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RESUMO

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) sdo responsaveis por 20 a 25% das reacdes
adversas a medicamentos. Em individuos susceptiveis, podem ocorrer doenca respiratoria
exacerbada por AINES, doenca cutdnea exacerbada por AINES, angioedema/urticaria
induzidos por AINES, angioedema/urticaria ou anafilaxia induzido por Gnico AINE. Os
mecanismos dessas reagdes ndo sdo totalmente conhecidos, mas ha forte evidéncias de que um
deles seja a inibicdo da cicloxigenase-1, o que pode levar a uma producdo exacerbada de
leucotrienos. E possivel que polimorfismos de nucleotideo Ginico (SNPs) em genes associados
a resposta inflamatéria promovam uma maior suscetibilidade a hipersensibilidade a AINES. O
conhecimento da influéncia de fatores genéticos na modificacdo da resposta do individuo aos
farmacos e a personalizacdo da terapia tem se tornado um desafio promissor no campo da
farmacogenética. O objetivo do presente estudo foi avaliar polimorfismos genéticos em
moléculas envolvida em hipersensibilidade ndo alérgica a AINES. Polimorfismo nos genes 1L4
(-589 CI/T, rs 2243250), IL10 (-1082 G/A, rs1800896), DIAMINO OXIDASE (+8956 C/G, rs
1049793) e CTLA4 (+49 A/G, rs 231775) foram investigados. Utilizando a técnica de reacéao
em cadeia da polimerase- polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP), amostras de DNA extraidas de sangue periférico de pacientes e controles foram
analisadas. O estudo foi aprovado em 10 de margo de 2014 pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Walter Cantidio, nimero 550.608. Quanto ao polimorfismo de IL 10
-1082 G/A a maior frequéncia de carreadores do genotipo AG (57, 4%) (p=0,018) e carreadores
do alelo G foi encontrada entre os pacientes (70,4%) (p=0,010) em relacédo aos controles (38,9%
e 48,4%, respectivamente). Verificou-se que o alelo G estava significativamente associado a
hipersensibilidade a AINES (p=0,025). Para o polimorfismo de CTLA-4 +49 A/G, as
frequéncias de carreadores do gendtipo AG (30,9%) (p=0,012) e do alelo A (52,7%) (p=0,033)
foram significantemente menores no grupo de pacientes quando comparado ao grupo controle
(52,1% versus 71,3%). Uma associacgdo significativa também foi encontrada entre os genotipos
IL-10 -1082AG e IL-4 -589CC em pacientes com hipersensibilidade a AINES (p=0,031),
indicando que individuos que carreavam simultaneamente esses dois genotipos apresentavam
cerca de 3,5 vezes a probabilidade de desenvolverem hipersensibilidade ndo alérgica a AINES.
Esses achados sugerem que individuos com niveis de producéo intermediarios de IL-10, menor
expressdo de CTLA-4 e baixos niveis de IL-4 sdo mais propensos a apresentar
hipersensibilidade ndo alérgica a AINES. Esse é o primeiro estudo brasileiro a realizar a
associacdo entre polimorfismos em genes de citocinas, no genes CTLA 4 e DAO em uma
populacdo clinicamente bem caracterizada de pacientes com hipersensibilidade cruzada a
AINES. A perspectiva de que, em um futuro proximo, essas reacdes sejam evitadas na
populacdo foi o principal motivo que impulsionou a realizacdo desse trabalho. Para que isso
seja realidade, faz-se necessario um aprofundamento no estudo da influéncia dos fatores
genéticos e ambientais na modificacdo da resposta do individuo a esses farmacos.

Palavras-chave: Hipersensibilidade a farmacos. Anti-inflamatorios ndo esteroidais.
Polimorfismo de nucleotideo Unico.



ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are responsible for 20 to 25% of the adverse
drug reactions. In susceptible individuals, it can occur NSAIDs- exacerbated respiratory
disease, NSAIDs- exacerbated cutaneous disease, NSAIDs- induced angioedema/urticaria and
angioedema/ hives or anaphylaxis induced to a single NSAID. The mechanisms of these
reactions are not totally known, but there is high evidence that one of them is related to the
inhibition of cyclooxygenase-1, what can lead to an overproduction of leukotrienes. It is
possible that single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes associated with the
inflammatory response promote a greater susceptibility to NSAIDs hypersensitivity. The
influence of genetic factors in modifying the individual's response to drugs, including NSAIDs,
has become a promising challenge in the field of pharmacogenetics. The objective of the present
study was to evaluate genetic polymorphisms of molecules involved in cross-sensitivity to
NSAIDs. Interleukin-4 (-589 C/T, rs2243250), interleukin-10 (-1082 G/A, rs1800896), diamino
oxidase (+8956C/G, rs 1049793), CTLA-4 (+49A/G rs231775) polymorphisms were
investigated. Using the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) technique, DNA samples extracted from peripheral blood of patients and controls
were analyzed. On 14 March 2014, the study was approved by the Research Ethics Comitee at
Hospital Universitario Walter Cantidio, number 550.608. Regarding the IL10 -1082
polymorphism, higher frequencies of the AG genotype (57.4%) (p =0.018) and G allele carriers
were found among the patients (70.4%) (p = 0.010) than among controls (38.9% and 48.4%,
respectively). The G allele was found to be significantly associated with NSAIDS
hypersensitivity (p = 0.025). For CTLA4 +49 A/G SNP, AG genotype (30.9%) (p = 0.012) and
A carrier (52.7%) (p = 0.033) frequencies were found to be significantly lower in the patient
group when compared with the control group (52.1% versus 71.3%). A significant association
was also found between IL10-1082AG and 1L4-589CC in NSAIDS hypersensitivity patients (p
=0.031), which indicated that individuals bearing those genotypes concurrently presented about
3.5 times probability of having NSAID crossreactive hypersensitivity. These findings suggest
that individuals who have intermediate IL-10 levels, lower CTLA-4 expression, and low IL-4
levels are more prone to present with cross reactive hypersensitivity. This is the first Brazilian
study to carry out the association between polymorphisms in cytokine, CTLA-4 and DAO genes
in a clinically well-characterized population of patients with NSAID cross-hypersensitivity. The
prospect that, in the near future, these reactions are avoided in the population was the main
motive that drove the realization of this work. For this to be a reality, it is necessary to deepen
the study of the influence of genetic and environmental factors on the modification of the
individual's response to these drugs.

Keywords: Drug hypersensitivity. Nonsteroidal anti-inflammatory Drugs. Single nucleotide
polymorphism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Reag0es de hipersensibilidade a medicamentos

As reacOes de hipersensibilidade a medicamentos (RHM) pertencem ao Grupo B
das reacGes adversas a medicamentos e se caracterizam por serem imprevisiveis, dose-
independentes, nocivas e ndo intencionais, ocorrendo quando um farmaco é administrado em
doses usuais em seres humanos (DEMOLY et al., 2014).

