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RESUMO 

 

 

As reações alérgicas a fármacos representam um terço das reações adversas a medicamentos, 

e embora sejam pouco freqüentes, apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade, 

revelando um importante problema de saúde pública. Os principais desafios relacionados com 

a hipersensibilidade a fármacos decorrem do fato de sua imprevisibilidade, de que não existe 

um modelo animal para pesquisa e devido à variabilidade individual no que diz respeito ao 

metabolismo do fármaco. As reações alérgicas a medicamentos são difíceis de serem 

diagnosticadas, uma vez que há carência  de métodos laboratoriais para sua investigação. O 

presente estudo teve como objetivo estabelecer alguns métodos imunológicos in vitro para o 

diagnóstico de alergia a fármacos. Vinte pacientes atendidos no Ambulatório de Dermatologia 

do Hospital Universitário Walter Cantídio, Universidade Federal do Ceará, com 

manifestações muco-cutâneas e sistêmicas decorrentes de hipersensibilidade a fármacos foram 

investigados através de história clínica, exames laboratoriais in vivo e in vitro. Foram 

avaliados os marcadores de ativação de linfócitos CD25 e CD69 através de citometria de 

fluxo, em células mononucleares do sangue periférico previamente incubadas com diferentes 

concentrações do fármaco suspeito, e análise das citocinas interferon γ e interleucina 5 no 

sobrenadante da cultura através de teste imunoenzimático. Dezoito pacientes foram 

submetidos aos testes cutâneos, sendo que nove mostraram resultados positivos a um ou mais 

fármacos. Quinze pacientes apresentaram positividade para pelo menos um dos marcadores de 

ativação em resposta ao fármaco suspeito. Os marcadores CD69 e/ou CD25 foram expressos 

pelas células T CD4
+
 e CD8

+
, tanto em reações imediatas como nas não-imediatas. A 

comparação dos índices de estimulação desses marcadores entre pacientes e indivíduos 

saudáveis não alérgicos, resultou em diferença significativa para CD4
+
CD69

+
 nas três 

concentrações do fármaco suspeito e para CD4
+
CD25

+
 apenas na menor concentração do 

fármaco suspeito. Nenhuma diferença significativa para as citocinas IFN-γ e IL-5 foi 

observada entre os pacientes e os indivíduos controles. A detecção de ambos os marcadores 

de ativação CD69 e CD25 aumentou a sensibilidade diagnóstica do teste. O uso combinado 

dos marcadores representa uma ferramenta promissora no diagnóstico laboratorial das reações 

alérgicas a medicamentos. Não obstante, essa hipótese deve ser confirmada com um número 

maior de pacientes e controles.  

 

 

 

Palavras-chave: Hipersensibilidade a fármacos. Marcadores de ativação linfocitária. 

Citocinas. 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

ABSTRACT 

 

 

Drug allergy reactions represent one third of adverse drug reactions, and although they are 

infrequent, they present high rates of morbidity and mortality, revealing a major public health 

problem. The main challenges related to drug hypersensitivity result from its unpredictability, 

no animal model for research and individual variability with regard to drug metabolism. Drug 

allergy reactions are difficult to be diagnosed once there is a lack of laboratorial tests for their 

investigation. The present study aimed to establish some immunological in vitro methods for 

diagnosing drug allergy. Patients (n=20) attending a dermatology outpatient clinic, Hospital 

Universitario Walter Cantídio, Universidade Federal Ceara, with mucocutaneous and systemic 

manifestations due to drug hypersensitivity were investigated by clinical history, laboratory 

findings, and in vivo and in vitro tests. The lymphocyte activation markers, CD25 and CD69, 

were evaluated by flow cytometry on the peripheral blood mononuclear cells previously 

incubated with different concentrations of the suspected drug, and analysis of interferon γ and 

interleukin 5 was done in the culture supernatant by enzyme immunoassay. Eighteen patients 

were tested by skin tests; nine patients showed positive results to one or more drugs. Fifteen 

patients showed positivity for at least one of activation markers in response to the suspected 

drug. The markers CD69 and/or CD25 were expressed by T cells CD4
+
 and CD8

+
, both in 

immediate and delayed reactions. Comparing stimulation index of the markers between 

patients and healthy no allergic individuals, it was observed a significant difference for 

CD4
+
CD69

+
 in the three suspected drug concentrations and CD4

+
CD25

+ 
only in the lower 

drug concentration. No significant differences were found for the cytokines IFN-γ and IL-5 

between patients and healthy individuals. The detection of both activation markers CD69 and 

CD25 increased the diagnostic sensitivity of the test. The use of both markers represents a 

promising tool in drug allergy diagnosis. Nonetheless, this hypothesis needs to be confirmed 

with a greater number of patients and controls.  

 

 

 

Key words: Drug hypersensitivity. Lymphocyte activation markers. Cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O tratamento medicamentoso é considerado a intervenção terapêutica mais 

frequente na Medicina. No entanto, o resultado dessa terapia pode proporcionar além dos 

efeitos benéficos desejados, potenciais riscos, os quais devem ser bem avaliados antes de uma 

decisão terapêutica.  

As reações adversas a medicamentos (RAMs) são eventos frequentes na prática 

médica que podem ocasionar graves problemas de saúde, sendo consideradas causa 

significante de morbidade e mortalidade (ADAM; PICHLER; YERLY, 2011; THONG; TAN, 

2011). Assim, constituem uma grande ameaça para a farmacoterapia e revelam-se como um 

importante problema de saúde pública.  

Reações alérgicas a fármacos (RAs) são classificadas de acordo com o período 

entre a exposição aos mesmos e sintomatologia em reações de hipersensibilidade do tipo 

imediata (mediadas por IgE) e não-imediata, cujo maior representante são as reações 

desencadeadas pelas células T (THONG; TAN, 2011). As RAs estão enquadradas nas reações 

adversas do tipo B e manifestam-se através de uma variedade de sintomas clínicos e 

enfermidades, alguns dos quais muito graves e até mesmo fatais. A pele é o órgão mais 

afetado, e geralmente as reações apresentam-se apenas com manifestações cutâneas.  

As reações alérgicas são difíceis de serem diagnosticadas, uma vez que múltiplos 

e complexos mecanismos estão envolvidos e, portanto, há carência de acompanhamento 

laboratorial adequado que auxilie na identificação bem como na classificação das mesmas, 

para que se possa tomar uma conduta terapêutica mais adequada (DEMOLY; BOUSQUET, 

2001). 

Os testes cutâneos carecem de sensibilidade e os testes de provocação oferecem o 

risco de reproduzirem reações graves. Os testes in vitro são de grande interesse, pois garantem 

segurança para o paciente e permitem avaliação simultânea a múltiplos fármacos. Apesar 

disso, muitos desses testes não estão padronizados, são aplicados apenas em pesquisas, e 

apresentam boa especificidade, mas relativamente baixa sensibilidade (BEELER; PICHLER, 

2007; POREBSKI; GSCHWEND-ZAWODNIAK; PICHLER, 2011).  
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Considera-se, então, o diagnóstico das reações alérgicas a fármacos um problema 

na prática clínica devido à carência de métodos laboratoriais para sua investigação. Nesse 

contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar instrumentos com potencial utilidade 

no diagnóstico dessas reações, empregando os testes de avaliação da imunofenotipagem 

linfocitária através da expressão dos marcadores de ativação CD25 e CD69, e da análise da 

secreção de citocinas. O bioprocesso aqui apresentado é inovador em nosso meio e corrobora 

outros estudos realizados na área de farmacovigilância em outros países como a Suíça, 

Espanha, Portugal, Japão e Estados Unidos. Além disso, poucos trabalhos fazem referência a 

essas técnicas e, portanto, um maior número de pesquisas nessa área pode favorecer sua 

validação e consequentemente aplicação na rotina diagnóstica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Epidemiologia das Reações adversas a medicamentos  

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), as reações adversas a 

medicamentos (RAMs) são definidas como qualquer efeito nocivo, não intencional e 

indesejável ao fármaco, que ocorre em doses normalmente usadas para prevenção, diagnóstico 

ou tratamento (KHAN; SOLENSKY, 2010). 

As RAMs são problemas frequentes que se caracterizam por afetar a qualidade de 

vida e prolongar o tratamento e/ou hospitalização do paciente, resultando em considerável 

morbidade ou mesmo mortalidade (MIRAKIAN et al., 2009). Essas reações afetam 7% da 

população em geral, são responsáveis por aproximadamente 3 a 6% de todas as admissões 

hospitalares e acometem 10% a 20% dos pacientes internados (SCHNYDER, 2010; THONG; 

TAN, 2011).  

As RAMs são divididas em dois grandes grupos: tipo A e tipo B. As reações do 

tipo A são consideradas comuns, compreendendo aproximadamente 80% de todas as RAMs, 

previsíveis e inerentes à ação farmacológica ou tóxica do fármaco (SCHNYDER; PICHLER, 

2009; ADAM; PICHLER; YERLY, 2011). São usualmente dependentes da dose, podendo 

acometer qualquer indivíduo, e resultam de efeitos colaterais e secundários, de interações 

farmacológicas entre diferentes medicamentos ou do efeito tóxico. Este último pode ser 

devido a uma superdosagem ou a uma excreção reduzida dos metabólitos (MIRAKIAN et al., 

2009; KHAN; SOLENSKY, 2010). 

As reações do tipo B são incomuns, abrangendo cerca de 15-20% de todas as 

RAMs, imprevisíveis e não estão relacionadas com a ação farmacológica do medicamento. 

Logo, são dose independentes e ocorrem apenas em indivíduos susceptíveis às mesmas 

(SCHNYDER, 2010; THONG; TAN, 2011). Este grupo compreende as reações 

idiossincrásicas, de intolerância ou de hipersensibilidade. As reações alérgicas ou de 

hipersensibilidade a fármacos são desencadeadas por um ou mais mecanismos imunológicos 

associados ao fármaco e/ou a seus metabólitos; as reações de hipersensibilidade não-alérgicas 

ou anafilactóides ocorrem na ausência de especificidade imunológica, mas apresentam 
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manifestações semelhantes às de uma reação alérgica (POSADAS; PICHLER, 2007; KHAN; 

SOLENSKY, 2010). 

 

2.2 Epidemiologia das Reações de hipersensibilidade a fármacos 

 

As reações de hipersensibilidade a fármacos estão enquadradas nas reações do 

tipo B, representando 15% de todas as RAMs (LOCHMATTER; ZAWODNIAK; PICHLER, 

2009). São responsáveis por aproximadamente 14% dos pacientes hospitalizados e 3% de 

todas as lesões incapacitantes durante a internação (MARTIN; HUI, 2008; SCHNYDER, 

2010).  

A maioria dos estudos epidemiológicos disponíveis tem realizado mais 

estimativas a respeito das RAMs do que especificamente das reações alérgicas a 

medicamentos (RAs). Além disso, as pesquisas relacionadas às RAs são limitadas a 

determinados centros de especialidades, grupos de pacientes ou tipos de manifestações, 

prejudicando o conhecimento da real incidência e prevalência dessas reações na população 

geral (THONG; TAN, 2011). 

Um estudo prospectivo com notificação de pacientes admitidos em um hospital 

geral na Singapura reportou uma incidência de 4,2 por 1000 internações para as RAs, sendo 

que 0,09 por 1000 hospitalizações resultaram em óbito. As manifestações cutâneas foram as 

mais frequentes (95,7%) e os grupos farmacológicos mais envolvidos nas reações foram os 

antimicrobianos e os antiepilépticos (THONG; TAN, 2011).  

Enquanto as reações verdadeiramente alérgicas estão associadas à exposição 

anterior ou sensibilização prévia do indivíduo a um determinado fármaco e/ou a seus 

metabólitos, as reações de hipersensibilidade não-alérgica ou anafilactóides são provenientes 

da liberação direta de mediadores inflamatórios presentes nos grânulos dos mastócitos e 

basófilos. Esses mediadores são liberados através de mecanismos independentes dos 

anticorpos IgE ou por exarcebação das vias dos leucotriênios, como é frequente ocorrer com 

os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) (NAGAO-DIAS et al., 2004; SCHNYDER, 

2010).  
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Reações a quimioterápicos e imunobiológicos também têm sido cada vez 

frequentes (ROMANO et al., 2011). Ainda, um mesmo medicamento pode induzir ambas as 

formas alérgicas e anafilactóides.  

O risco de uma substância ocasionar uma sensibilização e a gravidade dos 

possíveis sintomas clínicos depende principalmente do estado de ativação imunológica do 

paciente, da dose, da frequência de exposição, da via de administração, da duração do 

tratamento, do sexo (mais prevalentes no feminino) e da predisposição genética (PICHLER; 

NAISBITT; PARK, 2011).  

Devido aos sinais e sintomas de muitas reações serem verificados apenas na fase 

efetora da resposta imunológica, tem-se postulado que as RAs são observadas apenas na 

reexposição ou alguns dias após o último contato com o medicamento (SCHNYDER; 

PICHLER, 2009). Entretanto, acredita-se que reações cruzadas entre fármacos envolvidos e 

outros compostos químicos ou xenobióticos podem resultar em alergia mesmo em um 

indivíduo não sensibilizado ao medicamento e/ou a seus metabólitos propriamente ditos 

(SCHNYDER; PICHLER, 2009).  

O fato de muitas pessoas não desenvolverem reações imunológicas frente a um 

determinado fármaco se deve, sobretudo, aos mecanismos regulatórios. Entretanto, pouco se 

conhece sobre o papel das células T reguladoras (Treg), indutoras de tolerância imunológica 

nas reações de hipersensibilidade a medicamentos (PICHLER et al., 2010; PICHLER; 

NAISBITT; PARK, 2011). 

 

2.3 Fatores de risco  

 

2.3.1 Fatores relacionados ao paciente 

Alguns fatores individuais como idade, sexo, estado imunológico, predisposição 

genética e co-morbidades estão associados ao maior risco de um fármaco e/ou de seus 

metabólitos levarem a uma sensibilização do paciente.  
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Vários estudos indicam que as mulheres podem estar mais propensas a 

desenvolverem RAs, uma vez que a incidência entre elas é geralmente maior do que no sexo 

masculino (THONG; TAN, 2011). Essa predisposição do sexo feminino pode decorrer de 

influência hormonal no metabolismo dos fármacos (DEMOLY et al., 2007). 

Considerando os grupos etários, adultos jovens podem ser mais afetados do que 

crianças e idosos (MIRAKIAN et al., 2009). As crianças estão geralmente menos expostas a 

sucessivos tratamentos farmacológicos. No entanto, o aumento de prescrição de determinados 

medicamentos, tais como antibióticos, pode terminar sensibilizando esse grupo etário. Os 

sintomas causados pelas RAs são semelhantes entre não-idosos e idosos. Destaca-se, contudo, 

que dentre os dois grupos, os idosos, embora mais expostos a uma variedade de 

farmacoterápicos, são menos acometidos por reações graves (THONG; TAN, 2011). 

Co-morbidades predispõem o paciente ao desenvolvimento das RAs através de 

alterações metabólicas e imunológicas, como, por exemplo, o fornecimento do segundo sinal 

de ativação (sinal de perigo), importante na estimulação de uma resposta imune (SCHERER; 

BIRCHER, 2010). Polimorfismos nos genes responsáveis pela geração de metabólitos dos 

fármacos podem induzir RAs e contribuir para a gravidade de tais reações (GHOSH et al., 

2011).  

Certos vírus, como Epstein-Barr (EBV), vírus herpes simples (HSV) e vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), elevam em mais de 50% o surgimento de reações cutâneas a 

fármacos em pacientes infectados, sem que haja necessidade de predisposição genética 

(POSADAS; PICHLER, 2007). Isso ocorre devido à interação dos vírus no metabolismo dos 

medicamentos, no processo de maturação das células dendríticas, na apresentação do 

complexo antigênico aos linfócitos e na produção de citocinas e quimiocinas (TORRES; 

MAYORGA; BLANCA, 2009).  

