ano (93,7%), comparando com 84,4%
do global.’® Neste caso clinico, a observagdo dos
fatos sugere que a reexposigdo ao AINE tenha indu-
zido aumento da sensibilidade dos baséfilos a des-
granulacéo. Tal como noutros processos de estudo
de alergia IgE-mediada a farmacos, questiona-se se
existird influéncia temporal da colheita de sangue no
resultado do BAT, cujo esclarecimento requer estudo
seriado por BAT ao longo do tempo em cada doente
consoante a exposi¢do a AINEs. Essa influéncia no
BAT também foi descrita na SNIUAA.'?2° |gualmente
interessante seria esclarecer a expresséo de Cys-LT,
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seus recetores e outros mediadores envolvidos nes-
tas patologias.

O teste de ativacdo de baséfilos com avaliagdo por
Flow2Cast apresenta-se como um método diagnéstico
in vitro promissor, dirigido a alergénios medicamento-
sos, inclusive para mecanismos ndo mediados por IgE.
Como é um método celular, replica bem as vias presen-
tes in vivo que originam o quadro de hipersensibilida-
de. E no entanto fundamental sensibilizar a populacéo
geral e agentes de salde para o estudo precoce das
reagdes sistémicas.
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