Estima-se que as RHM afetem cerca de 7% da populagdo mundial, respondam por
cerca de 3 a 6% das admissdes hospitalares, e acometam 10 a 15% dos pacientes hospitalizados,
prologando o tempo de internacdo. S&o consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) um sério problema de satde publica. As manifestagdes cutaneas de hipersensibilidade
mais frequentes sdo as erupcdes urticarianas e maculopapulosas (THONG; TAN, 2011;
DEMOLY et al., 2014).

A classificacdo das RHM constitui um desafio, pois 0 mecanismo subjacente nem
sempre é compreendido. Clinicamente, as RHM podem ser classificadas em imediatas e ndo
imediatas, diferindo quanto ao intervalo de tempo entre a administracdo do farmaco e o
aparecimento das reacdes (BIRCHER; HOLFMEIER, 2012).

As reacOes imediatas sdo induzidas por mecanismos dependentes e independentes
de imunoglobulina E (IgE) e mastdcitos, e surgem até aproximadamente seis horas apds a ultima
administracao do farmaco (BIRCHER; HOLFMEIER, 2012). As manifestacdes clinicas mais
comuns sdo prurido e urticaria, com ou sem angioedema e anafilaxia. A anafilaxia é uma reacao
alérgica grave que envolve varios 6rgaos. Os sintomas iniciais tipicos sdo prurido palmar ou
plantar, urticaria e angioedema. O paciente pode apresentar nauseas, dor abdominal, vémito e
diarreia (SCHNYDER, 2010).

As reac0es tardias surgem aproximadamente 12 horas apds a Gltima administracéo
do farmaco, sendo as principais manifestacGes clinicas erupcdes maculopapulosas e exantemas
urticarianos. Essas erupcdes cutaneas podem aparecer alguns dias ap6s a administracdo do
farmaco e geralmente estdo associadas a mecanismos de reacdo alérgica dependentes de células
T, mas também de imunoglobulinas G, M e/ou A (DEMOLY et al., 2014).
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1.2 Mecanismos imunopatogénicos

Farmacos, em sua maioria, sd0 pequenos compostos de baixo peso molecular
(<1.000 Daltons) que ndo sdo imunogénicos, ou seja, ndo séo capazes de estimular o sistema
imune. Para que isso aconteca faz-se necessaria sua conjugacdo a moléculas carreadoras
(proteinas autdlogas). Como exemplo, estdo os antibidticos beta-lactamicos. Outros farmacos,
conhecidos como pré-haptenos, necessitam de prévia metabolizacdo antes da conjugacéo.
(PICHLER; 2002a). Existem ainda aqueles que sdo quimicamente inertes. No entanto, devido
a sua estrutura, possuem maior afinidade por moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (CPH) ou a receptores de linfocitos T (TCR) e ligam-se induzindo a
ativacdo (PICHLER et al., 2002b). As RHM sé&o classificadas em quatro tipos segundo Gell e
Coombs (Tabela 1).

TABELA 1. Classificacdo de Gell e Coombs para hipersensibilidade a farmacos

. Tipo de . . . - e
Tipo resposta imune Fisiopatologia Sintomas clinicos Cronologia tipica
Choque
Degranulacao anafilatico

1 a 6 horas apos a ultima

I IgE de mastdcitos e Urticaria - « ,
e . administracdo do farmaco
basofilos Angiodema
Broncoespasmo

Citotoxicidade

IgG e dependente de
complemento IgG e

complemento

5-15 dias ap0s o inicio do

Citopenia .
P uso do farmaco

7-8 dias para doenca do

IgGoulgMe  Deposicao de Doenca do soro soro/urticaria

Il complemento complexos Urticaria . .
g . 7-21 dias apos inicio do uso
ou FcR Imunes Vasculite , .
do farmaco para vasculites
I\Va  Thi (IFN-y) Inflach,:ao Eczema 1-21 dias apos inicio do uso
monocitica do farmaco
Th2 (IL-4 e Inflamacao Exantema 1 a vérios dias,

IVb maculopapuloso

IL-5) eosinofilica DRESS 2 a 6 semanas
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Tipo de
Tipo resposta Fisiopatologia Sintomas clinicos Cronologia tipica
imune
. 1 a 2 dias ap0s inicio do uso
(.:EIU,Ia§ T Morte de Exantema do farmaco para erupgéo
citotoxicas o maculopapuloso, fi
IVc (perforinas queratinocitos SSJ, NET . xa -
ranzimas1 mediada por exa,ntema1 4-28 dias apos o inicio do
g ' CD4 ou CD8 uso do farmaco para SSJ e
FasL) pustuloso
NET
IvVd Células T Inflamacao Pustulose Tipicamente 1-2 dias ap6s o
(IL8, CXCLS8) neutrofilica exantematica inicio do farmaco, mas pode
aguda ser mais tempo

generalizada

Siglas: SSJ: Sindrome de Stevens-Johnson, NET: Necrdlise epidérmica téxica
Adaptado de: DEMOLY et al. (2014)

As reacdes do tipo | ou imediatas geralmente decorrem da ligacdo de anticorpos do
isotipo IgE a receptores de alta afinidade em mastocitos e baséfilos. Em individuos previamente
sensibilizados, os antigenos ligam-se a duas moléculas de IgE, induzindo a liberacdo de
mediadores pré-formados (histamina, triptase, fator de necrose tumoral alfa ou TNF-a) e a
producdo de mediadores neoformados (leucotrienos, prostaglandinas, cininas, citocinas), os
quais sdo responsaveis pelas manifestacdes clinicas (DEMOLY et al., 2014).

Geralmente, o paciente desenvolve urticaria e angioedema logo na primeira hora
apos a exposicdo ao farmaco. Os sintomas podem evoluir com prurido nas regides palmar,
plantar, genital, eritema na regido toracica e em aproximadamente 20 minutos cursarem com
urticaria generalizada. Edema laringeo, broncoespasmo, e angioedema periorbitario e perioral
também estdo presentes em reacGes mais graves (PICHLER et al., 2010).

Reacdes imediatas ndo alérgicas decorrem da ativacdo inespecifica e posterior
desgranulacdo de mastocitos e basofilos. Outras causas sdo acumulo de bradicinina, ativacao
do complemento e alteracdo da via do &cido araquiddnico (AA). As manifestacdes clinicas sao
similares, mas como sdo independentes de IgE, ndo possuem 0s mecanismos imunoldgicos de
memoria, e ocorrem em individuos ndo sensibilizados (ROMANO et al., 2011; DEMOLY et
al., 2014).

As RHM tardias sdo mediadas por linfécitos T e comumente surgem apds varias
horas ou até dias de tratamento. Essas reagdes afetam principalmente a pele e se manisfestam
como exantema maculopapuloso, erupgdo fixa a farmacos, sindrome de Stevens-Johnson (SSJ),

necrolise epidérmica téxica (NET), pustulose exantematica aguda generalizada (PEGA),
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sindrome de hipersensibilidade sistémica a farmacos (SHF/DRESS). E possivel que haja
alteracdes sistémicas incluindo anemia, neutropenia e trombocitopenia e ainda acometimento

dos érgdos internos, resultando em hepatite e faléncia renal (DEMOLY et al., 2014).