Pacientes com fibrose cística são constantemente expostos a antibióticos para 

tratamento de infecções recorrentes do trato respiratório. Devido a isso, desenvolvem cerca de 

25 a 50% de reações de hipersensibilidade a fármacos, comparativamente a 1- 10% na 

população geral. Os fatores de risco associados, como mencionado anteriormente, podem ser 

decorrentes da forma de tratamento (via de administração, dose, frequência e duração da 

exposição) e principalmente, de características individuais como o estado imunológico, o qual 
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é influenciado positivamente pelos agentes infecciosos (PICHLER; NAISBITT; PARK, 

2011).  

Uma vez já instalada uma RA, ela mesma pode representar um fator de risco para 

ocorrência de futuros fenômenos alérgicos (SCHERER; BIRCHER, 2010), pois os fatores 

desencadeantes, como anticorpos e linfócitos específicos ao fármaco, já estão presentes, o que 

potencializa a rápida recorrência da reação, tanto na exposição à mesma substância, como a 

outras estruturas similares (SCHERER; BIRCHER, 2010).  

Embora a atopia seja definida como uma predisposição genética associada com 

uma resposta aumentada de IgE frente a proteínas inócuas inaladas ou ingeridas, isto 

normalmente não a associa ao maior risco de um indivíduo desenvolver reação alérgica. 

Entretanto, essa predisposição pode prolongar a persistência de IgE específica no soro e 

também agravar os sintomas de uma resposta inflamatória já instalada (PICHLER, 2007). 

O crescente progresso na compreensão dos fatores de risco envolvidos nas RAs 

tem revelado forte associação de determinadas reações graves com alelos do antígeno 

leucocitário humano, especificamente HLA-B. Supostamente esses alelos contribuem da 

forma mais adequada para a apresentação dos medicamentos quando comparados a outros 

alelos (PICHLER; NAISBITT; PARK, 2011). Dessa forma, atualmente é possível impedir 

algumas RAs graves antes do tratamento ser instalado, por meio de testes que detectam a 

presença de alelos dos genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), 

estreitamente relacionados a essas reações (ADAM; PICHLER; YERLY, 2011). Contudo, 

muitos questionamentos concentram-se em como apenas alguns dos portadores dessa 

predisposição genética apresentam RAs. Estudos demonstram que além da estreita associação 

com os alelos HLA, existem outros fatores desencadeantes, como o fenótipo do receptor de 

células T (TCR) (PICHLER; NAISBITT; PARK, 2011). 

  

2.3.2 Fatores relacionados ao fármaco  

O potencial imunogênico de um medicamento constitui fator de risco para o 

desenvolvimento das RAs (POSADAS; PICHLER, 2007). Qualquer fármaco é capaz de 

provocar uma resposta de hipersensibilidade, desde que possua reatividade química (hapteno 

e pró-hapteno) e/ou capacidade de se ajustar de forma lábil entre as moléculas receptor de 
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células T (TCR) e MHC (ADAM; PICHLER; YERLY, 2011). Uma molécula é considerada 

imunogênica quando possui peso molecular acima de 1000 Da em seu estado nativo. Quando 

possui baixo peso molecular, ela passa a atuar como hapteno, necessitando de sua conjugação 

ou a de seus metabólitos com proteínas carreadoras para se tornar imunogênica.  

Alterações no metabolismo e na eliminação dos fármacos reativos ou de seus 

metabólitos tóxicos podem ser provocadas por enfermidades hepáticas e renais, que 

resultariam em exposição prolongada aos mesmos e consequente indução de resposta imune 

(SCHERER; BIRCHER, 2010).  

O tratamento intermitente e recorrente causa mais sensibilização do que quando o 

mesmo é contínuo (DEMOLY et al., 2007). A dose influencia no mecanismo imunológico de 

resposta, visto que altas concentrações de fármacos estimulam melhor as células T e induzem 

reações imunes tardias (POSADAS; PICHLER, 2007). Acrescido a este fato, o aumento na 

dose de um fármaco pode induzir reações a medicamentos previamente bem tolerados pelo 

organismo (SCHERER; BIRCHER, 2010). 

Outro fator de risco relevante é o tratamento com múltiplos fármacos, apesar do 

seu mecanismo não ser compreendido (SCHERER; BIRCHER, 2010).  

Medicamentos administrados através de via tópica possuem maior capacidade de 

sensibilizar o indivíduo (SCHERER; BIRCHER, 2010), seguidos dos administrados por via 

endovenosa, a qual parece ser mais imunogênica que a via oral (THONG; TAN, 2011). 

 

2.4 Mecanismos imunopatogênicos  

 

Uma das questões mais intrigantes a ser respondida é como um medicamento 

pode ativar o sistema imune. Landsteiner (1946) primeiramente propôs que o antígeno deveria 

ser apresentado em uma forma estável e multivalente, de forma a ser capaz de ativar os 

mecanismos imunológicos. Alguns agentes terapêuticos como anticorpos, devido à sua forma 

macromolecular e por conter múltiplos epítopos, possuem essa capacidade imunogênica 

intrínseca. No entanto, a grande maioria dos medicamentos são estruturas moleculares 

pequenas que não se enquadram em tal teoria. Atualmente, existem três hipóteses que tentam 
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elucidar os mecanismos pelos quais pequenas moléculas como os fármacos são capazes de 

ativar o sistema imune.  

 

2.4.1 Conceito hapteno  

Segundo este conceito, compostos químicos muito pequenos naturalmente 

reativos são denominados de haptenos. Eles rapidamente conjugam de forma covalente com 

proteínas endógenas (PICHLER et al., 2010). Dessa forma, o complexo pode ser capturado, 

processado e apresentado por células apresentadoras de antígeno (APC) aos linfócitos T 

através de receptores específicos (POSADAS; PICHLER, 2007).  

As moléculas carreadoras podem ser proteínas, tais como albumina, integrinas e 

algumas enzimas (ADAM; PICHLER; YERLY, 2011). Essas proteínas, muitas delas 

essenciais à célula, ao se conjugarem com o hapteno sofrem alterações que possivelmente 

resultam em uma toxicidade celular crucial na indução da resposta imune (PICHLER et al., 

2010). Tal toxicidade representa um sinal de perigo que pode estimular as APC e, estas, uma 

vez ativas, secretariam citocinas e expressariam moléculas co-estimuladoras (CD40) 

(PICHLER et al., 2010). Existem evidências de que as células dendríticas apresentam 

crescente nível de expressão do marcador CD40 após exposição ao sulfametoxazol e a seus 

metabólitos; adicionalmente, essas células podem sofrer maturação por fatores não 

relacionados aos fármacos, como estresse, trauma, entre outros (PICHLER; NAISBITT; 

PARK, 2011).  

A penicilina, por exemplo, comporta-se como um hapteno, pois no interior do 

organismo, o anel beta-lactâmico rapidamente se abre, permitindo uma conjugação 

espontânea e estável com outras moléculas, particularmente resíduos de lisina na albumina 

(POSADAS; PICHLER, 2007; ADAM; PICHLER; YERLY, 2011).  

 

2.4.2 Conceito pró-hapteno 

Pró-haptenos são substâncias inertes que requerem metabolização ou bioativação 

para se tornarem quimicamente reativos (SCHNYDER; PICHLER, 2009). 
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O metabolismo dos fármacos ocorre principalmente nos hepatócitos, através da 

ação das enzimas do citocromo P450, as quais desempenham reações de fase 1 (oxidação, 

hidrólise, redução). Alguns dos produtos gerados são quimicamente instáveis e reativos, 

prontos para se acoplarem às proteínas e modificá-las podendo originar uma resposta imune; 

outros são diretamente tóxicos para as células, o que exige uma detoxificação pelos processos 

de conjugação enzimática (fase 2) (FRIEDMANN et al., 2003). Uma alteração ou saturação 

nas reservas enzimáticas da fase 2 de detoxificação leva ao acúmulo de metabólitos no 

organismo, de forma a induzir reações alérgicas (CERNY; BERTOLI, 2007). Dentre as 

prováveis condições que contribuem para a redução de tais estoques enzimáticos estão as 

infecções causadas por HIV, EBV ou HSV (FRIEDMANN et al., 2003). 

Embora o trato gastrointestinal e o fígado sejam considerados os maiores alvos 

para as RAs devido à exposição a grandes quantidades de haptenos e de pró-haptenos, tais 

órgãos são raramente afetados (SCHNYDER; PICHLER, 2009). Isso pode ser decorrente de 

mecanismos regulatórios presente nesses órgãos, nos quais as enzimas da fase 2 impedem a 

formação de produtos tóxicos (CERNY; BERTOLI, 2007; PICHLER; NAISBITT; PARK, 

2011).  

Desse modo, uma reação de hipersensibilidade ocorre quando há quebra do 

mecanismo de tolerância (CERNY; BERTOLI, 2007) ou quando a substância reativa escapa 

do ambiente de tolerância dos hepatócitos, podendo ser metabolizada em outros locais 

(POSADAS; PICHLER, 2007). Dentre os sítios de metabolização extra-hepática destacam-se 

os fibroblastos dérmicos e queratinócitos, pelo fato de conterem muitas enzimas metabólicas e 

contribuírem para a produção de haptenos e pró-haptenos (POSADAS; PICHLER, 2007). 

Este mecanismo explicaria como um medicamento de uso tópico pode causar RAs e como as 

reações sistêmicas podem apresentar-se com manifestações cutâneas (FRIEDMANN et al., 

2003). Outras células que também exercem atividade metabólica são as células dendríticas, os 

monócitos/ macrófagos e os neutrófilos, através da enzima mieloperoxidase (POSADAS; 

PICHLER, 2007).  

O sulfametoxazol é um protótipo da hipótese do pró-hapteno, pois ao sofrer 

metabolismo intracelular a sulfametoxazol-nitroso (SMX-NO) no fígado adquire reatividade e 

facilmente modifica as proteínas celulares e séricas que contêm o grupamento tiol, formando 

potentes determinantes antigênicos hábeis para induzir diferentes manifestações, tais como 
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exantema, anafilaxia, hepatite, síndrome de Stevens-Johnson (SSJ) (ADAM; PICHLER; 

YERLY, 2011).  

 

2.4.3 Conceito p-i 

Recentes evidências clínicas, imunológicas e bioquímicas têm apontado que os 

fármacos quimicamente inertes podem induzir reações de hipersensibilidade (PICHLER et al., 

2006; ADAM; PICHLER; YERLY, 2011). Pichler (2002a) propôs essa nova possibilidade de 

estimulação das células T, visto que os fármacos não somente atuam nos seus alvos 

terapêuticos como também podem interagir com receptores imunes, de forma semelhante à 

ligação com outros receptores não-imunológicos. Esse fenômeno é designado de conceito p-i 

(pharmacological-interactions of drugs with antigen-specific immune receptors). 

De acordo com esta hipótese, as substâncias não reativas associam-se diretamente 

ao TCR ou às moléculas MHC de forma não covalente ou reversível. Assim, fornecem sinais 

que podem ativar os linfócitos T resultando na proliferação dessas células específicas ao 

antígeno, síntese de citocinas e citotoxicidade (POSADAS; PICHLER, 2007; SCHNYDER; 

PICHLER, 2009). Para ocorrer essa interação, o fármaco não precisa sofrer qualquer 

biotransformação, nem se conjugar a proteínas ou peptídeos, mas deve essencialmente ter 

regular afinidade pelos inúmeros e polimórficos TCR ou MHC (PICHLER et al., 2010; 

GHOSH et al., 2011).  

Somente certas medicações ajustam-se entre o TCR e MHC, e podem ativar 

exclusivamente a resposta imune celular diferentemente do conceito do hapteno que também 

engloba a resposta imune humoral (POSADAS; PICHLER, 2007). As células T envolvidas no 

processo p-i provavelmente são dos tipos efetores e de memória, visto que ambas são pré-

ativadas por peptídeos e reagem ao menor sinal de estimulação, como a lábil ligação do 

fármaco ao TCR (SCHNYDER; PICHLER, 2009). Tais células T possuem adicional 

especificidade a peptídeos (PICHLER et al., 2010). Uma completa estimulação das células T 

é obtida por interação complementar entre TCR e MHC na célula apresentadora de antígeno 

(GHOSH et al., 2011).  

Até o momento, o mecanismo exato de interação farmacológica do fármaco ao 

TCR não foi totalmente elucidado (SCHNYDER; PICHLER, 2009). Portanto, não se sabe se 
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o medicamento se associa inicialmente ao MHC, alterando sua estrutura e conduzindo à 

ativação específica do TCR, ou se o medicamento se acopla diretamente ao TCR específico, 

com complementar interação ao MHC (PICHLER et al., 2010).  

Pesquisas experimentais com as células T CD4
+
 indicam que o fármaco 

inicialmente se une ao TCR, já que modificações ou remoções no peptídeo associado ao MHC 

de classe II não afetaram a ativação dessas células e adicionalmente se ligam ao MHC 

independente de sua origem. Por outro lado, estudos com células T CD8
+ 

sugerem que os 

medicamentos associam-se inicialmente às moléculas MHC de classe I (especificamente a 

alelos do HLA-B), modificando-as e induzindo resposta imune, independentemente da 

presença de peptídeos (PICHLER; NAISBITT; PARK, 2011). 

Com o avanço nessa área, atualmente seria possível impedir algumas RAs graves 

antes do tratamento ser instalado, através de testes que detectam a presença de alguns alelos 

do gene MHC que estariam estreitamente envolvidos nessas reações (ADAM; PICHLER; 

YERLY, 2011). 

Estudos têm demonstrado o mecanismo p-i nas RAs induzidas por muitos 

fármacos (sulfametoxazol, carbamazepina, ciprofloxacino, lidocaína, entre outros) e seus 

metabólitos (PICHLER et al., 2010; ADAM; PICHLER; YERLY, 2011).  

Muitas RAs são desenvolvidas conforme a hipótese p-i. Exemplos disso são o 

exantema maculopapuloso, eritema multiforme, pustulose exantemática aguda generalizada 

(AGEP- acute generalized exanthematous pustulosis), erupção cutânea a fármaco associada à 

eosinofilia e sintomas sistêmicos (DRESS- drug rash with eosinofilia and systemic 

symptoms), síndrome de Stevens-Johnson (SSJ), necrólise epidérmica tóxica (NET), dentre 

outras (POSADAS; PICHLER, 2007).  

A pele é frequentemente alvo de tais reações, pois pode apresentar numerosas 

células dendríticas que expressam moléculas MHC e células T efetoras e de memória, além de 

ser local no qual pode ocorrer metabolismo dos fármacos (queratinócitos) (SCHNYDER; 

PICHLER, 2009). Algumas características clínicas revelam que alguns fármacos podem agir 

pela hipótese p-i, pois muitas vezes a manifestação clínica pode ocorrer em um indivíduo não-

sensibilizado (POSADAS; PICHLER, 2007; PICHLER et al., 2010).     
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Aliado a esses dados clínicos, muitas substâncias inertes causam positividade aos 

testes cutâneos apresentando um infiltrado leucocitário, mas sem sofrerem metabolismo 

cutâneo (ADAM; PICHLER; YERLY, 2011). 

 

2.5 Classificação das reações de hipersensibilidade a fármacos 

 

As reações de hipersensibilidade a fármacos envolvem variados tipos de 

mecanismos imunopatológicos, que conduzem a características clínicas heterogêneas. Desta 

forma, com o intuito de auxiliar na rotina clínica e de elucidar nas decisões terapêuticas, tais 

reações têm sido classificadas de acordo com Gell & Coombs em quatro diferentes tipos 

(PICHLER, 2007). 