1.3 Diagnostico das reacGes de hipersensibilidade

O diagndstico das reacdes imediatas e tardias é feito através da historia clinica do
paciente, dos testes cutaneos, e quando disponiveis, através de testes laboratoriais in vitro e
testes de provocacdo. Na investigacdo das reacdes imediatas, € comum a determinacédo da IgE
total por ensaio imunoenzimatico (ELISA) e da IgE especifica através do
teste radioalergosorvente (radioallergosorbent test- RAST) (DAHER et al., 2009).

1.3.1 Diagnostico clinico

Uma historia clinica detalhada é absolutamente necessaria. A mesma deve conter
informacGes sobre o farmaco suspeito, dose, intervalo de tempo entre a administracdo do
farmaco e a reacdo, via de administracdo, tipo de manifestacfes e comorbidades (ABERER;
KRANKE, 2009). Recomenda-se a elaboracdo de um diagrama da linha do tempo em casos em
que varios farmacos tenham sido administrados (BROCKOW et al., 2015). Uma busca na
literatura sobre os farmacos potencialmente responsaveis pela reacao pode ser de grande valia.
Documentagbes fotograficas também podem ser Uteis, principalmente nos casos em que 0

paciente seja avaliado apos a fase sintomética (MIRAKIAN et al., 2009)..

1.3.2 Testes cutaneos

Os testes cutaneos tém sido considerados poderosas ferramentas no diagnostico das
reacOes de hipersensibilidade a medicamentos, principalmente porque ddo indicios do
mecanismo imunolégico envolvidos.

Guias especificos de padronizacdo desses testes foram publicados pelas seguintes
redes de pesquisa internacionais: Rede Européia de alergia a farmacos (European Network
Drug on Drug Alllergy-ENDA), Academia Européia de Alergia e Imunologia Clinica
(European Academy of Allergology and Clinical Immunology-EAACI) (BROCKOW et al.,
2013) e Rede européia de exceléncia global de alergia e asma (The Global Allergy and Asthma
European Network -GA2LEN) (HEINZERLING et al., 2013).
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Vérios trabalhos trazem concentracfes nao irritativas dos fa&rmacos e os veiculos
apropriados para a aplicacdo dos mesmos. Geralmente, as irritagdes sdo causadas pela natureza
das substancias ou misturas aplicadas na pele e também por concentracées elevadas do alérgeno
(LACHAPELLE; MAIBACH, 2003; BARBAUD, 2009; BROCKOW et al., 2002;
BROCKOW et al., 2013).

1.3.2.1 Testes de puntura e intradérmico de leitura imediata

Quando os sinais e sintomas do paciente sugerem reagdes mediadas por IgE,
ocorrendo na primeira hora apds a administracdo do (s) farmaco (s), recomenda-se a realizacdo
do teste de puntura e, quando este apresenta resultado negativo, recomenda-se o teste
intradérmico de leitura imediata. A lista completa de indicagdes para os testes de puntura e teste

intradérmico podem ser visualizados no quadro 1.

QUADRO 1. Indicacdes para os testes de puntura e intradérmico

Manifestacdes clinicas

Erupcao eritematosa/ flushing (rubor)
Urticaria

Angioedema

Anafilaxia

Conjuntivite

Rinite

Broncoespasmo/ asma

Fonte: KRANKE, ABERER (2009).

1.3.2.2 Testes epicutaneos

O teste de contato, epicutaneo ou patch test é utilizado atualmente no diagnostico
das reacdes de hipersensibilidade tardia a farmacos. As principais indicacdes vao desde reacoes
moderadas (eczemas generalizados, exantemas maculopulosos ou dermatite de contato) até
reacOes graves (SSJ/NET) (BARBAUD, 2009).

O teste epicutaneo é realizado através da aplicacdo do alérgeno sobre o dorso do

paciente por 2 dias utilizando Finn Chambers® ou um adesivo hipoalergénico. O principal
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objetivo é reproduzir uma reagdo eczematosa através da aplicacdo do farmaco sob oclusdo na
pele intacta de pacientes supostamente alérgicos. Assim, consiste na visualizagdo in vivo de
uma reacdo tardia do tipo IV de Gell e Combs. A interpretacdo geralmente é realizada de acordo
com o International Contact Dermatitis Research Group (LACHAPELLE; MAIBACH, 2003).

Recomenda-se uma leitura aos 20 minutos, apds 48h e ap6s 96h. Leituras
posteriores podem ser necessarias. Alguns autores recomendam uma leitura adicional 7 dias
ap6s a aplicacdo do teste (BARBAUD, 2009). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
demonstrou a necessidade de leitura de 7 dias para a realizagdo da leitura do teste epicutaneo
para rifamicina (TEIXEIRA et al., 2013).

O valor preditivo negativo dos testes cutaneos geralmente é baixo porque sdo 0s
metabolitos do farmaco (e ndo o proprio farmaco) os responsaveis pela reacdo (BROCKOW et
al., 2002). Portanto, um teste negativo ndo exclui alergia enquanto um resultado positivo
significa que o paciente esta sensibilizado.

Em muitos casos, a poténcia, a estabilidade dos reagentes e as concentragdes dos
farmacos nédo tém sido suficientemente validados (KRANKE; ABERER, 2009).

1.3.3 Teste de provocagao

O teste de provocacdo consiste na administracdo controlada de um farmaco para
diagnosticar reacdes de hipersensibilidade a farmacos alérgicas e ndo alérgicas. Assim, pode
reproduzir fenbmenos mediados ou ndo imunologicamente. A principal vantagem é que esse
teste leva em conta o metabolismo do individuo e suas caracteristicas genéticas individuais
(ABERER, KRANKE, 2009). E considerado o teste padrdo-ouro para confirmar imputabilidade
de um farmaco em relacdo as reacdes de hipersensibilidade, mas deve ser reservado para
situacOes especificas. Por exemplo, quando um farmaco importante para o tratamento do
paciente é suspeito de ter provocado uma intolerancia e/ou quando outros métodos de
diagndstico ndo foram conclusivos (CHIRIAC; DEMOLY, 2013; DEMOLY et al., 2014).

O teste de provocacdo esta indicado em duas principais situacdes: (1) para excluir
hipersensibilidade a um farmaco suspeito em casos em que a histéria ndo é convincente e em
pacientes com sintomas inespecificos, como por exemplo, sintoma vagal ap6s anestesia local,
(2) para estabelecer o diagndstico em historias clinicas sugestivas em que os demais testes
disponiveis foram negativos, inconclusivos ou estavam indisponiveis (BOUSQUET et al., 2008;
ABERER; KRANKE, 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bousquet%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18991698
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Esse teste deve ser realizado em pacientes em condicGes estaveis de salde e em
local com o suporte médico de emergéncia necessario para antecipar qualquer reacdao adversa
(ABERER; KRANKE, 2009).