 

2.5.1 Reações de hipersensibilidade do tipo I 

As reações do tipo I ou imediatas são mediadas por anticorpos IgE específicos 

associados com alta afinidade a receptores Fcε presentes em mastócitos e basófilos, os quais 

degranulam após a ligação do fármaco. Há liberação pelas células de mediadores pré-

formados (histamina, serotonina, triptase) responsáveis pela resposta imediata e mediadores 

neoformados (mediadores lipídicos, citocinas como interleucina (IL)-4, fator de necrose 

tumoral alfa (TNF- e IL-5), responsáveis pela fase tardia da resposta imediata (NAGAO-

DIAS et al., 2004). 

As reações mediadas por IgE normalmente ocorrem em menos de uma hora 

depois da administração do fármaco e causam sintomas que variam de leves a graves ou 

mesmo letais. Dentre eles, podemos abordar o prurido local e eritema como sinais de alerta, 

que podem evoluir para angioedema, broncoespasmo, urticária generalizada, e/ou até para 

reação mais complexa e grave como anafilaxia (PICHLER, 2007).  

A penicilina se destaca entre os medicamentos que causam reações imediatas, 

sendo um dos antibióticos amplamente usados para infecções comuns e ainda é considerado o 
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tratamento de escolha para muitas infecções. Outros antimicrobianos, AINES e relaxantes 

musculares também estão envolvidos em tais reações (ROMANO et al., 2011). 

A maioria das reações do tipo I apresentam menor gravidade, e apesar disso, 

qualquer medicamento oferece potencial ameaça à vida, pois os sintomas leves podem ser 

devidos a uma baixa dose, mas a magnitude da resposta pode aumentar em contato posterior 

com o mesmo fármaco (PICHLER, 2007; PICHLER et al., 2010).   

 

2.5.2 Reações de hipersensibilidade do tipo II  

Ambas as reações dos tipos II e III são mediadas por anticorpos IgG (IgG1 e 

IgG3) ou IgM competentes para ativar o sistema complemento. São reações que dependem da 

formação de imunecomplexos e consequente interação com complemento e/ou com 

receptores Fc presentes em macrófagos, neutrófilos, células NK (células Natural killer), 

granulócitos e plaquetas. No entanto, diferem quanto as suas estruturas alvo e nos efeitos 

fisiopatológicos gerados (PICHLER, 2007; PICHLER et al., 2010). 

Nas reações do tipo II ou citotóxicas, fármacos e/ou seus metabólitos aderem-se a 

superfície de células (PICHLER, 2007). A consequência dessa resposta é a lise celular 

proveniente da ativação do sistema complemento e/ou citotoxicidade celular dependente de 

anticorpos (CCDA). No primeiro caso, a lise osmótica é provocada pelo complexo de ataque a 

membrana da célula. No segundo, a apoptose das células-alvo é promovida pelas células NK 

que se ligam pela porção Fc dos anticorpos, tornando-se ativadas, e, dessa forma, liberam 

perforinas e granzimas sobre a célula-alvo (KISHIYAMA; TEVRIZIAN; ÁVILA, 2001). Há 

ainda a possibilidade do fármaco e/ou de seus metabólitos interagirem com estruturas 

celulares, levando a modificação das mesmas, de forma a gerar neoantígenos e, com isso, 

produção de auto-anticorpos (PICHLER, 2007).  

A anemia hemolítica imune, o pênfigo e a trombocitopenia são manifestações 

clínicas do tipo II de hipersensibilidade e podem ter início insidioso ou ainda apresentar duas 

possibilidades, ocorrendo após 5 a 8 dias da administração do medicamento ou após uma 

única exposição em pacientes já sensibilizados à mesma substância (PICHLER et al., 2010). 
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2.5.3 Reações de hipersensibilidade do tipo III 

A hipersensibilidade do tipo III ou “doença do soro” resulta de deposição de 

complexos imunes em tecidos e vasos sanguíneos, ativação do sistema do complemento, 

aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de polimorfonucleares que liberam 

enzimas proteolíticas, originando dano tissular (KISHIYAMA; TEVRIZIAN; ÁVILA, 2001; 

KOUTKIA et al., 2001). Adicionalmente, anafilatoxinas (C3a e C5a) oriundas da cascata do 

complemento também contribuem para um maior acúmulo de neutrófilos. 

O desenvolvimento de complexos imunes é um evento comum da resposta imune 

e normalmente não origina problemas, pois os mesmos são rapidamente removidos da 

circulação pelas células reticuloendoteliais. Porém, algumas condições levam ao acúmulo 

desses complexos, favorecendo seus depósitos em paredes vasculares, por exemplo, o que 

leva à ativação de complemento e ao recrutamento de neutrófilos (PICHLER et al., 2010). 

Os sintomas clínicos de uma reação do tipo III incluem vasculite, artrite e 

glomerulonefrite (PICHLER, 2007).  

Com uma incidência de 10 a 30 casos/ milhão de pessoas ao ano, a vasculite 

manifesta-se principalmente na pele como púrpura palpável, e as lesões localizadas nas pernas 

coalescem formando placas que podem ulcerar. Esse quadro é agravado quando há o 

envolvimento de órgãos internos como trato gastrointestinal, rins e articulações (PICHLER, 

2007). 

 

2.5.4 Reações do tipo IV  

Reações do tipo IV ou tardias são mediadas por linfócitos T específicos. Sugeriu-

se sua classificação em quatro subtipos baseado na complexidade dos mecanismos imunes 

envolvidos (PICHLER et al., 2002b). Assim, dependendo do padrão de citocinas produzidas, 

as quais conduzem a diferentes tipos de resposta imune, e da ativação de determinadas células 

imunes efetoras como monócitos, eosinófilos ou neutrófilos, as reações tardias são 

subclassificadas em tipos IVa a IVd (BELLÓN; BLANCA, 2011).  

As reações IVa envolvem o perfil Th1 de resposta imune, com ativação e 

recrutamento de macrófagos/ monócitos através da secreção de interferon gama (IFN-γ), além 
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de posterior produção de isotipos de anticorpos capazes de fixar complemento e que estão 

envolvidos nas reações dos tipos II e III (IgG1, IgG3); da atuação como fator coestimulador 

para uma resposta pró-inflamatória mediada pelas citocinas TNF e IL-12, e para uma resposta 

de células T CD8. Como resultado dessa ativação de monócitos, podemos citar os testes 

cutâneos tardios (epicutaneous tests), teste tuberculínico, dermatite de contato e granuloma da 

tuberculose (POSADAS; PICHLER, 2007).  

O subtipo IVb corresponde ao perfil Th2 de resposta imune, com secreção das 

citocinas IL-4, IL-13 e IL-5, que induzem a formação dos isotipos de imunoglobulinas IgE e 

IgG4 pelas células B, e da estimulação de mastócitos e eosinófilos (PICHLER, 2007). Altos 

níveis de IL-5 resultam em uma inflamação eosinofílica, característica presente em muitas 

manifestações alérgicas como no exantema maculopapuloso, no exantema bolhoso e DRESS 

(TORRES; MAYORGA; BLANCA, 2009). Essas reações compartilham com as reações 

imediatas o mesmo mecanismo de produção de IgE. 

Nas reações IVc as células T efetoras migram para o local de inflamação e podem 

levar células tissulares à morte, como hepatócitos ou queratinócitos. Essa atividade citotóxica 

dos linfócitos T é dependente da molécula Fas ligante (FasL) e das enzimas perforinas/ 

granzimas B, e pode ser oriunda de ambos os subtipos CD4 e CD8. Apesar disso, a 

citotoxicidade proveniente dos linfócitos T CD8 é mais grave que a provocada pelos linfócitos 

T CD4, visto que todas as células nucleadas expressam moléculas de histocompatibilidade de 

classe I (MHC-I) e, consequentemente, são reconhecidas como alvo para essa população de 

linfócitos (POSADAS; PICHLER, 2007). 

Em geral, as reações IVc possuem um espectro que varia do exantema 

maculopapuloso, no qual há predomínio de linfócitos T CD4 citotóxico a manifestações mais 

graves, bolhosas. As reações bolhosas, como SSJ e NET, caracterizam-se por apoptose 

massiva de queratinócitos decorrente da ação de linfócitos T CD8 (ADAM; PICHLER; 

YERLY, 2011). 

Finalmente, nas reações do tipo IVd, as células T promovem, através da secreção 

da quimiocina CXCL-8, um infiltrado estéril de neutrófilos na pele característico da AGEP. 

Apoptose dos granulócitos é impedida pela secreção de fatores estimuladores de crescimento 

(GM-CSF) secretados pelos linfócitos (PICHLER, 2007).   
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2.6 Aspectos clínicos  

 

Comumente conhecida como “grande imitadora de doenças”, a reação alérgica 

mimetiza uma variedade de enfermidades, tais como exantema induzido por vírus, doenças do 

colágeno, neoplasias, infecções bacterianas e psoríase (SCHNYDER, 2010). Com isso, o 

diagnóstico diferencial dessas condições cutâneas representa um desafio e é de fundamental 

importância.   

As reações alérgicas a fármacos afetam um ou múltiplos órgãos e resultam em 

diferentes padrões clínicos. O acometimento desses órgãos pode desencadear hepatite, nefrite, 

cardite, pneumonia (PICHLER et al., 2010), linfadenopatia, artralgias e desordens 

hematológicas (KHAN; SOLENSKY, 2010). No entanto, as manifestações mais comuns 

envolvem a pele, seja de forma isolada ou como resultado de um comprometimento sistêmico 

(GHOSH et al., 2011). 

Dentre as manifestações cutâneas de hipersensibilidade a fármacos, aquelas mais 

frequentes e brandas são a erupção maculopapulosa ou exantema generalizado, a urticária e o 

angioedema. Entre as formas de manifestações cutâneas de maior gravidade, destacam-se a 

SSJ, a NET, a DRESS e a AGEP (KHAN; SOLENSKY, 2010; SCHNYDER, 2010). 

A anafilaxia é uma reação grave que envolve múltiplos órgãos, cuja apresentação 

clínica é variável e seus sintomas típicos são prurido palmar e/ou plantar, urticária e 

angioedema. Sintomas adicionais incluem náusea, dor abdominal, vômitos, diarréia, obstrução 

respiratória, eventos cardiovasculares, estado mental alterado e síncope (SCHNYDER, 2010). 

A SSJ e a NET são caracterizadas pelo desenvolvimento de bolhas 

subepidérmicas e posterior destacamento de grandes extensões da epiderme, com taxa de 

mortalidade oscilando entre 10 e 50%. A DRESS, também conhecida como síndrome de 

hipersensibilidade, é caracterizada por rash com envolvimento de órgãos, alterações 

hematológicas e reativação do vírus herpes (BELLÓN; BLANCA, 2011). 
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2.7 Diagnóstico clínico  

 

A investigação clínica das reações de hipersensibilidade a medicamentos baseia-se 

na correlação temporal da exposição ao mesmo, nas características clínicas apresentadas, no 

mecanismo de ação da substância envolvida e na história prévia de reação alérgica (Quadro 1) 

(SCHNYDER, 2010). De maneira geral, estas informações não definem o caso, sendo de 

extrema valia a abordagem laboratorial para conclusão do diagnóstico.  

 

Quadro 1. Informações essenciais na investigação de pacientes com alergia a fármacos.  

 Lista detalhada de todas as medicações utilizadas (prescritas e não prescritas) 

Identificação, dose, intervalo da dose, duração de tratamento 

Indicação médica ou doença subjacente 

 Relação temporal dos sintomas com a administração de cada fármaco  

 Descrição detalhada da reação 

Cronologia do surgimento dos sintomas, duração e curso  

Órgãos ou sistemas (cutâneo, respiratório, gastrointestinal) envolvidos 

Natureza e características da reação 

 Conduta terapêutica utilizada 

 História prévia pessoal 

Reações alérgicas a fármacos e resolução do quadro após descontinuação do 

tratamento 

Contato com os fármacos suspeitos e outros quimicamente relacionados 

Presença de co-morbidades (infecções virais, desordens hepáticas ou renais) 

Sintomas semelhantes à da reação na ausência de farmacoterapia 

 História familiar de reação alérgica 

 Reexposição ao fármaco suspeito ou compostos similares 

Fontes: MIRAKIAN et al., 2009; SCHNYDER, 2009, 2010; KHAN; SOLENSKY, 2010. 

 

Sob o ponto de vista clínico, as RAs são classificadas com base no intervalo de 

tempo entre a administração do fármaco e o início dos sintomas, em reações imediatas, 

aceleradas e tardias. De forma resumida, as reações imediatas são decorrentes da 

degranulação dos mastócitos e surgem em poucos minutos à uma hora; e as reações não- 

imediatas (principalmente mediadas pelas células T) abrangem as formas aceleradas e tardias, 

e ocorrem dentro de horas, dias ou semanas após exposição ao fármaco (TORRES; 
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MAYORGA; BLANCA, 2009). Essa classificação objetiva reduzir o leque de possíveis 

diagnósticos e ajudar no manejo terapêutico (SCHNYDER, 2010).  

Uma história clínica detalhada é o primeiro passo na avaliação de pacientes com 

suspeita de hipersensibilidade a fármacos (Figura 1) (KHAN; SOLENSKY, 2010). A 

aplicação de um questionário padronizado facilita na completa investigação das fases aguda e 

remissiva das lesões, pois aborda aspectos clínicos e laboratoriais importantes (DEMOLY et 

al., 1999). 

 

Figura 1. Algoritmo da abordagem clínica de paciente com suspeita de hipersensibilidade a 

fármacos. 

 

Fonte: BIRCHER, 2007. 
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O diagnóstico inicial da reação alérgica consiste em cuidadosa anamnese sobre a 

história de alergia, compreendendo detalhes da administração do fármaco, principalmente 

quando vários medicamentos podem estar envolvidos, do início e da resolução das 

manifestações (MIRAKIAN et al., 2009). Essa análise é realizada em conjunto com a 

investigação clínica durante a reação de sinais e sintomas como febre, linfadenopatia, icterícia 

e minucioso exame físico incluindo avaliação da morfologia, distribuição e evolução das 

lesões cutâneas e de membranas mucosas. Adicionalmente, parâmetros laboratoriais podem 

auxiliar no diagnóstico dessas reações, tais como eosinofilia, neutrofilia, presença de 

linfoblastos ou citopenia, enzimas hepáticas e bilirrubina alteradas, dosagem de creatinina, 

proteinúria, exame histopatológico, teste de Coombs no caso de suspeita de anemia hemolítica 

imune e determinação de frações do complemento (C3, C4) nas reações do tipo III como 

doença do soro (BIRCHER, 2007; SCHNYDER, 2009, 2010).  

Com base nessas informações, é possível especificar o tipo de manifestação, 

diferenciando-a de outras desordens cutâneas, e ainda orientar o clínico na seleção de 

ferramentas diagnósticas apropriadas e capazes de apontar o agente causal. Os fármacos 

suspeitos devem ser imediatamente descontinuados, principalmente quando há sinais de 

perigo ou envolvimento de órgãos internos. Quando necessário, um tratamento sintomático 

deve ser iniciado (BIRCHER, 2007).  

 

2.8 Diagnóstico laboratorial  

 

O diagnóstico definitivo das reações de hipersensibilidade é referido como 

problema na rotina clínica. As inúmeras razões que justificam essa dificuldade são: tratamento 

com múltiplos fármacos, envolvimento de diferentes mecanismos imunopatogênicos, 

desconhecimento do epítopo implicado na resposta, limitações à aplicabilidade do teste 

referência, principalmente no caso de reações graves, e ainda a possibilidade de outros 

padrões de resposta frente a novos agentes terapêuticos (EBO et al., 2011).  

Os testes diagnósticos têm como finalidade confirmar a suspeita de reação 

alérgica e identificar o agente causador (BEELER; PICHLER, 2007). Diante desses 

resultados, busca-se prevenir a recorrência das manifestações evitando o uso do próprio 
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fármaco implicado e de outros compostos quimicamente relacionados e fornecer alternativas 

seguras de tratamento para o paciente (EBO et al., 2011). 

Considerando como responsáveis de uma reação o próprio fármaco, ou seu 

metabólito, ou ainda outros componentes da formulação, torna-se praticamente impossível a 

existência de testes diagnósticos padronizados para todos esses agentes suspeitos. Os testes 

disponíveis atualmente carecem de sensibilidade além de apresentarem outras limitações, 

como ausência de cofatores presentes no momento da reação e possibilidade de reações de 

hipersensibilidade não-alérgica (TORRES; MAYORGA; BLANCA, 2009). Portanto, 

pouquíssimos testes estão validados e disponíveis no mercado e, geralmente, permitem apenas 

a detecção de reações mediadas por IgE (PICHLER; TILCH, 2004). 

A escolha do método laboratorial de diagnóstico das RAs é realizada conforme o 

tipo de resposta imune (Quadro 2). Nas reações imediatas, destacam-se os testes cutâneos, a 

determinação dos níveis séricos de IgE específica (RAST ou radioallergosorbent test) e o 

teste de ativação de basófilos (BAT). Nas reações do tipo IV, os testes epicutâneos (patch 

test) e intradérmicos de leitura tardia podem auxiliar na identificação de reações mediadas por 

células T.  

 

Quadro 2. Testes diagnósticos conforme o tipo de reação de hipersensibilidade a fármacos. 

Tipo de reação Tipos de testes 

Imediatas In vivo 

 

In vitro 

Testes cutâneos 

Teste de provocação 

Pesquisa de IgE específica 

Teste de ativação de basófilos (BAT) 

Não-imediatas In vivo 

 

 

In vitro 

Testes intradérmicos de leitura tardia  

Testes epicutâneos 

Testes de provocação 

Teste de transformação linfocitária (LTT)  

Análise de marcadores de ativação celular 

Análise de citocinas secretadas 

Ensaios de citotoxicidade 

Fontes: LOCHMATTER; ZAWODNIAK; PICHLER, 2009; ROMANO et al., 2011. 
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2.8.1 Testes in vivo 

Os testes in vivo incluem os testes cutâneos, que são divididos em teste de puntura 

(prick test), intradérmicos e epicutâneos (patch test), e os testes de provocação com o fármaco 

suspeito.  

Os testes de provocação oral são considerados padrão-ouro no diagnóstico das 

RAs, porém não distinguem reações alérgicas de não-alérgicas, e seu uso é restrito devido à 

possibilidade de reproduzir reações graves (BEELER; PICHLER, 2007). Esses testes não 

estão padronizados para identificar reações não-imediatas, já que podem surgir após altas 

doses e extensos tratamentos (LOCHMATTER; ZAWODNIAK; PICHLER, 2009). Um 

resultado negativo é importante porque permitirá o uso seguro do fármaco no futuro 

(MESSAAD et al., 2004). 

Os testes cutâneos avaliam a sensibilidade a alguns fármacos de baixo peso 

molecular (penicilina, barbituratos e relaxantes musculares) que atuam como haptenos, 

conjugando-se a uma proteína carreadora para indução de resposta imune específica. Apesar 

de seu uso ser limitado para outros medicamentos devido ao desconhecimento dos 

determinantes antigênicos, este é o único teste validado na literatura para diagnóstico de 

reações do tipo I a penicilina (PARK; LI, 2005). O teste positivo para determinantes 

principais e secundários da penicilina apresenta um valor preditivo positivo de 50% e valor 

preditivo negativo de 96-99% (LIEBERMAN et al., 2005). 

O teste de puntura, por ser mais seguro e de fácil execução, deve ser realizado 

inicialmente, e somente quando apresenta resultado negativo, o teste intradérmico deve ser 

realizado. Embora os testes intradérmicos sejam mais sensíveis que o teste de puntura, trazem 

maior risco de resultados falso-positivos e também de induzirem reações mais graves no 

paciente (BROCKOW et al., 2002). 

Nas reações do tipo IV, os testes epicutâneos podem auxiliar na identificação de 

reações mediadas por células T. A limitação do teste epicutâneo decorre do envolvimento de 

diferentes populações de células T, do veículo, do local de aplicação, e dos fármacos 

disponibilizados (ADKINSON JR et al., 2002). Sua especificidade diagnóstica e seu valor 

preditivo negativo não foram determinados (BARBAUD, 2005).  
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O teste intradérmico de leitura tardia é geralmente mais sensível que o teste 

epicutâneo, porém não são recomendados para utilização em casos de SSJ, NET, DRESS e 

vasculite leucocitoclástica, uma vez que podem reproduzir tais reações (BARBAUD, 2009). 

O valor preditivo negativo do teste é geralmente baixo, de modo que um resultado negativo 

não exclui a hipótese de alergia medicamentosa (BROCKOW et al., 2002).  

Em virtude do risco de se reproduzir uma nova reação e da baixa sensibilidade 

desses testes até em pacientes com história bem caracterizada de RA, recomenda-se a 

realização de testes in vitro (BEELER; PICHLER, 2007). 

 

2.8.2 Testes in vitro 

O teste in vitro tem a vantagem de ser um procedimento seguro para o paciente, 

evitando nova sensibilização ou risco de uma reação grave e ainda pode colaborar na 

compreensão dos mecanismos imunológicos envolvidos. No entanto, muitos desses testes não 

estão padronizados, são aplicados apenas em pesquisas e são úteis somente para alguns tipos 

de hipersensibilidade, como as reações imediatas e tardias (POREBSKI; GSCHWEND-

ZAWODNIAK; PICHLER, 2011). 

A dosagem da triptase, uma protease específica da ativação dos mastócitos, 

auxilia no diagnóstico da fase aguda das RAs, pois seu nível rapidamente se eleva indicando 

ambas as reações anafiláticas e anafilactóides, porém não identifica sua causa específica 

(MIRAKIAN et al., 2009). 

A determinação dos níveis séricos de IgE específica ao fármaco é rotineiramente 

empregada no diagnóstico de reações imediatas. Os testes RAST (radioallergosorbent test) e 

seu variante CAP-FEIA (fluorescent enzyme immunoassay) são baseados na quantificação de 

anticorpos IgE específicos ligados ao conjugado hapteno-carreador fixado em uma fase sólida 

(MAYORGA et al., 2010). No entanto, tais testes apresentam algumas limitações, como 

disponibilidade para poucos fármacos, baixa sensibilidade, interferência de anticorpos IgG 

específicos, além de que a estrutura imunogênica de muitos medicamentos ainda é 

desconhecida. Novos métodos necessitam ser desenvolvidos para identificação de potenciais 

determinantes imunogênicos dos fármacos suspeitos de produzir reações mediadas por 

anticorpos IgE (ADKINSON JR et al., 2002). 
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O teste de ativação de basófilos (BAT) tem sido empregado para detecção de 

processos alérgicos mediados por IgE, principalmente a betalactâmicos, relaxantes musculares 

e AINES. Esta técnica é baseada no fato que basófilos sensibilizados com IgE degranulam 

após incubação com o fármaco implicado, expressando em sua superfície altos níveis de 

marcadores de ativação que podem ser medidos por citometria de fluxo. Dessa forma, os 

basófilos são identificados com anticorpos anti-IgE e avaliados quanto à ativação pelos 

anticorpos anti-CD63 (MAYORGA et al., 2010).  

O BAT é mais sensível e específico que outros testes diagnósticos, sendo 

particularmente útil no diagnóstico de reações a fármacos que não são detectados por técnicas 

sorológicas (SANZ; GAMBOA; DE WECK, 2008). No entanto suas limitações decorrem da 

possibilidade de outros mecanismos de ativação de basófilos, como observado com produtos 

do sistema complemento; e do amplo uso de marcadores não exclusivos aos basófilos como 

os anticorpos IgE e a molécula CD63. Outros marcadores mais específicos têm sido sugeridos 

(CD203c), mas necessitam de extensos estudos de validação (DE WECK et al., 2008). 

O teste de ativação de células T é utilizado apenas em pesquisas, e avalia a 

proliferação de linfócitos T na presença de concentrações não-tóxicas do fármaco suspeito em 

cultura. Diferentes métodos podem revelar a cascata de eventos que levam à completa 

ativação de células T de memória após o reconhecimento do antígeno. O mais comum é o 

teste de transformação linfocitária (LTT), que mede a incorporação de timidina tritiada 

durante a síntese de DNA no processo de divisão celular (PICHLER; TILCH, 2004). Os 

resultados são expressos como índice de estimulação (SI- stimulation index), que é calculado 

pela taxa de proliferação na presença do fármaco dividido pela taxa de proliferação na 

ausência do mesmo. 

Atualmente existem marcadores não-radioativos que são utilizados nos testes 

linfoproliferativos, como o fluorocromo CFSE (carboxifluoresceína diacetato succinimidil 

éster), o corante BrdU (bromodeoxiuridina) que pode ser analisado por imunohistoquímica ou 

seus análogos, como o fluorocromo EdU (etinildeoxiuridina), e os indicadores de oxi-redução 

alamar blue e brometo de tetrazolium. No entanto, esses métodos não foram validados para 

diagnóstico das reações de hipersensibilidade a fármacos (EBO et al., 2011). 

Devido ao envolvimento das células T na produção dos isotipos IgG e IgE, o LTT 

tem sido aplicado e é útil no diagnóstico de hipersensibilidade imediata e especialmente nas 
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reações mediadas por células T (LUQUE et al., 2001). Embora essa técnica seja capaz de 

determinar reações de diferentes mecanismos e de analisar a resposta a múltiplos fármacos, o 

seu resultado negativo não descarta RA e o seu resultado positivo não significa 

necessariamente que o paciente irá se tornar sensibilizado frente a uma nova exposição ao 

medicamento (PICHLER; TILCH, 2004; KANO et al., 2007).   

 

2.9 Novas perspectivas diagnósticas 

 

Nos últimos anos, novas técnicas têm surgido como aprimoramento dos ensaios de 

proliferação linfocitária, incluindo a análise do potencial citotóxico das células efetoras, 

avaliação de citocinas secretadas (IL-2, IL-5, IL-13 e IFN-γ) e a expressão de marcadores de 

ativação celular, como CD69. 

 

2.9.1 Ensaios de citotoxicidade 

Linfócitos citotóxicos (células T e NK) medeiam a morte de células-alvo através 

do contato célula a célula por mecanismos mediados pelo conteúdo de grânulos 

(granzimas/perforinas e granulisinas) e por receptores (Fas-FasL), e finalmente, através das 

citocinas IFN-γ e TNF-α, que atuam mais distalmente. Embora os mecanismos citotóxicos 

estejam presentes em muitas reações tardias a fármacos, incluindo reações maculopapulosas, 

bolhosas e pustulosas, os testes que detectam essa função efetora das células T ainda são 

bastante limitados. Constituem-se, no entanto, como ferramentas promissoras para o 

diagnóstico das RAs, e representam uma alternativa ou complemento aos ensaios de 

proliferação (LOCHMATTER; ZAWODNIAK; PICHLER, 2009; POREBSKI; 

GSCHWEND-ZAWODNIAK; PICHLER, 2011).  

 

2.9.2 Análise de marcadores de ativação celular 

Os linfócitos T possuem um papel central nas reações de hipersensibilidade a 

fármacos, pois estão envolvidos na patogênese de todos os seus tipos. As respostas imunes 
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reguladas por essas células iniciam-se com o reconhecimento específico pelo receptor de 

células T a antígenos acoplados ao MHC e levam a uma cascata de eventos que resultam na 

ativação dos linfócitos T, incluindo o recrutamento de moléculas coestimulatórias e de 

adesão, expressão de receptores de citocinas, e de outras moléculas de superfície celular, 

produção e secreção de citocinas (PICHLER; TILCH, 2004; LOCHMATTER; 

ZAWODNIAK; PICHLER, 2009).  

Diferentes moléculas de superfície são expressas em variados estágios de ativação 

das células T, tais como CD69, CD71, CD25, e HLA-DR. A molécula CD69 é um dos 

marcadores mais precoces de ativação, com baixa expressão basal nas células sanguíneas e 

que após estimulação do complexo TCR/CD3, é expresso de 2 a 4 horas principalmente nas 

células T, e também em células B, macrófagos (STARSKA et al., 2011) e células NK 

(LOCHMATTER; ZAWODNIAK; PICHLER, 2009). O antígeno CD69 está envolvido na 

transmissão de sinais coestimulatórios, conduzindo à síntese de várias citocinas como IL-2, 

IFN-γ e o receptor de interleucina 2 (IL-2R). O marcador CD25 faz parte do IL-2R e está 

expresso constitutivamente nos subtipos de linfócitos, porém após ativação dessas células, 

apresentam sua densidade elevada (REDDY et al., 2004). 

A análise desses antígenos por citometria de fluxo, a qual utiliza anticorpos 

marcados com fluorocromos, permite identificar linfócitos ativados especificamente pelos 

fármacos (EBO et al., 2011). No entanto, muitas pesquisas têm referido a detecção desses 

parâmetros após estimulação com vários mitógenos ou superantígenos e, até o momento, 

apenas um estudo investigou o emprego do marcador CD69 no diagnóstico das reações de 

hipersensibilidade tardia a fármacos (BEELER et al., 2008). Estes autores evidenciaram 

considerável expressão do antígeno CD69 nas amostras de células mononucleares de sangue 

periférico de todos os pacientes avaliados, e positivos ao LTT. 

Uma melhor análise das células T positivas para CD69, Beeler et al. (2008) 

observaram que os fármacos estimulam reduzido número dessas células, apesar de sua 

elevada frequência. Essas células T específicas produzem citocinas capazes de ativar outras 

células, que por sua vez expressam CD69. Esta resposta amplificada aumentou a 

sensibilidade, sem prejuízo da especificidade desse ensaio. Além disso, o uso do marcador de 

ativação CD69 mostrou ser específico para os fármacos e proporcionou inúmeras vantagens 

sobre o LTT, como a redução do tempo de incubação das células de 7 dias para 48 h, a não 
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necessidade do uso de isótopos radioativos (timidina tritiada) ou de corantes, e sua possível 

aplicação em rotina diagnóstica. 

 

2.9.3 Análise da produção de citocinas  

Linfócitos ativados produzem várias citocinas que estão envolvidas na fase efetora 

da resposta imune e podem ser detectadas intracelularmente ou no sobrenadante de cultura de 

células.  

Alguns estudos têm apontado um padrão misto (Th1/Th2) e heterogêneo (Th0) de 

citocinas nas reações alérgicas, dificultando a clássica correlação de reações tardias com a 

produção de citocinas do perfil Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α) e de reações imediatas com as 

citocinas Th2 (IL-4 preferencialmente) (LOCHMATTER; ZAWODNIAK; PICHLER, 2009). 

Isso também dificulta a correlação de certo perfil de citocinas com seu fenótipo clínico 

(POREBSKI; GSCHWEND-ZAWODNIAK; PICHLER, 2011). 

O IFN-γ e a IL-5 são citocinas predominantes nas RAs cutâneas e têm sido 

propostos como ferramentas úteis na identificação do fármaco responsável pelas reações 

tardias. A combinação entre essas citocinas e/ou com outras técnicas tem demonstrado 

melhoria na sensibilidade desses ensaios (POREBSKI; GSCHWEND-ZAWODNIAK; 

PICHLER, 2011). Recentes estudos verificaram maior sensibilidade de IL-5 e IFN-γ quando 

medidos em conjunto por ensaio imunoenzimático ligado à fase sólida (ELISA- enzyme-

linked immuno sorbent assay) e citometria de fluxo (MARTIN et al., 2010). 