O teste de provocacdo ndo é indicado na gravidez ou em pacientes que apresentam
co-morbidades relacionadas a infec¢des agudas, asma descontrolada, doencas cardiacas, renais,
hepaticas ou quaisquer doencas que tragam instabilidade para a condicdo clinica do paciente
durante a realizagdo do teste. Também n&o esté indicado em casos de reagdes graves (SSJ, NET,
DRESS). Alguns autores consideram que sua aplicacdo deve ser minuciosamente analisada,
quanto ao risco-beneficio para o paciente (ABERER et al., 2003; MIRAKIAN et al., 2009;
CHIRIAC; DEMOLY, 2013). Um consendo definifido por especialistas concluiu que os testes
cuténeos sdo os testes mais seguros para determinar sensibilizacdo a farmacos, e que os testes

de provocacdo podem ser potencialmente perigosos (BROCKOW et al., 2013).

1.4 Farmacos implicados nas reacdes de hipersensibilidade

Os farmacos mais implicados nas reacdes de hipersensibilidade sdo os antibioticos
betalactamicos, os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e em menor proporgéo,
quinolonas, meios de contrastes e relaxantes musculares (CANTO et al., 2009). A prevaléncia
na populacédo geral esta estimada em 0,6 a 5,7%, sendo 0s mesmos responsaveis por 21 a 25%

de todos os casos de reacoes adversas a medicamentos (KOWALSKI et al., 2013).

1.5 Anti-inflamatdrios ndo esteroidais

Os AINES séo farmacos largamente utilizados para o alivio da dor e tratamento da
inflamacdo (SANCHEZ-BORGES et al, 2004; CANTO et al., 2009). O desenvolvimento e a
producdo desses farmacos tiveram inicio em 1897, quando o acido acetilsalicilico (AAS) foi
sintetizado pelo quimico Felix Hoffman da Companhia Bayer, EUA, a partir do &cido salicilico
e 4cido aceético. Dois anos depois, a molécula foi comercializada pela mesma empresa com o
nome de Aspirina® (GROSSER et al., 2012). Os AINES sdo atualmente classificados em

diferentes grupos quimicos (Quadro 2).
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QUADRO 2. Classificacdo dos AINES em grupos quimicos

Grupo

Derivados do acido salicilico

Derivado do para-aminofenol

Acidos indolacéticos

Acidos heteroaril-acético

Acidos propibnicos

Fenamatos

Acidos enélicos

Coxibes de primeira geragao

Coxibes de segunda geracao

Classificacao quimica dos AINES

Farmacos

Acido acetilsalicilico, Salsalate, Sulfassalazina,

Diflunisal, Trisalicilato de magnésio colina

Paracetamol

Indometacina, Etodolaco, Sulindaco

Diclofenaco, Cetorolaco, Tolmetin

Ibuprofeno, Naproxeno, Naproxeno sodico
Benoxaprofeno, Fenoprofeno, Cetoprofeno

Acido mefenamico, acido meclofenamico

Oxicams (piroxicam, Meloxicam,
Tenoxicam), pirazolonas (dipirona,
Fenilbutazona, Oxifenilbutazona)

Rofecoxibe, Celecoxibe

Etoricoxibe, Valdecoxibe
Lumiracoxibe, Parecoxibe

Adaptado de: VARALDA; MOTA (2009) e SANCHEZ-BORGES (2010)

Em 1971, foi demonstrado que o mecanismo do AAS e de outros AINES esta

- s

responsaveis pela formacdo de prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos a partir do acido
araquidénico (AA) (BRUNE; HINZ, 2004). Assim, os AINES também séo classificados quanto

a seletividade em relacéo a inibigdo das isoenzimas das ciclooxigenases (Quadro 3):
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QUADRO 3. Classificacdo dos AINES quanto a seletividade na inibigdo das ciclooxigenases

Classificacdo dos AINES

Seletividade Farmacos
Inibidores fracos da COX-1 Paracetamol, salsalate, meloxicam,
nimesulida
Acido acetisalicilico, dipirona,

fenilbutazona, oxifenilbutazona, piroxicam,
diflunisal,  diclofenaco,  indometacina,

Fortes inibidores da COX-1 etodolaco, sulindaco, tolmetin,  &cido
mefenamico, meclofenamato, ibuprofeno,
naproxeno, naproxenosodico, cetoprofeno,
fenoprofeno, ketorolac

Inibidores seletivos da COX-2 Rofecoxibe, celecoxibe, etoricoxibe,
valdecoxibe, lumiracoxibe, parecoxibe

FONTE: Adaptado de Canto et al. (2009)

No Brasil e em outros paises, farmacos como o acido acetilsalicilico, paracetamol
e ibuprofeno estdo presentes em medicamentos over the counter, ou seja, aqueles vendidos sem
prescricdo médica. Segundo alguns autores, o facil acesso a esses medicamentos e 0 seu uso
irracional explicam o largo espectro de reacbes adversas associados aos uso desses
medicamentos (ASERO, 2007; SANCHEZ-BORGES, 2010; CORNEJO-GARCIAet al., 2012).

As reacdes adversas aos AINES afetam 0,5% a 1,9% da populacdo geral e
correspondem a 20-25% de todas as Reacdes Adversas a Medicamentos (RAM) (KOWASKI et
al., 2011). As reacdes adversas a medicamentos sdo definidas pela Organizacdo Mundial de
Saude como respostas medicamentosas prejudiciais, ndo intencionais, as quais ocorrem apos a
administracdo de farmacos em doses normalmente utilizadas na populacdo para profilaxia,
diagndstico e tratamento de uma doenca ou para modificacdo de um sistema fisiologico (KHAN,
SOLENSKY, 2010).

As RAM sdo classificadas em reac6es do tipo A e do tipo B. As reacbes do tipo A
representam 80% das reacdes adversas, sdo previsiveis, dependentes da dose e podem ocorrer
em qualquer individuo. As reacGes do tipo B sdo imprevisiveis, ndo dependem da dose e estéo
relacionadas & resposta imunoldgica e & susceptibilidade genética do individuo (SANCHEZ,
BORGES; 2010).
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As principais reagOes adversas relacionadas ao uso dos AINES séo aquelas do tipo
A. Entre os efeitos colaterais relacionados estdo a intolerancia gastrintestinal devido a redugéo
da presenca da prostaglandina E2, protetora da mucosa gastrica. O uso de AINES também pode
desencadear insuficiéncia renal crbnica induzida por farmacos devido a vasoconstricdo da
arteriola aferente e diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (ENSINA et al., 2008;
SANCHEZ-BORGES, 2010; CAIMMI et al., 2012; KOWASKI; MAKOWSKA, 2015).