Lochmatter et al. (2009) avaliaram um painel de 17 citocinas e quimiocinas na 

tentativa de identificar os melhores parâmetros para o diagnóstico de hipersensibilidade tardia 

a medicamentos. Quatro citocinas foram significativamente importantes, e destas, IL-2, IL-13 

e IFN-γ mostraram ser mais sensíveis que IL-5, que por sua vez apresentou melhor 

especificidade. Dessa forma, a associação de um marcador específico (IL-5) com outro 

sensível (IL-2, IL-13 ou IFN-γ) fornece uma pesquisa promissora na detecção e caracterização 

do perfil das células T sensibilizadas a fármacos. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

As reações de hipersensibilidade a fármacos representam importante problema de 

saúde pública com significante percentual de morbidade e mortalidade. Os principais desafios 

dessas reações decorrem de sua imprevisibilidade, inexistência de modelo animal para seu 

estudo e da variabilidade individual quanto ao metabolismo do fármaco (ADKINSON et al., 

2002).  

O diagnóstico conclusivo das reações alérgicas com identificação do agente 

desencadeante e o fornecimento de alternativas de tratamento seguras para o paciente são 

fundamentais para evitar futuras exposições. No entanto, tais reações são difíceis de serem 

identificadas, uma vez que há carência de métodos laboratoriais para sua investigação.  

Os testes in vitro são de grande interesse, pois garantem segurança para o paciente 

e permitem avaliação simultânea a múltiplos fármacos. Apesar disso, muitos desses testes não 

estão padronizados, são aplicados apenas em pesquisas, e apresentam boa especificidade, mas 

relativamente baixa sensibilidade.  

Nos últimos anos, novas perspectivas diagnósticas têm surgido como 

aprimoramento dos ensaios de proliferação linfocitária, e constituem potentes instrumentos 

capazes de auxiliar no diagnóstico e na caracterização de reações de hipersensibilidade a 

fármacos. 

Este tema é inovador em nosso país, visto que a realização da investigação de 

pacientes com suspeita de alergia a fármacos é ainda restrita a alguns pesquisadores. 
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4 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

 

A expressão de marcadores de ativação dos linfócitos T juntamente com a análise 

de citocinas secretadas no sobrenadante da cultura de células mononucleares de pacientes 

representam um instrumento de potencial utilidade no diagnóstico de alergia a fármacos.  

A possível aplicação desses testes em rotina diagnóstica poderá representar um 

grande benefício ao paciente, caso seja provada sua utilidade, uma vez que permitirá a 

confirmação do diagnóstico de hipersensibilidade alérgica a fármacos.  
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

Avaliar marcadores de ativação de linfócitos T e de suas citocinas como ferramentas 

diagnósticas na hipersensibilidade alérgica a fármacos. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 Investigar, através de testes cutâneos e epicutâneos, os pacientes com provável reação 

alérgica aos medicamentos acompanhados no Ambulatório de Dermatologia do 

Hospital Universitário Walter Cantídio; 

 Desenvolver um teste de imunofenotipagem para detecção de CD69 e CD25 em 

células mononucleares do sangue periférico CD4 e CD8 positivas incubadas com 

diferentes concentrações do fármaco suspeito. 

 Avaliar os índices de estimulação dos marcadores de ativação CD69 e CD25 em 

células CD4 e CD8 positivas, incubadas com diferentes concentrações do fármaco 

suspeito, de pacientes com hipersensibilidade a fármacos e em indivíduos não 

alérgicos saudáveis; 

 Quantificar as citocinas IFN-γ e IL-5 no sobrenadante de cultura; 

 Associar os dados laboratoriais com o tipo de manifestação clínica dos pacientes. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

6.1 Aspectos éticos 

 

O presente projeto, sob o código 011.03.08, foi aprovado no dia 28 de abril de 

2008 pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Walter Cantídio (HUWC), 

Universidade Federal do Ceará (Anexo B). Todos os participantes assinaram os Termos de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos C, D e E), após devido esclarecimento sobre o 

projeto. 

 

6.2 Casuística 

 

Foram avaliados 53 pacientes adultos com manifestações muco-cutâneas e/ou 

sistêmicas decorrentes de reações de hipersensibilidade alérgica a fármacos atendidos no 

Ambulatório de Dermatologia do HUWC pela médica dermatologista Profa. Dra. Thereza 

Lúcia Prata de Almeida. 

A investigação das reações alérgicas nos pacientes foi feita através de entrevista 

com um questionário (Anexo F) abordando a história clínica e familiar, dados referentes aos 

medicamentos utilizados (correlação temporal de exposição ao fármaco e as manifestações 

cutâneas, dose, via de administração), características clínicas e evolutivas das lesões, além de 

achados laboratoriais de rotina e exame histopatológico quando disponíveis. A seguir, as 

reações foram classificadas de acordo com os critérios de probabilidade (Quadro 3). 

Critérios de inclusão: pacientes adultos com idade acima de 18 anos com quadro 

de hipersensibilidade relacionado a fármacos, os quais atenderam aos critérios abordados no 

questionário referentes à investigação clínica e laboratorial, e que foram classificados nas 

categorias A e B de probabilidade para reação alérgica a medicamentos. 
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Critérios de exclusão: pacientes com idade abaixo de 18 anos com quadro de 

hipersensibilidade não relacionado a fármacos, gestantes, ou aqueles que foram classificados 

nas categorias C e D de probabilidade para reação alérgica a medicamentos.  

 

Quadro 3. Classificação de probabilidade para reação alérgica a fármacos. 

Categoria Critérios Classificação 

A 

 

 

 

 

 

B 

 

O teste de provocação oral com o fármaco induziu uma reação 

positiva, ou, 

O fármaco suspeito produziu as mesmas reações alérgicas quando 

utilizado novamente pelo paciente, ou, 

Clara história de relação do fármaco com a reação. 

 
Evidente correlação temporal entre exposição ao fármaco e sintomas. 

Definida 

 

 

 

 

 

Provável 

C 

 

 

D 

Anamnese confusa, pouco conhecimento sobre a relação do fármaco 

na reação. 

 

Exposição tardia ao fármaco não produziu qualquer reação ou,  

Os sintomas corresponderam a uma reação não-imunológica. 

Menos 

provavél 

 

Negativa 

Fonte: Nyfeler; Pichler (1997). 

 

Dentre os 53 pacientes avaliados, 20 preencheram os critérios de inclusão e dessa 

forma foram convidados a prosseguirem com a investigação de testes in vivo e in vitro.  

Procurou-se selecionar como controle nos testes in vitro uma média de 4 amostras 

de sangue de voluntários clinicamente saudáveis e sem história prévia de alergia para cada 

medicamento avaliado.  

A seguir descrevemos a metodologia dos testes empregados na investigação das 

reações alérgicas.  
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6.3 Testes in vivo 

 

Os testes epicutâneos foram realizados pela farmacêutica Luciana Mabel Ferreira 

Vasconcelos no ambulatório de Dermatologia, através de protocolo descrito por Barbaud et al. 

(2001) e Brockow et al. (2002). Os testes cutâneos (puntura) foram realizados pela Dra. 

Thereza Lúcia Prata de Almeida, em uma sala de pulsoterapia do hospital, a qual contava com 

um serviço de suporte para atendimento de emergência. 

A investigação in vivo foi realizada após a resolução dos sintomas clínicos de pelo 

menos três semanas após a interrupção de terapia corticóide ou imunossupressora.  

 

Teste de puntura (prick test)  

O teste de puntura foi utilizado na avaliação de hipersensibilidade imediata a 

fármacos. Os pacientes foram orientados a interromper o uso de anti-histamínicos pelo menos 

5 dias antes da realização desse teste (BROCKOW et al., 2002).  

O teste foi realizado na face anterior do antebraço, com diluições seriadas da 

forma comercial do medicamento ou quando possível, da própria substância pura. Os 

fármacos foram previamente diluídos e testados em diferentes concentrações (10
-3

,10
-2

, 10
-1

 e 

puro). Salina a 0,9% e histamina (10 mg/mL, Immunotech) serviram como controles negativo 

e positivo respectivamente. O teste foi aplicado com uma lanceta posicionada a 90° e 

pressionada por 5 segundos sobre cada gota de solução. Após secagem com papel toalha e 

aguardados 20 minutos, efetuou-se a leitura. Quando houve a formação de um halo 

eritematoso de pelo menos 3 mm de diâmetro maior que o do controle negativo, a resposta foi 

considerada positiva e o teste foi encerrado. A leitura desse teste foi avaliada como positiva 

ou negativa, em base qualitativa.  

 

Teste epicutâneo ou “patch” test 

O teste epicutâneo, utilizado na avaliação de hipersensibilidade tardia a fármacos, 

foi realizado na pele intacta do dorso do paciente, com câmaras de alumínio (Finn Chambers) 
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montadas sobre fitas adesivas (Scanpor). As substâncias testadas foram adquiridas em sua 

forma pura e, quando não disponível, em sua forma comercial, e previamente à sua aplicação, 

foram diluídas em veículo adequado a concentrações estabelecidas segundo Barbaud (2009). 

Após 48h, o contensor foi retirado, e depois de 20 min, realizou-se a primeira leitura. Quando 

negativo, leituras posteriores foram efetuadas nos dias 3 e 7 após a data de aplicação do teste. 

Os resultados foram baseados nos critérios estabelecidos pelo International Contact Research 

Group (ICDRG), em reação negativa, reação duvidosa ou positiva (+, ++, +++) 

(LACHAPELLE; MAIBACH, 2009). 

Dez voluntários saudáveis participaram do estudo, após consentimento. Os 

mesmos serviram como controle negativo, sendo testados para todos os fármacos suspeitos de 

causarem reações não-imediatas e nas mesmas condições aplicadas para os pacientes.  

 

6.4 Isolamento e cultura de células mononucleares de sangue periférico com os fármacos 

suspeitos 

 

O procedimento foi realizado conforme descrito por Pichler e Tilch (2004), 

somente com algumas modificações. Os pacientes estavam em estado de remissão clínica no 

momento da análise. Um volume de 10 ml de sangue periférico foi coletado com 

anticoagulante heparina de sódio (Sarstedt, Germany) por punção venosa dos controles sadios 

e dos pacientes. As amostras foram levadas para o Laboratório de Imunologia Médica onde as 

análises foram processadas sob supervisão e colaboração da Profª. Lília Maria Carneiro 

Câmara, do Departamento de Medicina Legal e de Patologia, Universidade Federal do Ceará. 

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC- peripheral blood 

mononuclear cells) foram separadas por gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma-

Aldrich, USA) na proporção de 1:3 a 2000 rpm por 30 min a 21°C. O anel esbranquiçado 

contendo as células mononucleares foi retirado e após duas lavagens com salina estéril a 1500 

rpm por 10 min a 5°C, tais células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura RPMI 

1640 suplementado com bicarbonato de sódio (2 g/L), l-glutamina (2,05 mM) (LGC 

Biotecnologia) e 10% de pool de soro AB inativado (preparado a partir de 50 amostras de 

soro AB obtidas no banco de sangue com sorologia negativa para HIV, Chagas, hepatites B e 
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C,  vírus T-linfotrópico humano e sífilis). Um volume de 10 L de suspensão de células 

diluídas a 1:100 em azul de Trypan a 0,4% foi aplicado em uma câmara de Neubauer e 

visualizado em aumento de 20x com auxílio de um microscópio invertido (Zeiss, Germany) 

para contagem do número de células. A concentração de células foi ajustada para uma 

concentração de 1 x 10
6
 células/ mL. Em seguida, as mesmas foram incubadas (em duplicata) 

em microplacas de cultura de 24 poços (TPP, Switzerland) na presença de três concentrações 

distintas do fármaco suspeito (Sigma, USA), ou de salina tamponada com fosfato, pH 7,4 

(PBS) e fitohemaglutinina (2,0 g/mL, PHA, Sigma, USA) como controles negativo e 

positivo respectivamente, por 72 h a 37ºC e 5% CO2.  

 

6.5 Imunofenotipagem e ativação linfocitária  

 

A detecção dos marcadores de ativação linfocitária foi baseada nos procedimentos 

de Beeler et al. (2008). Após incubação de 72h, um volume de 0,5 mL de solução foi retirado 

de cada poço e armazenado em tubos eppendorf a -80º C para posterior análise de citocinas. 

Quanto ao restante da suspensão contendo as células, um volume de 0,5 mL de solução de 

FACS {PBS, contendo azida 0,05% e soro fetal bovino 1% (Cultilab, Brasil)}, foi adicionado 

aos poços e, com auxílio de uma pipeta, as mesmas foram desprendidas das paredes e do 

fundo dos poços. Após transferência para tubos eppendorf, as células foram centrifugadas na 

velocidade de 1500 rpm por 10 min a 5ºC. O sobrenadante foi desprezado e, ao sedimento, 

foram adicionados 250 L de RPMI 1640 suplementado com bicarbonato de sódio (2 g/L), L-

glutamina (2,05 mM) (LGC Biotecnologia, Brasil) e 5% de pool de soro AB inativado. As 

amostras de células, que foram inicialmente incubadas com os fármacos ou controles em 

duplicatas, foram, a partir desse momento, reunidas em um só tubo. Deste, volumes de 125 

L foram distribuídos em 4 tubos de citometria. A seguir, os conjugados de anticorpos 

monoclonais com fluorocromos foram adicionados aos tubos, segundo a ordem: tubo 1, sem 

adição de anticorpos;  tubo 2, anti CD4-FITC; tubo 3, anti CD8-PerCP; tubo 4, anti-CD4-

FITC, anti-CD8-PerCP, anti-CD69-PE, anti-CD25-APC. O volume de cada anticorpo foi 

estabelecido conforme prévia titulação (item 6.6), sendo que para anti-CD4 e anti-CD8, 

aplicou-se o volume de 2 L e para anti-CD69 e anti-CD25, de 5 L. Após incubação durante 

30 min em câmara escura a 4ºC, foi realizada uma lavagem com tampão de FACS. O 
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sobrenadante foi descartado após centrifugação a 1500 rpm por 5 min a 4ºC. Ao sedimento 

final, foram adicionados 500 L PBS contendo paraformaldeído 1% (Sigma, USA). Os tubos 

foram armazenados no escuro a 4ºC até a leitura (máximo de 24 horas) em citômetro de fluxo 

(FACS Calibur, BD Bioscience, USA). 

Os resultados foram expressos de acordo com Beeler et al. (2008), como média 

normalizada de intensidade de fluorescência (NMFI- normalized mean fluorescence intensity), 

na qual foi obtida por multiplicação da percentagem de linfócitos no quadrante duplamente 

positivo com a média de intensidade de fluorescência de CD69
+
 ou CD25

+
. Em seguida, o 

índice de estimulação (SI) foi calculado pela seguinte fórmula: NMFI do meio de cultura com 

antígeno dividida por NMFI do meio de cultura sem antígeno. O resultado de SI igual ou 

superior a 2,0 foi considerado positivo, segundo proposto por Pichler; Tilch (2004) e Beeler et 

al. (2008). 

 

6.6 Titulação dos conjugados de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos 

 

Os anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos foram titulados 

previamente ao seu emprego nos testes de citometria de fluxo. A titulação dos mesmos foi 

realizada para uma concentração fixa de células mononucleares do sangue periférico, ou seja, 

de 1 x 10
6
 células/mL, variando a concentração de anticorpo adicionado (2 e 4 L para anti-

CD4 e anti-CD8; 3, 5 e 7 L para anti-CD69 e anti-CD25). A escolha do volume de anticorpo 

foi baseada na percentagem da população positiva, bem como na média de intensidade de 

fluorescência, considerando a densidade dos receptores presentes na célula. No caso dos 

marcadores de ativação, ou seja, tanto para anti-CD69, como para anti-CD25, as células foram 

incubadas com 2,0 g/mL de PHA. 

A Figura 2 exemplifica a curva de titulação para o anticorpo CD69. Nesse caso, 

foi escolhido o volume de 5 L de anticorpo. 
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Figura 2. Curva de titulação para CD69 empregando a fitohemaglutinina. As percentagens de 

células positivas para o marcador CD69 foram 15,6% para 3µl de anticorpo (A), 23,8% para 

5µl (B) e 25,5% para 7µl (C). A média de intensidade de fluorescência para CD69 foi de, 

respectivamente, 13, 17 e 19.  

 

  

 

6.7 Análise de citocinas 

 

Os testes imunoenzimáticos para dosagem de IL-5 e IFN-γ em sobrenadante de 

cultura foram realizados no Laboratório de Imunologia do Departamento de Análises Clínicas 

e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia, Odontologia e Enfermagem da Universidade 

Federal do Ceará.  

 

Dosagem de IL-5 e IFN-γ 

O método imunoenzimático para dosagem de IL-5 e IFN-γ em sobrenadante de cultura 

foi o ensaio imunoenzimático ligado à fase sólida (ELISA) (RayBiotech, USA). 

As amostras de sobrenadante de cultura de pacientes e de 3 controles foram 

descongeladas antes do uso e mantidas a temperatura ambiente. Em seguida, 100 µL das 

amostras dos pacientes e dos padrões foram adicionadas a cada poço da microplaca já 

sensibilizada com anticorpos específicos. As placas foram incubadas durante 16h a 4ºC, em 

câmara úmida e sob leve agitação. Após esse período, a placa foi submetida a um ciclo de 4 

lavagens com solução de lavagem fornecida pelo fabricante. Em seguida, foram adicionados 

A                  B             C 

CD 69- PE 

C
D

2
5

 -
 A

P
C
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100 µL de conjugado anti-IL-5 ou anti-IFN-γ, marcados com biotina e diluídos a 1:80 em 

solução diluente. As placas foram incubadas por 1h a temperatura ambiente, em câmara 

úmida e sob leve agitação. Após novas lavagens, foram adicionados 100 µL de solução 

diluída a 1:10000 ou 1:20000 (respectivamente para os testes de IL-5 ou IFN-γ) de 

estreptavidina conjugada com peroxidase por 45 min a temperatura ambiente, em câmara 

úmida e sob leve agitação. As placas foram submetidas a novos ciclos de lavagens, sendo, a 

seguir, adicionados 100 µL da solução de substrato contendo tetrametilbenzidina. Após 

incubação de 30 min a temperatura ambiente e no escuro, a reação foi interrompida pela 

adição de 50 μl de solução de ácido sulfúrico 2,0 M. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de placas a 450 nm. Os resultados foram expressos em concentrações a 

partir da elaboração das curvas padrão. Amostras blank foram consideradas como os poços 

contendo todos os reagentes, exceto o sobrenadante de cultura. 

 

6.8 Análise estatística 

 

O teste não-paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para comparação das diferenças 

entre os grupos não-pareados de pacientes alérgicos a medicamentos e indivíduos saudáveis, 

com referência ao índice de estimulação (SI) dos marcadores de ativação CD69 e CD25. O 

nível de significância estatística foi considerado < 0,05. O programa utilizado para análise foi 

o GraphPad Prism 5.01. 
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Abstract 

 

Allergic contact dermatitis to topical rifamycin has been rarely reported in the literature. A 

70-year-old man was admitted to the hospital for an open thoracostomy drainage, and after the 

surgery, he was treated with topical application of rifamycin solution twice daily for two 

months. In an outpatient follow-up visit, the patient complained of itching erythema at the site 

of application. The drug was discontinued and the patient was advised to replace it with saline 

solution. The reaction disappeared after drug discontinuation. The patch test was positive for 

rifamycin in 1%, 10%, and 30% in petrolatum after 72h. Seven days later, presence of 

erythema, infiltration and vesicles (++) was observed at the site of patch application. The 

epicutaneous patch testing confirmed the diagnosis of rifamycin-allergic contact dermatitis. 

Rifamycin topically applied to the skin should be considered as a potential causative agent of 

drug adverse reactions, ranging from mild reactions such as allergic contact dermatitis to 

potentially life-threatening reactions.  

KEY WORDS: allergic contact dermatitis, patch testing, rifamycin. 

 

 

Introduction 

 

Allergic contact dermatitis (ACD) is an eczematous skin disease caused by cell-mediated 

hypersensitivity after skin contact with an allergen to which the patient has developed a 

specific sensitivity, such as a topically applied drug. In a study where patients with suspected 

drug allergic contact dermatitis (DACD) were tested with epicutaneous patch tests, the most 

frequent drugs implicated in the reactions were neomycin sulfate, bufexamac, bacitracin, 

gentamicin sulfate, framycetin sulfate, polymyxin B sulfate, amcinonide, hydrocortisone-17-

butyrate.
1
 Allergic reaction to rifamycin is infrequent. There are few reports in the literature 

of severe anaphylactic reaction after topical use of rifamycin SV,
2-7

 as well as contact 

urticaria
8,9 

and delayed reaction similar to that observed in our patient.
10-13

 Rifamycin SV is a 

semisynthetic antibiotic belonging to the class of ansamycins obtained from rifamycin B, 

which is produced by fermentation of Streptomyces mediterranei. The drug is used topically 

for the treatment of infected wounds and for the prevention of local asepsis due to its broad 
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spectrum of activity against Gram-positive and some Gram-negative bacteria. We describe a 

case of a rifamycin-associated postoperative allergic contact dermatitis in a 70-year old 

patient. 

 

Case Report 

 

A 70-year-old man without any personal or familial history of atopy had suffered from 

pneumonia and empyema. Thoracic radiography had showed pleural effusion in the left 

hemitorax. For this reason, the patient was admitted to the hospital for an open thoracostomy 

drainage. After the surgery, he was treated with topical application of a rifamycin solution 

twice daily for two months. In an outpatient follow-up visit, the patient complained of itching 

erythema at the site of application (Figure 1). The drug was discontinued and the patient was 

advised to replace it with saline solution. The reaction disappeared after drug discontinuation. 

A patch test with 1%, 10% and 30% rifamycin (purchased from Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, USA) in petrolatum was performed.  The test was done after obtaining the patient’s 

written consent. On examination after 72 hours, the test revealed erythema and slight 

infiltration (+). Seven days later, it was observed erythema, infiltration and vesicles (++) at 

the site of application (Figure 2). The epicutaneous patch test confirmed allergic contact 

dermatitis to rifamycin. The epicutaneous patch testing with rifamycin was also performed in 

10 healthy volunteers with no history of drug allergy, and negative results were obtained for 

all of them. 

 

Discussion 

 

We reported a case of delayed hypersensitivity reaction mediated by T cells after topical 

application of rifamycin. The clinical data and positive patch testing confirmed the diagnosis 

of drug allergic contact dermatitis (ACD). The assessment criteria for determining probability 

for drug adverse reactions was used according to the Uppsala Monitoring Centre (UMC)/ 

WHO Collaborating Centre for International Drug Monitoring
14

 which indicated a definitive 

causality between rifamycin and the development of ACD in our patient.  
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Contact dermatitis due to topically applied drugs may be caused by allergy not only to the 

agent but also to its constituents, such as preservatives or excipients. Milpied et al.
11

 reported 

two cases of allergy, one involving a patient sensitized to rifamycin and the other a patient 

allergic to potassium metabissulfite, both cases confirmed by epicutaneous tests. The patients 

had a background history of atopy and the authors considered this condition as a risk factor 

for drug hypersensitivity.  

Balato et al.
12

 described a case of a 30-year-old woman without history of atopy who 

developed ACD after topical use of rifamycin on a leg ulcer. The patch test with 0.5% 

rifamycin in petrolatum was positive. According to their supposition, pre-existing skin lesions 

could have predisposed ACD after topical medications, probably as a result of chronic venous 

stasis.
15

  

Guerra et al.
13 

reported three cases of ACD in adult patients after topical application of 

rifamycin on a leg ulcer (two patients) and post-surgical wounds (one patient).The skin 

lesions had late onset and disappeared gradually after the drug was discontinued. One patient 

presented clinical manifestations similar to our case. After two months of treatment, he 

showed erythema, itching and edema around the wound. The patch tests with 2.5% rifamycin 

in petrolatum were positive in all cases.  

In conclusion, although neomycin is the most frequent allergen in topical antibacterial 

preparations, rifamycin topically applied to the skin should also be considered a potential 

causative agent of drug adverse reactions, ranging from mild reactions such as allergic contact 

dermatitis to potentially life-threatening anaphylaxis.  
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Figures: 

 

Figure 1. Reaction to rifamycin in the region of the site of surgical incision located on the left 

side of the patient´s back (A and B). 

 

Figure 2. Patch test with rifamycin 1, 10 and 30% in petrolatum. A positive reaction to the 

drug with erythema, infiltration and vesicles was observed 7 days after testing. 
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Figure 1. A and B 

 

 

Figure 2 
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ABSTRACT 

 

Background: Diagnosis of drug allergy is difficult once few methods are validated in the 

literature.  In the last few years, identification of T cell activation markers has been the focus 

to be used as auxiliary laboratorial parameters for other tests, as the lymphocyte 

transformation test (LTT).  Drug provocation tests have been considered the gold standard in 

drug allergy diagnosis; however, it is harmful and must be performed at hospitals with 

emergency supplies. The LTT is considered valuable in Europe but not in USA and it has to 

be performed with radioactive labels. The aim of the present work is to search for CD25 and 

CD69 markers in TCD4 and TCD8 cells after incubation of peripheral blood mononuclear 

cells with different concentrations of suspected drugs in patients who were classified as 

having probable drug allergy. The presence of interleukin 5 and interferon gamma was also 

investigated in cell supernatant. 

Methods: Peripheral blood mononuclear cells from 20 patients with a well-documented 

history of suspected drug hypersensitivity (5 immediate e 15 nonimmediate reactions) and 

from 12 healthy controls (at least 3 to each tested drug) were incubated with different 

concentrations of the suspicious drugs for 72 h before the addition of fluorochrome-labelled 

anti-CD69, anti-CD25, anti-CD4, anti-CD8. The samples were analyzed by a 4-channel flow 

cytometer. The determination of human interleukin (IL)-5 and interferon (IFN-γ) in the 

supernatants of cultures was performed by means of a sandwich type immunoenzimatic assay, 

according to the manufacturer´s protocol. 

Results: Most of the patients analyzed (n=15), showed positivity for markers of lymphocyte 

activation in response to the suspicious drug. Some drugs were positive for one of the 

markers, and the association of CD25 and CD69 increased the sensitivity of the test. 

Comparing activation markers on drug-incubated peripheral blood mononuclear cells between 

drug-allergic patients and healthy controls, the greatest differences was found for CD4CD69 

(p<0.05, p<0.01 and p<0.005 with low, medium and high drug concentrations, respectively). 

For CD4CD25, a significant difference comparing the groups could be found in the lowest 

drug concentration (p=0.01). For higher drug concentrations and for the other markers no 

remarkable differences was found (p>0.05). Eight out of 10 skin test-positive patients and 7 

out of 12 skin-negative patients were positive for one or both lymphocyte activation markers. 
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No significant differences in IL-5 and IFN-γ were observed comparing drug-allergic patients 

and healthy individuals.  

Conclusions: Detection and the association of both activation markers, as CD69 and CD25, 

by flow cytometry appears to be a promising tool in drug allergy diagnosis, both in immediate 

or in nonimmediate reactions; however, a larger number of patients shall be evaluated.  

Keywords: CD25; CD69; drug hypersensitivity; drug allergy; IL-5; IFN-γ. 

 

Introduction 

 

Drug hypersensitivity reactions (DHRs) account for approximately 15% of all adverse 

drug reactions (1), can be life-threatening, require or prolong the period of hospitalization, 

and entail changes in drug prescription (2). They represent an important public health problem 

once they may cause significant morbidity, mortality and higher costs (3). 

Drug allergy is defined by World Allergy Organization (WAO) as an immunologically 

mediated reaction, that occurs after a re-exposure to the offending drug through mechanisms 

either IgE or non-IgE mediated (4), and may provoke recurrence upon re-exposure to the 

offending drug (5).  

The clinical picture of drug hypersensitivity is very heterogeneous and of variable 

severity (5). Although it can affect many other organ systems, the most common target is the 

skin (6). 

A conclusive diagnosis of drug allergy that confirms the symptoms and identify its 

causative agent still remains a major challenge in daily clinical practice (7). The skin tests, 

such as patch, prick and intradermal tests (IDT) are the most readily available form of allergy 

testing for physicians, but have an overall low sensitivity, even in patients with clear history 

of DHR (5,7). Provocation oral tests are considered to be the gold standard in drug allergy, 

but are not well accepted by physicians and patients due to the risk of causing severe reactions 

and do not differentiate between allergic and not allergic reactions (1).
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Difficulties in diagnosis reside in the lack of sensitivity of currently available tests, 

and in the presence of variables as the time of the reaction, type of clinical manifestations 

which may be confounding factors (8). 

The proposal of developing in vitro tests is necessary once it would be a safe 

procedure for the patients avoid possible sensitization to the drug and risk of severe adverse 

reactions. The lymphoproliferative test is currently the most widely used test for diagnosis of 

immediate or nonimmediate reactions in Europe (9,10). Nevertheless, it imposes technical 

problems, requires incorporation of radioactive substances and is time-consuming (11).
 
 

Different activation markers are expressed on the surface of the T cells after 

stimulation, such as CD25, CD69, CD71, and HLA-DR. Some papers have described the use 

of antibodies to CD69 and HLA-DR by flow cytometry to investigate activation markers in 

drug allergic patients (5,10). The aim of the present work is to search for CD25 and CD69 

markers in TCD4 and TCD8 cells after incubation of peripheral blood mononuclear cells with 

different concentrations of suspected drugs in patients who were classified as having certain 

or probable drug allergy. The presence of interleukin 5 and interferon gamma was also 

investigated in cell supernatant. 

 

Materials and Methods 

 

Patients 

A number of 20 patients (average age: 57 years, range 23-86 years) with a suspected 

history of drug hypersensitivity was included in the investigation. Some patients had at least 

one reaction to one or more suspected drug; therefore, a total of 23 reactions and 10 drugs 

were investigated. Drug allergy was classified as certain or probable drug allergy history, 

according to Nyfeler and Pichler (12). A summary of the patients’ clinical characteristics is 

given in Table 1. Blood samples from 12 adult volunteers without previous history of drug 

hypersensitivity were considered as negative controls in the in vitro tests. Five controls were 

tested for each drug, except for phenytoin, rifamycin, etanercept (three controls).   
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After written informed consent, the participants could be included in the project. The 

project, under the code 011.03.08, was approved on April 28
th

, 2008 by the Ethics Committee 

in Research, Hospital Universitário Walter Cantídio (HUWC), Universidade Federal do 

Ceara, Brazil. 

 

Skin tests 

Drug skin testing included prick and patch tests according to standardized protocols 

established by the European Society of Contact Dermatitis Workshop (13).  

Prick tests were performed on the forearm using the commercial form of the drug. 

Pure form of the drug was tested whenever possible. Reactions were considered positive when 

it was observed a wheal with a diameter 3 mm greater than that of the negative control (0.9% 

saline) after 20 min. A positive control with histamine (10 mg/mL, Immunotech) was 

systematically included.  

Patch test was performed on the patient’s back (or on the affected site in case of fixed 

drug eruption) using the commercial form of the drug or, whenever available, the pure 

substance. Tablets and capsule contents were tested at 10% and 30% in petrolatum. The 

results of patch testing were interpreted according to the International Contact Dermatitis 

Research Group (ICDRG), that is, negative, doubtful or positive (+, ++, +++) after 48 and 72 

hours (14), and one week after whenever possible. The epicutaneous patch testing with all 

suspicious drugs was also performed in 10 healthy volunteers with no previous history of drug 

allergy. Negative results were observed for all individuals. 