Dentre as reacdes do tipo B estéo as reacoes de hipersensibilidade. Em sua maioria,
essas reacdes possuem mecanismos nao imunoldgicos e estdo relacionadas com a inibi¢do da
COX-1, induzindo uma exarcebacdo da vias dos leucotrienos. No caso de alergia a um Gnico
AINE, o mecanismo envolvido é imunoldgico (mediado por IgE ou linfocitos T) (KOWASLKI
etal., 2013).

A classificacao atual das reagdes de hipersensibilidade a AINES foi originalmente
proposta por Stevenson et al. (2001) e modificada pelo European Network for Drug Allergy
(ENDA) e pela European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) (Kowalski et
al., 2013).

As reacdes de hipersensibilidade a AINES sdo classificadas em: Doenca
respiratoria exacerbada por AINES; Doenca cutanea exacerbada por AINES;
Urticaria/Angiodema induzidos por AINES; Urticaria/angioedema ou anafilaxia induzidos por

unico AINE e Reacdes de hipersensibilidade tardia induzida por AINES.

TABELA 2. Classificacdo das reactes de hipersensibilidade induzidas por anti-inflamatérios
ndo esteroidais (AINES) (EAACI, ENDA, 2013)

. ~ Manifestacéo Doenca de x Mecanismo
Tipo de reagdo . Tempo Reacdo . .
clinica base implicado
Doenca respiratoria Obstrucéo
exacerbacapor - bronguica, Asmal iibigio da
P ~ rinossinusite COX-1
congestao
nasal/rinorréia <
Doenca cutanea . . . Reagao -
Urticaria e/ou  Imediato Urticaria cruzada Inibicdo da
exacerbada por angioedema cronica COX-1
AINES g
Urticaria/ Urticéria e/ou .

. : Sem doencas Provavel
angioedema angioedema A S
induzido por crénicas de inibigdo da

base COX-1

AINES



https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwiShNOHhcTQAhXCqFQKHa-3DmsQFggbMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.eaaci.org%2F&usg=AFQjCNER7Kj8JdnJMsbTFFUben4tiVBWyg&sig2=G7MFEDLXFHApHkC23pHC8g&bvm=bv.139782543,d.cGw
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Tipo de reaco Manifejstagéo Tempo Doenca de Reac#o I\_/Ieca_nismo
clinica base implicado
Angiodema/ Urticaria/ Semdoencas  Sem
urticaria ou Angioedema Imediato  cronicasde  reacio Mediada por
anafilaxia induzido  ou anafilaxia base cruzada IgE
por um Unico AINE
Varios
sintomas e
. - orgaos N&o ha
; :g?;ﬁ?}gﬂg;é':;%? envolyidc_;s Tardia glogngas rgggrgo Me/diada por
um AINE (erupgéo fixa cronicas de cruzada células T
por farmacos, base
SSJ, NET,
nefrite)

Fonte: Adaptado de KOWALSKI et al. (2013) e ORTEGA et al. (2014)

As reacdes de hipersensibilidade a AINES manifestam-se em uma variedade de
sintomas: respiratérios (asma bronquica, rinossinusite, dispneia, congestdo nasal); lesdes
cutaneas (urticaria, angioedema, rashes); quadros mistos de sintomas respiratérios e/ou
cutaneos e sintomas sistémicos semelhantes a anafilaxia (SANCHEZ-BORGES et al., 2004;
SANCHEZ-BORGES et al., 2009). Os AINES podem causar episodios agudos de urticaria e/ou
angioedema ou agravar uma urticaria ou asma cronica pré-existente (GRATTAN, 2003).

Reacdes desencadeadas por um unico AINE ou a um conjunto de farmacos do
mesmo grupo decorrem de mecanismos mediados por IgE, e os pacientes sdo classificados
como respondedores seletivos. Aqueles que experimentam reacGes ndo especificas sdo
classificados hipersensibilidade ndo alérgica a AINES ou reatividade cruzada, pois as respostas
sdo desencadeadadas por AINES de diferentes grupos quimicos (CORNEJO-GARCIA et al.,
2012; KOWALSKI et al., 2013).

A doenca respiratoria exacerbada por AINES (NSAIDs exacerbated respiratory
disease - NERD), anteriormente conhecida como Aspirin exacerbated respiratory disease-
AERD geralmente ocorre apds a administracdo de AINES de diferentes grupos quimicos e por
isso, acredita-se que o mecanismo envolvido seja a exacerbacdo da producdo de leucotrienos
(KOWASLKI et al., 2013). Manifesta-se por rinossinusite crénica, polipos nasais e/ou asma
persistente como doenca de base. Os pacientes apresentam um rubor (flushing) na face toracica
superior, rinite, conjuntivite, obstrugéo nasal e/ou, exacerbac&o da asma (SANCHEZ-BORGES,
2010).

Cerca de 20 a 30% de pacientes com urticaria crénica (persistente por mais de 6



31

meses) apresentam agravamento do quadro de urticaria apds administracdo de Aspirina®. Essa
exacerbacdo é denominada doenca cutanea exacerbada por AINES (NSAIDs exacerbated
cutaneous disease — NECD) e também ocorre apds a administracdo de AINES de diferentes
classes quimicas (GRATTAN, 2002; SZCZEKLIK et al., 2007).

As reacdes de urticaria e/ou angioedema induzidos por AINES ocorrem apés a
administragio de diferentes AINES em individuos sem doengas respiratérias de base (DONA
et al., 2010; HIZAWA, 2012). LesOes urticarianas sdo decorrentes da vasodilatacdo e
consequente edema na derme superficial e erupcoes eritematopapulosas, cutaneas de formas e
tamanhos variados. O angioedema é resultado do comprometimento vascular na derme
profunda e do tecido subcuténeo do paciente (MEDEIROS, 2005). Embora 0s mecanismos para
0 aparecimento da vasodilatacdo ndo estejam totalmente esclarecidos, o desvio para a via das
lipoxigenases e uma maior producdo de leucotrienos € o principal mecanismo proposto nesses
casos (KOWALSKI et al., 2011).

Quanto ao quadro de urticaria/angioedema ou anafilaxia induzidos por tnico AINE,
0s principais farmacos implicados sdo as Pirazolonas. Através dos testes cutaneos é possivel
constatar a sensibilizacio dos pacientes a esses farmacos (DONA et al., 2010; CORNEJO-
GARCIiAet al., 2012).

As reacOes de hipersensibilidade tardias a AINES sdo mediadas por linfocitos T e
se manifestam em alguns dias ou semanas ap0s a administracdo do farmaco. As principais
reacOes observadas sdo erupcdo cutanea por farmacos e reacfes maculopapulosas, embora
manifestacdes Orgao-especificas raras (meningite asséptica, pneumonia ou nefrite) também
tenham sido reportadas (PHAM et al., 2016).

1.5.1 Mecanismos patogénicos das reacOes de hipersensibilidade a AINES

Vaérios estudos tém buscado desvendar 0s mecanismos patogénicos responsaveis
pelas reacbes de hipersensibilidade a AINES (KAWAGISHI et al., 2002; TORRES-GALVAN
et al., 2009; KIM et al., 2010). Esta bem estabelecido que, em individuos susceptiveis, a
exposicdo a AINES forte inibidores da COX-1, resulta em producédo exagerada de leucotrienos
e/ou deficiéncia de prostaglandina E2 (KIM et al., 2010).