 

Drugs and antigens 

Before testing, the suspicious drugs were dissolved in phosphate buffered saline (LGC 

Biotecnologia, Sao Paulo, Brazil) and adjusted to three different concentrations, according to 

the procedures described by the authors (7,15). Acetylsalicylic acid, diclofenac, rifamycin, 

phenytoin, paracetamol, sulfasalazine and betamethasone were previously dissolved in 

dimethyl sulphoxide (DMSO) or in 0.1 M NaOH or in alcohol. All drugs were obtained as 

pure substances (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and were included in the following 
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concentrations: 1, 10, 100 µg/mL for paracetamol, dipyrone, diclofenac and betamethasone,  

and 1, 10, 50 µg/mL for phenytoin, rifamycin and sulfasalazine. Acetylsalicylic acid (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Germany) was tested at 10, 100, 200 µg/mL, and captopril 

(INCQS/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil) was tested at 1, 10, 100 µg/mL. The commercial 

form of the etanercept (50 mg/mL, Wyeth Pharmaceuticals, Germany) was diluted to 

concentrations 1, 10, 100 µg/mL. Phytohemagglutinin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 

at 2.0 µg/mL was used as a positive control. When no mention for a certain drug 

concentration was found in the literature, the concentrations of 1, 10 and 100 µg/mL were 

used.  

 

Cell preparation and culture 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated and cultured as described 

by Pichler and Tilch (15),
 
with some modifications. Briefly, PBMC were isolated from 

heparinized peripheral blood (10 mL) by gradient centrifugation over Ficoll-Hypaque solution 

(Sigma-Aldrich, St Lois, MO, USA). Concentrations of 1 x 10
6
 cells/ mL in antibiotic-free 

RPMI 1640 supplemented with sodium bicarbonate (2 g/L), l-glutamine (2.05 mM) (LGC 

Biotecnologia, Sao Paulo, Brazil) and 10% heat inactivated AB-serum were cultured with the 

various drug concentrations in 24-well round-bottom plates (TPP, Switzerland) for 72 h at 

37°C and 5% CO2 (the tests were run in duplicate). Cells incubated with 2.0 µg/mL 

phytohemagglutinin (Sigma-Aldrich, St Lois, MO, USA) were considered as positive control. 

Cells incubated with PBS were considered as the negative controls.  

  

Flow cytometry analysis of CD69 and CD25  

CD69 and CD25 expression on CD4
+
/CD8

+
 T cells were evaluated by flow cytometry 

FACSCalibur Flow Cytometer (BD Biosciences, USA) with fluorochrome-labelled 

antihuman monoclonal antibodies (mAb) (PE-CD69, APC-CD25, FITC-CD4, PerCP-CD8; 

BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The results were expressed as normalized mean 

fluorescence intensity (NMFI), which was calculated by multiplying the percentage of 

lymphocytes in the double positive quadrant with the mean fluorescence intensity of CD69
+
 or 

CD25
+
, according to Beeler et al. (11).

 
Stimulation indices (SI) were calculated by the 



76 
 

following formula: NMFI in culture medium (CM) with antigen divided by NMFI in CM 

without antigen. A positive stimulation index was estimated to be equal or above to 2.0, as 

proposed by Beeler et al. (11) and Pichler; Tilch (15). 

 

IL-5 and IFN-γ measurement in cell culture supernatant 

Interleukin (IL)-5 and interferon (IFN-γ) in the cell culture supernatants were 

measured by sandwich enzyme-linked immunosorbent assays (RayBiotech, USA). The 

protocols were performed according to the manufacturer.  One drug concentration was 

selected to test the cell supernatant culture, that is, 1 g/mL (captopril, paracetamol, 

rifamycin, etanercept, phenytoin); 10 g/mL (bethametasone, sulfasalazine); 100 g/mL 

(diclofenac, dipyrone); 200 g/mL (acetylsalicylic acid). The analytical sensitivities of the 

assays were 5 pg/mL and 15 pg/mL, for IL-5 and IFN-γ, respectively. The results were 

expressed in cytokine concentration (pg/mL). 

 

Statistical analysis 

The nonparametric Mann-Whitney test was used to compare unpaired groups in 

respect to the stimulation index of CD activation markers in drug allergic-patients compared 

to healthy individuals. The level of statistical significance was considered to be 0.05. The 

software used was GraphPad Prism 5.01. 

 

Results  

 

Clinical characteristics of the patients 

Patients included in the study presented drug reactions classified in categories A or B, 

that is, certain or probable, according to Nyfeler and Pichler (12). This means that they had a 

well-documented history of drug adverse reaction, symptoms of immediate or nonimmediate 

reactions, and a clear temporal correlation between drug exposure and symptoms.  
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Although nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are frequently associated 

with non allergic reactions, one cannot exclude the possibility of a true IgE-mediated allergy 

to the drugs. For this reason, patients who had clinical manifestations to those drugs were also 

included in the study. The physicians who participated in the present work did not agree to 

perform oral provocation tests because of the high risk of causing a severe reaction in the 

patient by the drug during testing.  

The table 1 summarizes some clinical characteristics of the patients with certain or 

probable drug allergy. 

As the patients were selected in a dermatology outpatient clinic, most of them had 

presented a cutaneous manifestation, with or without systemic symptoms. Two of five 

acetylsalicylic acid-allergic patients had angioedema, one had urticaria and angioedema, and 

one presented pruritus. One patient presented photoallergic reaction to acetylsalicylic acid or 

diclofenac. In regard to diclofenac allergy, one presented pruritus and one had urticaria and 

angioedema. One of the dipyrone-allergic patients showed urticaria, one presented 

leukocytoclastic vasculitis and one had Stevens-Johnson syndrome (SJS). One patient showed 

a lichenoid eruption to dipyrone and diclofenac. One of the captopril-allergic patients showed 

a drug rash with eosinophilia and systemic symptoms (DRESS), one had photoallergic 

reaction, one had lichenoid eruption and one presented leukocytoclastic vasculitis. One patient 

showed an erythroderma to captopril or diclofenac. One patient presented fixed drug eruption 

(FDE) after exposure to paracetamol and one patient presented a maculopapular exanthema 

(MPE) after exposure to betamethasone. One patient had contact dermatitis after rifamycin 

topical application. One patient developed acute generalized exanthematous pustulosis 

(AGEP) after use of etanercept. Two patients suffered from SJS to drugs sulfasalazine and 

phenytoin. 
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Table 1. Clinical characteristics of patients with certain or probable history of drug allergy. 

 

 
 

AGEP: Acute generalized exanthematous pustulosis; DRESS: Drug rash with eosinophilia and systemic 

symptoms; FDE, Fixed drug eruption; SJS: Stevens-Johnson syndrome; MPE: Maculopapular exanthema; f: 

female; m: male; n.d.: not done.  
   

*Time interval between reaction and testing.                                             
                                                    

a
Prick test, 

b
Patch test. 

 

 

Drug skin testing 

The clinical manifestations after drug administration had occurred 1 month to 16 years 

before testing. Skin tests were done according to the type of drug hypersensitivity. In cases of 

pruritus and angioedema, in which IgE participation could be involved, a positive prick was 

performed. The prick test was performed in 3 of four cases of immediate hypersensitivity to 

acetylsalicylic acid, and resulted positive in all of them. The prick test was also performed in 

one of the cases of immediate allergy to diclofenac, and the result was positive. In one case of 

urticaria to dipyrone, the prick test was negative and the IDT was not performed because the 

patient did not allow to.  
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Two patients presented leukocytoclastic vasculitis after dipyrone and captopril 

administration. In one of the cases, the patch test was performed but resulted negative, as 

expected once this type of reaction is considered to be type III hypersensitivity.  

The patch test was positive in one case of contact dermatitis caused by rifamycin, and 

in one case of Stevens-Johnson caused by phenytoin. The patch test was also positive in three 

patients with probable allergy to captopril.  Another patient with suspected photosensitive 

reaction induced by two drugs administered at same time showed positive patch test (+) to 

one of them.  

 

Detection of CD69 and CD25 activation markers in lymphocytes TCD4 and TCD8 

The 20 drug-allergic patients were evaluated for CD69 and CD25 upregulation on 

CD4
+
 and CD8

+
 T cells. The flow cytometry was performed with three different 

concentrations of the drugs (low, middle, high, see Methods section). The concentrations 

chosen had been previously found not to be toxic (7,15).  

First of all, analyzing altogether, drug-allergic patients (PT) and healthy individuals 

(CT), irrespectively to the suspected drug, some statistical differences could be found at low, 

medium and/or high drug concentrations (Figure 1). Comparing activation markers on drug-

incubated PBMC between the two groups (Mann-Whitney tests), the greatest differences was 

found for CD4CD69 (p<0.05, p<0.01 and p<0.005 with low, medium and high drug 

concentrations, respectively). For CD4CD25, a significant difference comparing the groups 

could be found in the lowest drug concentration (p=0.01). For higher drug concentrations and 

for the other markers no remarkable differences was found (p>0.05). 
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Figure 1. Stimulation index (Log2SI) for activation surface markers (CD69 and CD25) on T 

CD4
+
 and T CD8

+
 lymphocytes from drug-allergic patients (PT) or from healthy individuals 

(CT) incubated for 72 h with low, medium or high drug concentrations.   

 

*p<0.05; **p<0.01; *** p<0.005 (Mann-Whitney test). 

 

Figure 2A illustrates CD69 upregulation on CD4+ T cells in a dipyrone-allergic 

patient. Upon exposure to dipyrone or to phytohemagglutinin, 11.7% and 57.8% of CD4
+
 

cells showed CD69 expression, respectively, while only 3.3% were positive for the marker 

upon incubation with culture medium. Figure 2B illustrates CD25 upregulation on CD8
+
 T 

cells in a phenytoin-allergic patient. Upon exposure to phenytoin or phytohemagglutinin, 

3.2% and 25.9% of CD8
+
 cells showed CD25 expression, respectively, while only 0.6% was 

positive for the marker upon incubation with culture medium. 

 

http://www.biocompare.com/ProductDetails/483928/Phytohemagglutinin.html
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Figure 2. Flow cytometric analysis of CD69 upregulation on CD4 T cells from a dipyrone-

allergic patient (A) and of CD25 upregulation on CD8 T cells from a phenytoin-allergic 

patient (B) 72h after culture of peripheral blood mononuclear cells with medium (negative 

control), suspected drug, or phytohemagglutinin (positive control). 

                                                                                                                                            A 

 

    

                                                                                                                                            B 

     

 

The data in Figure 3 show all the patients who showed stimulation index equal or 

above to 2 for any of the different drug concentrations. Acetylsalicylic acid (ASA), dipyrone 

(DIP), paracetamol (PAR) and rifamycin (RIF) were able to induce both markers, CD69 and 

CD25, in at least one concentration for most of the samples analyzed. Some tests were 

positive only for one marker, for instance betamethasone (BET) and etanercept (ETN), 

captopril (CAP) and phenytoin (PHE) could stimulate CD25 and diclofenac (DIC) stimulated 

CD69. It can be observed that a very high SI for CD4CD69 was found in one patient (#16) 

probable allergic to DIC. A high SI was also found for CD4
+
CD25

+
 and CD8

+
CD25

+
 in a 

rifamycin-allergic patient (#8), whose patch test was also positive (++). 
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Figure 3. CD69 and CD25 on CD4
+
 and CD8

+
 T cells from all patients who presented 

stimulation index (SI) above 2 after incubation of peripheral blood mononuclear cells with 

different concentrations (µg/mL) of the suspected drug in relation to not stimulated cells (A 

and B).   

 

 

Acetylsalicylic acid (ASA), diclofenac (DIC), captopril (CAP), betamethasone (BET), phenytoin (PHE), 

rifamycin (RIF), etanercept (ETN), paracetamol (PAR) and dipyrone (DIP). 

 

The healthy individuals showed negativity when PBMC were incubated with the same 

drug concentrations as used in the patients, except for rifamycin in the highest concentration 

(50 g/mL) (Figure 4) and for diclofenac, when it was tested at 200 g/mL (not shown). 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

1
0

1
0

0

2
0

0

1
0

1
0

0

2
0

0

1
0

1
0

0

2
0

0

1
0

1
0

0

2
0

0

1
0

1
0

0

2
0

0

1
0

1
0

0

1
0

1
0

0 1

1
0

1
0

0 1

1
0

1
0

0

4 5 3 1 12 5 9 1 16

ASA DIC

CD4CD69

CD8CD69

CD4CD25

CD8CD25

SI

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

1
1

0
1

0
0 1

1
0

1
0

0 1
1

0
5

0 1
1

0
5

0 1
1

0
1

0
0 1

1
0

1
0

0 1
1

0
1

0
0 1

1
0

1
0

0 1
1

0
1

0
0

14 10 20 8 15 13 6 2 16

CD4CD69

CD8CD69

CD4CD25

CD8CD25

SI

A 

B 



83 
 

Figure 4. Mean of stimulation indices (SI mean) for CD69 and CD25 on CD4
+
 and CD8

+
 T 

cells after 72h of incubation with different drug concentrations (µg/mL). Five controls were 

used for each drug testing, except for PHE (n=4), RIF (n=3) and ETN (n=3). 

 

Acetylsalicylic acid (ASA), diclofenac (DIC), captopril (CAP), betamethasone (BET), phenytoin (PHE), 

rifamycin (RIF), etanercept (ETN), paracetamol (PAR), sulfasalazine (SSZ) and dipyrone (DIP). 

 

Figure 5 illustrates the CD25 (A) and CD69 (B) upregulation in two patients (PT), one 

had presented allergy to rifamycin, and the other to diclofenac. The figure also illustrates a 

healthy individual, whose PBMCs were assayed in the same conditions. The results were 

expressed in normalized mean fluorescence intensity (NMFI). 
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Figure 5. Normalized mean fluorescence intensity (NMFI) of CD4
+
CD25

+
 in a rifamycin-

allergic patient (PT) (A) and of CD8
+
CD69

+
 in a diclofenac-allergic patient (B) and in healthy 

individuals used as controls (CT). The PBMCs from the patients and controls were incubated 

with the suspected drugs during 72 h. CM means control medium.  

 

 

 

 

    

Table 3 presents the activation markers CD69 and CD25 on CD4 and CD8 T cells 

after incubation of PBMCs from drug-allergic patients (PT) and healthy individuals (CT) 

during 72h. The result of the skin test was mentioned whenever it was done. The table also 

shows the concentrations of IL-5 and IFN-  measured in the cell culture supernatants.  
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Table 3. Activation markers (CD69 and CD25) on CD4
+
 and CD8

+
 T lymphocytes from 

drug-allergic patients (PT) and healthy individuals (CT) after incubation of PBMCs with low, 

medium or high concentrations of the suspected drug. IL-5 and IFN-γ were measured in cell 

supernatant by enzyme immunoassay and were expressed in pg/mL. 

 

 
 

n.d.: not determined. 
§
CD69 and/or CD25 upregulation on T cells: a stimulation factor of more than 2 is interpreted as positive. 
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Eight out of 10 skin test-positive patients and 7 out of 12 skin-negative patients were 

positive for one or both lymphocyte activation markers.   

In regard to the cytokines, it was not observed a significant difference comparing 

drug-allergic patients altogether and healthy individuals (Mann Whitney test, p>0.05). Once 

the number of patients for every drug studied was low, no further comparisons could be done. 

Anyhow, one patient (#4), whose prick test and surface activation markers were positive, 

showed an increased level of IL-5 compared to the controls. 

 

5. Discussion 

 

In vivo tests as the epicutaneous tests are used as the first line of investigation in non-

immediate reactions, including, fixed drug eruption, contact dermatitis, erythroderma 

(exfoliative dermatitis), maculopapular exanthema, lichenoid eruption, acute generalized 

exanthematous pustulosis (AGEP) and drug rash with eosinophilia and systemic symptoms 

(DRESS). Recent studies have suggested that intradermal tests with immediate and delayed 

readings should be included in the investigation of delayed hypersensitivity to drugs. For 

instance, IDT delayed positive reactions for corticosteroids have been reported (16). 