No entanto, pacientes com reatividade cruzada toleram bem AINES com fraca
atividade sobre a COX-1 e inibidores seletivos da COX-2, como mostra o estudo de BAVBEK
et al. (2004). O paracetamol, um fraco inibidor da COX-1, é considerado uma alternativa

terapéutica segura para a maioria dos pacientes com hipersensibilidade a AINES quando
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administrado em doses diérias que ndo excedam 500-1000 mg (SZCZEKLIK et al., 2007).

O bloqueio da COX-1 promove o desvio do metabolismo para a via da enzima 5-
lipoxigenase e consequente producdo exacerbada de cisteinil-leucotrienos-CisLT [leucotrieno
C4 (LTC4), leucotrieno D4 (LTDA4) e leucotrieno E4 (LTE4)], e consequentemente, 0s sintomas
envolvidos nas reacdes de hipersensibilidade a AINES, como broncoespasmo, rinite, urticaria
e angioedema (ASERO, 2001; SANCHEZ-BORGES et al., 2009).

Apds um desafio com Aspirina®, os niveis basais de leucotrienos cisteinicos,
principalmente LTE4, elevam-se significativamente na urina de pacientes com urticéria
induzida por AINES. Fato semelhante ocorre na NERD e na NECD (MASTARLEZ et al., 2004;
MASTARLEZ et al., 2005).

O uso de AINES também inibe a producdo de prostaglandina E2 (PGE2)
(MASTARLEZ et al., 2005). A PGE2 é um prostanoide que regula a producéo de leucotrienos
cisteinicos e prostaglandina D2 (PGD2) de mastécitos ativados (CORNEJO-GARCIA et al.,
2009). Uma diminuicao da producdo de PGE2 pode promover a exarcebacdo da producgéo dos
leucotrienos cisteinicos, levando & bronconstricdo (SANCHEZ-BORGES et al., 2009).

Além dos mecanismos ndo imunologicos citados, observou-se que o uso de anti-
histaminicos melhora o quadro sintomatico das reacGes desencadeadas por AINES, e por isso,
alguns autores sugerem uma participacdo importante de mastocitos nessas reacoes (KOWASKI
et al., 2011; AGUNDEZ et al., 2012).

Considerando que provavelmente os mecanismos das reacdes de hipersensibilidade
a AINES sejam multifatoriais e possivelmente multigénicos, ha um crescente interesse na
avaliacdo de polimorfismos em regides regulatérias ou codificadoreas de genes especificos
(KIM et al., 2010).

Os polimorfismos genéticos sdo variacdes em sequéncias nucleotidicas que
ocorrem de forma estavel, com frequéncia de 1% ou superior na populacdo geral e podem ser
associados com a resposta terapéutica. E conhecido que tais polimorfismos favorecem o
aparecimento de doencas (SYVANEN, 2001; METZGER et al., 2006).

A pesquisa sobre a genética das reacdes de hipersensibilidade a AINES aumentou
sobremaneira nos ultimos anos, particularmente para doencas respiratorias exacerbadas por
AINES e para casos de urticaria cronica exarcebada por Aspirina® (CHOI et al, 2004; KIM et
al.,2005; KIM et al., 2006; TORRES- GALVAN et al., 2009). No entanto, poucos estudos
exploram urticaria/ angioedema induzidos por AINES (CORNEJO-GARCIA et al., 2012).
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1.5.2 Genes candidatos na pesquisa de polimorfismos funcionais associados a predisposi¢éo

no desenvolvimento de hipersensibilidade a AINES

Polimorfismos genéticos que aumentam ou desregulam a expressdo de genes
envolvidos na producdo dos leucotrienos cisteinicos sdo considerados fatores de risco para
hipersensibilidade induzida por vérios AINES (KIM et al., 2006). Nesse sentido, 0
polimorfismo da enzima Leucotrieno 4 sintase (LTC4S) -444 A/C constitui um gene candidato
como marcador das reagdes de hipersensibilidade a AINES (CORNEJO-GARCIAet al., 2012).

A LTC4S é uma proteina integral de membrana que conjuga LTA4 com glutationa
(GSH) para formar LTC4, sendo a enzima terminal responsavel pela producdo dos leucotrienos
cisteinicos (LAM, AUSTEN; 2002; RINALDO-MATTHIS; HAEGGSTROM, 2010).

A regulacéo transcricional do gene da enzima LTC4S pode ser influenciada pela
presenca de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs) na sua regido promotora. Acredita-
se que uma unica base polimorfica pode causar a desregulacdo na atividade ou producéo de
uma determinada proteina. Dessa forma, quanto a LTC4S, a substituicdo de uma adenina por
uma citosina na posicéo -444 do gene que codifica a enzima esta relacionada com predisposicao
a hipersensibilidade por AINES em algumas populacées. O alelo polimérfico C esta
relacionado com uma maior capacidade produtora da enzima, o que resulta em uma
superproduco de leucotrienos cisteinicos (SANAK et al., 1997; SANCHEZ-BORGES et al.,
2009).

A contribuicdo genética desse polimorfismo é corroborada pelo aumento da
expressdo de mRNA da enzima LTC4S em eosindfilos, mucosa brénguica, mastécitos
brénquicos e mucosa nasal de pacientes com NERD (KIM et al., 2010). O polimorfismo no
gene LTCA4S (-444 AJC) também esta associado com urticaria e angioedema induzido por
AINES. MASTARLERZ et al. (2004) demonstraram que a superproducao de leucotrienos esta
associada com polimorfismo na regido promotora de LTC4S (-444 AIC) em 74 pacientes
poloneses com urticaria induzida por AINES, sendo que o alelo polimorfico C estava associado
com uma maior atividade da LTC4S.

De modo semelhante, Sanchez- Borges et al. (2009) também verificaram a
associacdo do polimorfismo (-444 A/C) no gene LTCA4S e urticaria induzida por AINES em 110
pacientes venezuelanos.

Estudos realizados por Garcia-Martin et al. (2007) e Kennedy et al.(2008) indicam
uma associagdo entre polimorfismos em genes de enzimas metabolizadoras de histamina e

reacOes de hipersensibilidade ndo alérgica a AINES.
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Apds sua secrecdo por mastocitos e basofilos, a histamina é metabolizada por duas
enzimas: a enzima histamina N-metil transferase e a enzima diamino oxidase (DAO). A
histamina N-metil transferase catalisa a metilagdo do anel da histamina para formar a N-metil
histamina, a qual é convertida em N-metilimidazolacético pela monoaminooxidase.
Alternativamente, a histamina pode sofrer deaminacéo oxidativa catalisada pela enzima DAO
formando acido imidazolacético, que é entdo convertido em ribosideo do &cido imidazolacético.
Esses metabolitos sdo excretados através da urina (GROSSER et al., 2012).

Agundez et al (2012) observaram uma associacao entre polimorfismo em genes que
codificam a enzima DAO, envolvida no metabolismo da histamina, e hipersensibilidade a
AINES. Segundo os autores, frequéncia aumentada da variante polimoérfica resultou em uma
menor capacidade de metabolizagdo da histamina em individuos com hipersensibilidade a
AINES. Eles verificaram que a substituicdo de histidina por &cido aspartico na posicao 645
(His645Asp) sozinha ou combinada com a substituicdo de treonina por metionina na posicéo
31 (Thr31Met) estavam mais frequentes em pacientes com hipersensibilidade a AINES do que
em controles.

Um estudo realizado na Espanha por Ayuso et al (2007) constatou que o
polimorfismo do gene DAO na posicdo +8956, com consequente substituicdo His645Asp foi
responsavel pela diminuicdo da atividade da enzima.

Um estudo recente realizado por OUSSALAH et al (2016) evidenciou o papel dos
mecanismos imunoldgicos nas reacdes de hipersensibilidade ndo alérgicas a AINES,
principalmente das citocinas pro-inflamatorias e das moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade. Alguns autores (QUIRALTE et al., 1999) encontraram uma maior
frequéncia de alelos HLA-DR11 nos casos de hipersensibilidade a AINES em comparacdo aos
controles.

Kurosawa et al. (2016) demonstraram que a frequéncia de genotipos TT/CT no gene
IL13 na posicdo -1111 foi maior do que a do gendtipo CC na asma exarcebada a AINES,
comparativamente ao grupo tolerante a aspirina e controles. A interleucina 13 € uma citocina
secretada por linfocitos Th2, e possui acdo semelhante ao de IL-4, ou seja, de induzir a producéo
de IgE por linfocitos B. Dessa forma, ela retém um papel importante em processos alérgicos.

A interleucina 4 (IL-4) é considerada uma citocina com papel central no
desenvolvimento de asma alérgica e atopia. Polimorfismos do gene dessa citocina alteram sua
transcricdo e traducdo e influenciam a patogénese de doencas alérgicas (KAMALI-
SARVESTANI et al., 2007; KIM et al., 2010).

A expressdo de IL-4 pode ser alterada pelos polimorfismos (-33C/T e -589C/T)
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através da modulacdo da afinidade da ligacdo de fatores de transcricdo, como as proteinas
ligantes ao amplificador CCAAT (C/EPBp) e o fator nuclear de células T ativadas (NFAT). O
alelo polimoérfico T do polimorfismo -589 C/T esté associado com um aumento da producéo de
IL-4 e consequentemente com o aparecimento de reacdes de hipersensibilidade a AINES em
individuos susceptiveis (KIM et al., 2010).

O gene IL 4 estéa localizado no cromossomo 5 e possui cerca de 19 polimorfismos
conhecidos. A substituicdo de uma citocina por uma timina na posicao -589 esta associada com
asma e com niveis elevados de IgE (KAMALI-SARVESTANI et al., 2007; KIM et al., 2010).
Um estudo realizado por KIM et al. (2010), verificou que o polimorfismo -589C/T estava
associado a hipersensibilidade aos AINES em asmaticos.

Polimorfismos em genes que codificam citocinas e que possuem agdo regulatoria
sobre o sistema imune, tais como IL-10 estdo sendo estudados em reacOes alérgicas a farmacos.
No entanto, sdo escassos dados na literatura que relacionem essa citocina e hipersensibilidade
ndo alérgica a AINES.

A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina importante na imunorregulacdo e no
controle da inflamacé&o, pois atua inibindo a producao de citocinas do perfil Thl (IFN-y ¢ IL-2)
e do perfil Th2 (IL-4 e IL-5) (GUGLIELM et al., 2006). Trata-se de uma citocina chave do
perfil T regulador produzida por linfocitos T e B. Na presenca de IL-10, os linfocitos T nédo
proliferam e ndo produzem citocinas em resposta ao alérgeno, tornando-se irresponsivos (QIAO
et al., 2007).

O gene IL 10 contém cinco éxons e localiza-se no braco longo do cromossomo 1,
entre 1931 e 1932, ocupando aproximadamente 5,1 kb. Na regido promotora proximal do gene
da IL-10 sdo encontrados trés SNPs localizados nas posicdes -1082 (A/G), -819 (T/C) e -592
(C/A) (QIAO et al., 2007). O nivel de producdo desta citocina é determinada principalmente
pela taxa de sintese de RNAmM, que por sua vez depende destes polimorfismos em seu promotor
(LINSINGEN, 2008). Os haplotipos GCC, ACC e ATA estdo associados com alta, intermediaria
e baixa producdo de IL-10, respectivamente (EDWARDS-SMITH, 1999).

Em relacdo a posicdo -1082 da regido promotora do gene IL-10, estudos anteriores
mostraram que individuos em homozigose para o alelo G demonstraram uma elevada producéo
dessa citocina. Individuos em heterozigose para o mesmo alelo apresentam producao
intermediaria de IL-10, e aqueles em homozigose para o alelo A, estariam produzindo baixas
quantidades da citocina. Essa correlacéo é independente dos polimorfismos nas posicdes -819
e -592 (TURNER et al., 1997).

Rodrigues et al. (2014) demonstraram que pacientes HIV positivos alérgicos a
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efavirenz apresentaram uma frequéncia maior do genotipo IL-10 -1082AA em comparagdo com
pacientes ndo alérgicos (p = 0,019). Do mesmo modo, o alelo IL-10 -1082A foi identificado
significativamente mais frequentemente entre os doentes com alergia ao efavirenz do que no
grupo ndo alérgico (p = 0,009).

A molécula CTLA-4, acrénimo do inglés Cytotoxic T- Lymphocyte Antigen 4
(Antigeno 4 do linfocito T citotoxico), € um membro da superfamilia das imunoglobulinas
expressa em células T ativadas. Ela também possui um papel chave na inibicdo da ativacdo das
células T (MUNTHE-KAAS et al., 2004). CTLA-4 liga-se a molécula B7 presente na superficie
das células apresentadoras de antigenos, resultando em sinais negativos para a célula T, o que
afeta a ativacdo, proliferacdo clonal, producgéo de citocinas e a resposta imune (MILICIC et al.,
2000; LEE et al., 2001).