Considering our patients, the IDT might be useful in cases where the patch tests were 

negative, as in erythroderma, lichenoid and maculopapular drug eruptions. The tests would 

not be useful in the diagnosis of the type III hypersensitivity (5). Nonetheless, we have 

performed the patch test in one case. In the case of drug fixed eruption, it is often suggested 

that the test be performed on the residual pigmented skin site of the reaction (16). In our 

study, the patch test was performed on the back of the patient who had suffered from a drug 

fixed eruption but it was negative after 48 hours, as it would be expected. The patient did not 

allow the test to be performed on the same place of the reaction.  
 

In cases of SJS, the IDT is not recommended due to the possibility of reproducing the 

reactions. The patch test has a weak sensitivity and few cases of positive results have been 

reported. Wolkenstein et al. (17) found two patients among the 22 SJS/TEN with positive 

results. Positive patch tests have been reported for carbamazepine (18) and phenytoin (19). In 

our study, two patients who suffered from SJS (one caused by dipyrone and the other, by 
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sulfasalazine) presented negative patch test results. One who presented SJS due to phenytoin 

showed a positive patch test. 

Although it is expected a good sensitivity of patch tests in AGEP (16), one patient 

with reaction probably due to etanecerpt in our study showed a negative patch test result. At 

the time of the testing, the patient was taking another anti-TNF what could partially explain 

the negative results. According to Wee et al. (20), a significant positivity of patch tests can be 

found even in patients under use of systemic corticosteroids and cytokine inhibitors such as 

adalimumab, etanercept and infliximab. 

Considering patch test to biologic agents, it has already been described previously 

(21), although it is questioned by some authors (22), once they have high molecular weight (> 

500 Da) which could render them difficulties to penetrate the skin. 

The results of in vivo tests can vary substantially depending on the period of drug 

sensitization which may decrease over time (16). The majority of the skin tests in our study 

were performed at least six months after reaction. It is important to remark that although they 

present high positive predictive value, negative results do not exclude drug allergy (16).  

In regard to in vitro test, they are not commonly performed during the acute phase of 

the reactions, because the cells are strongly activated and can result in high background 

proliferation. In general, the shortest interval period recommended for doing the in vitro tests 

is at least three weeks after the clinical manifestations (5). Some authors found substantial 

CD69 upregulation on CD4
+
 and CD8

+
 cells in patients in intervals of two months to 12 years 

after the drug adverse reactions (11). For lymphoproliferative assays, Pichler and Tilch (15)
 

observed that the test could be performed after 10-20 years of the reaction due to betalactams 

or carbamazepin. In our study, the clinical manifestations after drug administration had 

occurred 1 month to 16 years before testing. 

The CD69 molecule was chosen to be investigated because of its advantage comparing 

to other activation surface markers, as it is up-regulated quickly (within 18 h), according to 

some authors (11).  We also decided to investigate CD25, once it is a late activation marker, 

and few papers are found with data related to drug allergy (23). These authors observed that 

from onset to recovery no CD69 was expressed on the cells but CD25 increased both on CD4 

and CD8 cells. They could also demonstrate that these cells did not present CTLA-4; for this 

reason, they concluded that those cells were activated. One of the limitations of our work was 
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related to the fact that we could not differentiate CD25 activated cells than CD25 regulatory 

cells.  

Some considerations about the cell culture should be done. First, we decided the time 

of PBMC incubation with the suspected drug based on some observations done by other 

authors. It was previously described that when PBMC were stimulated in vitro with 

phytohemagglutin, the peak of CD69 was reached in 24h and after that time it starts to 

decrease. It seems that at 72 h there was a decrease corresponding to about 20% less than the 

levels at 24h. On the other hand, the peak of CD25 occurred after 96h (24). In order to detect 

both markers, we decided for the period of 72h- incubation. Also, some authors (25) showed a 

clear increase of these cytokines at the end of the incubation period of 72h. Therefore, in this 

time interval the cell culture supernatants were removed and stored at -80°C until analysis of 

interleukin (IL)-5 and interferon (IFN-γ) by means of ELISA.  Second, we chose the 

stimulation index equal or above 2, as the cut-off value for the activation markers, as 

proposed previously (11). According to these authors, it differentiates drug-allergic patients 

and non allergic individuals adequately. 

In our study, we could verify that high concentrations of rifamycin (50 g/mL) could 

stimulate CD69 expression in individuals without prior sensitization to the referred drug. 

Beeler et al. (11) had observed its increase in cells from nonsensitized individuals incubated 

with clavulanic acid.  

We also could verify that the expression of the markers may occur just for one drug 

concentration; for this reason we truly recommend the use of three concentrations. When no 

reference about a certain drug concentration was found, we decided to choose to test 1, 10 and 

100 g/mL.  

Analyzing drug-allergic patients altogether in comparison with healthy individuals, we 

have found a significant statistical difference for CD4
+
CD69

+
 in all concentrations of drug 

tested. It was interesting that the higher drug concentration, the higher statistical difference.  It 

occurred just the opposite with CD4
+
CD25

+
, that is, the higher the drug concentration, the 

lower statistical difference. We do not know how to explain these data.  

No differences were found in regard to the activation markers on CD8 cells. However, 

we can see, observing the Figure 3, an increase of CD25 expression on CD8 cells in two 

patients (#8 and #12). The patient with probable allergy to rifamycin (#8) who had showed a 
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positive patch test, presented increased expression of T CD25 for the three concentrations of 

the drug. 

Considering the skin test, performed in all patients (except for 2), as the gold standard, 

and CD69 and/or CD25 expression as the dependent variable, we observed 8 true positives 

and 2 false negatives (out of 10 skin test-positive patients), and 5 true negatives and 7 false 

positives (out of skin-negative patients). In this way, we roughly speculated that the diagnosis 

sensitivity was 80% and the diagnosis specificity, 58.3%, for the activation markers testing.  

The problem that remains for detection of the activation markers is the same that it 

occurs for the cytokine measurement in matter of their association with the clinical 

manifestation. In this aspect, association of activation markers could be useful for drug allergy 

diagnosis. Lochmatter et al. (25), for instance suggested the association of IL-5, which was 

considered to be more specific, and IL-2, IL-13 or IFN- which were considered to be more 

sensitive.  

In our work, we have done as described by other authors (26, 27, 28), that is, we 

measured IL-5 and IFN- In respect to IL-5 we did not find any remarking conclusions 

because the statistical analysis was not significant when drug-allergic patients and healthy 

individuals were compared. Lochmatter et al. (25) found presence of IL 5 in 6 of 10 patients 

studied. We found a patient who had presented CD4
+
CD69

+
 expression, a higher level of IL-5 

compared to the controls. This patient had presented angioedema after taking acetylsalicylic 

acid and showed a positive prick test. 

In the present study, our data suggest that detection of CD69 and CD25 activations 

markers on drug-specific lymphocytes is a promising useful tool in drug allergy diagnosis, 

both in immediate or in nonimmediate reactions. The association of both markers on CD4 and 

CD8 would be more informative; moreover, at least three different concentrations of each 

suspicious drug should be tested in this type of assay, as already done by various authors.  
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10 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os testes in vitro apresentados neste trabalho mostraram que a expressão dos 

marcadores de ativação linfocitária CD69 e CD25 foi verificada em 75% das amostras de 

células mononucleares de sangue periférico incubadas com o fármaco suspeito provenientes 

de pacientes com diagnóstico provável de reação alérgica a fármacos. A detecção de ambas as 

moléculas melhorou a sensibilidade dos testes de forma que o uso associado das mesmas pode 

vir a ser empregado como potente ferramenta auxiliar no diagnóstico de reações imediatas e 

não-imediatas para identificação do fármaco suspeito. Contudo, faz-se necessário a realização 

de estudos complementares, principalmente no tocante a um maior número de pacientes e 

controles saudáveis, bem como a necessidade de melhor investigação sobre o perfil de 

citocinas secretadas em cultura.  
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ANEXO B – Parecer do Comité de Ética em Pesquisa. 
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ANEXO C – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de adesão ao estudo. 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO WALTER CANTÍDIO 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

O (A) Sr. (a) está sendo convidado (a) a participar da pesquisa AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

LINFOPROLIFERATIVA E DE SEUS MARCADORES COMO FERRAMENTA DIAGNÓSTICA NAS 

REAÇÕES DE HIPERSENSIBILIDADE CUTÂNEA A FÁRMACOS, que tem como principal objetivo 

estabelecer métodos de diagnóstico das reações alérgicas a medicamentos. Para tanto, necessitamos realizar com 

o sr. (a) apenas um questionário e a coleta de 10 ml de sangue em tubo contendo anti-coagulante (para as 

hemácias não coagularem) para aplicação das técnicas desenvolvidas. O Sr. (a) poderá sentir o desconforto 

quando receber a picada para colher o sangue do seu antebraço. Não há benefício direto para o participante, 

somente no final do estudo poderemos concluir a presença de algum benefício. 

 

Recomendações: O paciente deve estar na fase remissiva da doença e saudável no momento da análise. 

 

Nós, pesquisadores, garantimos que: 

1. Os resultados obtidos durante este estudo serão divulgados em publicações científicas e o grupo de pesquisa 

não divulgará a identidade dos pacientes. 

2. O paciente poderá contactar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da UFC para apresentar recursos 

ou reclamações relativas ao estudo (Ana Paula, tel 3366 8589) ou para a Responsável do Projeto (farmacêutica 

Fabrícia Martins Teixeira, tel 9621 2920). 

3. As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo divulgado a 

identificação de nenhum paciente. 

4. É garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, 

sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento à Instituição. 

5. É garantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos 

abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.  

6. Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, 

incluindo exames laboratoriais. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se 

existir qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

 

Fortaleza,     de                de 20__. 

 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para mim 

sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. Se necessário, concordo 

também em ser fotografado. 

 

Assinatura do paciente_________________________________________ 

        /representante legal 

Assinatura de quem aplicou o termo______________________________ 

       /responsável pelo estudo  

Testemunha _________________________________________________ 
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ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para realização de testes cutâneos. 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO WALTER CANTÍDIO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O (A) Sr. (a) está sendo convidado (a) a participar da pesquisa AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

LINFOPROLIFERATIVA E DE SEUS MARCADORES COMO FERRAMENTA DIAGNÓSTICA NAS 

REAÇÕES DE HIPERSENSIBILIDADE CUTÂNEA A FÁRMACOS, que tem como principal objetivo 

estabelecer métodos de diagnóstico das reações alérgicas a medicamentos. Para tanto, necessitamos realizar com 

o sr. (a) um questionário e um teste de alergia a medicamentos. O Sr. (a) poderá sentir um incômodo em 

decorrência da aplicação da agulha na face anterior do antebraço, ficando o local levemente inflamado. O teste 

alérgico poderá ser realizado duas vezes, caso o primeiro teste seja negativo. O Sr. (a) será acompanhado (a) no 

Ambulatório de Dermatologia do Hospital Universitário Walter Cantídio. As leituras do teste cutâneo (primeiro 

teste) e do teste intra-dérmico (segundo teste) são feitas 15 minutos após a aplicação, e após 2 dias caso apareça 

alguma reação ou ainda a reação permaneça positiva. Caso algum resultado esteja alterado, o profissional médico 

será comunicado e, caso for identificado o medicamento responsável pela reação, o mesmo será substituído.   

Benefícios da realização do teste: O teste positivo indica que o paciente pode vir a ter uma reação alérgica ao 

receber ao medicamento. No caso de alergia a penicilina, o teste negativo indica que o paciente provavelmente 

não desenvolverá reação alérgica ao receber o antibiótico.  

Riscos da realização do teste: O teste alérgico apresenta um pequeno risco de causar reações colaterais, como 

falta de ar, prurido, rubor, tosse, dor torácica, congestão nasal e da conjuntiva. 

Contra-indicação do teste: Caso a pessoa tenha tido comprovadamente uma reação grave anterior a 

medicamento, o teste não deve ser realizado.  

Recomendações: O paciente deve interromper uso de anti-histamínicos 5 dias antes do teste.  

Nós, pesquisadores, garantimos que: 

1. Os resultados obtidos durante este estudo serão divulgados em publicações científicas e o grupo de pesquisa 

não divulgará a identidade dos pacientes. 

2. O paciente poderá contactar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da UFC para apresentar recursos ou 

reclamações relativas ao estudo (Ana Paula, tel 3366 8589) ou para a Responsável do Projeto (farmacêutica 

Fabrícia Martins Teixeira, tel 9621 2920). 

3. As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo divulgado a 

identificação de nenhum paciente. 

4. É garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, 

sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento à Instituição. 

5. É garantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos 

abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.  

6. Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 

exames laboratoriais. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir qualquer 

despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

 

Fortaleza,     de                de 20__. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para mim 

sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 

Assinatura do paciente___________________________________ 

        /representante legal 

Assinatura de quem aplicou o termo_________________________ 

       /responsável pelo estudo  

Testemunha ___________________________________________ 
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ANEXO E – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para realização de testes 

epicutâneos. 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO WALTER CANTÍDIO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O (A) Sr. (a) está sendo convidado (a) a participar da pesquisa AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 

LINFOPROLIFERATIVA E DE SEUS MARCADORES COMO FERRAMENTA DIAGNÓSTICA NAS 

REAÇÕES DE HIPERSENSIBILIDADE CUTÂNEA A FÁRMACOS, que tem como principal objetivo 

estabelecer métodos de diagnóstico das reações alérgicas a medicamentos. Para tanto, necessitamos realizar com 

o sr. (a) um questionário e um teste de alergia a medicamentos. O Sr. (a) poderá sentir um incômodo em 

decorrência da aplicação da câmara no dorso, ficando o local levemente irritado. O Sr. (a) será acompanhado (a) 

no Ambulatório de Dermatologia do Hospital Universitário Walter Cantídio. As leituras do teste epicutâneo 

serão feitas 20 minutos após a aplicação, e também após 2, 4 e 7 dias da aplicação. Caso algum resultado esteja 

alterado, o profissional médico será comunicado e, caso for identificado o medicamento responsável pela reação, 

o mesmo será substituído.  

Benefícios da realização do teste: O teste positivo indica que o paciente pode vir a ter uma reação alérgica ao 

receber o medicamento. O teste negativo não exclui a possibilidade de o paciente ser alérgico ao medicamento.  

Riscos da realização do teste: O teste alérgico pode causar um efeito secundário após a aplicação do mesmo, 

como a urticária, o que constitui indicação para suspender o teste.  

Contra-indicação do teste: O teste não deve ser realizado caso as reações cutâneas não tenham cessado.  

Recomendações: O paciente deve ser orientado a não realizar movimentos bruscos, e de não molhar o local 

durante o período do teste. O paciente deve ter interrompido o uso de corticóides ou imunossupressores, há pelo 

menos 3 semanas atrás. 

Nós, pesquisadores, garantimos que: 

1. Os resultados obtidos durante este estudo serão divulgados em publicações científicas e o grupo de pesquisa 

não divulgará a identidade dos pacientes. 

2. O paciente poderá contactar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da UFC para apresentar recursos ou 

reclamações relativas ao estudo (Ana Paula, tel 3366 8589) ou para a Responsável do Projeto (farmacêutica 

Fabrícia Martins Teixeira, tel 9621 2920). 

3. As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes, não sendo divulgado a 

identificação de nenhum paciente. 

4. É garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, 

sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento à Instituição. 

5. É garantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos 

abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.  

6. Despesas e compensações: não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo 

exames laboratoriais. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir qualquer 

despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

 

Fortaleza,     de                de 20__. 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que foram lidas para mim 

sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem 

realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu 

consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 

 

Assinatura do paciente__________________________________________________ 

        /representante legal 

Assinatura de quem aplicou o termo________________________________________ 

       /responsável pelo estudo  

Testemunha _______________________________________________________ 
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ANEXO F – Questionário de investigação de hipersensibilidade a fármacos. 
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