Dada a importéancia de CTLA-4 sobre a ativacdo das células T, investigacdes quanto
a associacao entre o polimorfismo na posi¢ao +49 A/G e doencas auto-imunes foi realizada em
estudos anteriores. Esse polimorfismo esta localizado no éxon 1 do gene CTLA4 e promove a
substituicdo do amino&cido treonina pela alanina (Thr-Ala) no cédon 17 do peptidio CTLA-4,
promovendo a diminuicdo da expressdo dessa molécula sobre a superficie dos linfocitos T.
(MILICIC et al., 2000; PAVKOVIC et al., 2003; UEDA et al., 2003). A regulacéo condicionada
pelo gendtipo da expressdo de CTLA-4 sobre a superficie celular pode ser explicada pela
presenca de uma variacdo funcional na sequencia de aminoacidos da molécula, localizada no
motivo Y201 da cauda citoplasmatica. Esse motivo € um importante regulador transcricional
dos niveis intracelulares de CTLA-4 através da sua interagdoes com 0S
complexos adaptadores da clatrina (AP-2 e AP-1), os quais medeiam, respectivamente, a
degradacdo e a endocitose de CTLA-4 (LIGERS et al., 2001).

O alelo +49G estéa relacionado a uma menor expressdo de moléculas CTLA-4 sobre
a superficie das células T, o que interfere na inibi¢do da ativacao celular. Considerando que as
células T estdo envolvidas em diversas respostas imunoldgicas, seja através da producdo de
citocinas ou como células efetoras (QIAO et al., 2005), supbe-se que tal polimorfismo funcional
pode ser um fator importante na patogénese das doengas auto-imunes, como por exemplo,
Doenca de Graves, Tireoidite de Hashimoto, Esclerose maltipla e LUpus eritematoso sistémico
(PAVKOVIC et al., 2003).

A associacao entre o polimorfismo +49 A/G e atopia também esta reportada na
literatura. Um estudo realizado em Taiwan por Yang et al. (2004) revelou que o gendtipo GG e
uma menor expressdo de CTLA-4 estdo relacionados a uma menor producgéo de IgE total e a

menores indices de doencas atopicas, asma e rinite entre mulheres.
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O papel da molécula CTLA-4 nos complexos mecanismos de hipersensibilidade a
farmacos ainda é pouco explorada. Investigando o polimorfismo do gene CTLA4 + 49A/G,
Rodrigues et al. (2017) observaram que ndo houve associacao significativa nas frequéncias de
alelos e gendtipos entre pacientes HIV positivos alérgicos a efavirenz e controles ndo alérgicos.
Entretanto, os autores encontraram uma correlacgdo inversa significativa entre os polimorfismos
CTLA-4 +49A/G e I1L-4-589 C/T (OR =-0,6501, p =0,001), indicando que a menor capacidade
de inibicdo da atividade de linfocitos T esta inversamente correlacionado com o genétipo 1L-4
-589TT, o0 que induz uma elevada producéo de IL-4.
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2. JUSTIFICATIVA

A busca das bases genéticas para a elucidacdo dos fatores desencadeantes das
reacOes de hipersensibilidade a medicamentos constitui um desafio promissor da
farmacogenética em todo o mundo. A farmacogenética é o estudo de como diferencas genéticas
afetam variacOes da resposta aos medicamentos (LIMDI; VEENSTRA, 2010).

No Brasil, ha poucos trabalhos que relacionem polimorfismos e hipersensibilidade
a medicamentos. No Estado de S&o Paulo, um estudo realizado por Tanno et al. (2015) analisou
a associacdo de polimorfismos no genes das enzimas do citocromo P450 envolvidas no
metabolismo de farmacos antiepilépticos e reac@es de hipersensibilidade graves.

Nosso grupo descreveu recentemente a associacdo entre os polimorfismos genéticos
IL-10 -592 C/A, IL-4 -589 C/T, IFN- v +874 AIT, CTLA-4 +49 A/G em pacientes infectados
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), os quais apresentaram reacdes de
hipersensibilidade ao antirretroviral Efavirenz (RODRIGUES et al., 2017). Verificou-se que a
presenca combinada dos alelos 1L-10 -1082A (GA + AA) e IL-4 -589T (CT + TT) nos pacientes
aumentou em 16 vezes o risco de reacdo ao efavirenz.

A partir dessas investigacOes, decidiu-se polimorfismos genéticos de alvos
relacionados a inflamacao, regulacdo imune e metabolismo da histamina em hipersensibilidade
a AINES, considerando que ndo ha estudos semelhantes no Brasil e pouco se sabe sobre 0s
fatores genéticos envolvidos na etiologia dessas rea¢fes. Assim, estudou-se a associacdo entre
a frequéncia dos polimorfismos dos genes IL10 (-1082 G/A), IL 4 (-589C/T), CTLA 4 (+49 A/G)
e DAO (+8956 C/G) e hipersensibilidade ndo alérgica a AINES.

A perspectiva de que, em um futuro préximo, reacdes de hipersensibilidade a
AINES sejam evitadas na populacdo € o principais motivo que impulsiona a realizacdo desse
trabalho. Para que isso seja possivel, é necessario um melhor conhecimento da influéncia de

fatores genéticos na modificacdo da resposta do individuo a esses farmacos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a associagdo entre os polimorfismos nos genes das citocinas IL-10, IL-4, da molécula
regulatéria CTLA-4 e da enzima diamino oxidase em pacientes com hipersensibilidade ndo
alérgica aos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) em um hospital universitario.

3.2 Objetivos especificos

o Caracterizar o perfil dos pacientes com diagnostico presumido ou confirmado de reacdes

de hipersensibilidade decorrentes da utilizagdo de anti-inflamatdrios ndo esteroidais;

o Analisar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos -1082 G/A de IL-10, -589
C/T de IL-4, + 49 A/G da molécula regulatoria CTLA-4 e + 8956 C/G da enzima diamino

oxidase em pacientes com hipersensibilidade associada ao uso de AINES e em controles;

o Identificar possivel correlacdo entre os genotipos nos grupos de pacientes com

hipersensibilidade ndo alérgica a AINES e controles.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

O presente trabalho trata-se de um estudo do tipo caso-controle. De acordo com
Bonita et al. (2010), esse tipo de estudo baseia-se na comparacdo entre dois grupos de
individuos: os casos (pessoas com a doenga ou outra variavel de desfecho) e os controles, grupo
de referéncia (pessoas sem a doenca ou outra variavel de desfecho).

4.2 Casuistica

Durante a selecéo dos participantes do estudo, foram considerados “casos” somente
aqueles pacientes com reacao de hipersensibilidade ndo alérgica a AINES, ou seja, aqueles que
apresentaram reacdo de hipersensibilidade (urticaria e/ou angioedema) a pelo menos dois
grupos quimicos de AINES.

A avaliacdo clinica foi realizada através de uma alergologista colaboradora do
projeto. As consultas foram realizadas no Ambulatério de Dermatologia, Hospital Universitario
Walter Cantidio, Universidade Federal do Cearda (HUWC/UFC). A selecdo dos pacientes
ocorreu no periodo compreendido entre Fevereiro de 2014 e Agosto de 2015. O estudo foi
aprovado em 10 de marco de 2014 pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUWC em Fortaleza,
Ceara, Brasil, sob o parecer consubstanciado numero 550.608 (anexo A).

O HUWC/UFC é um hospital de referéncia na formacdo de recursos humanos e
desenvolvimento de pesquisas na area da saude, desempenha importante papel na assisténcia a
satide do Estado do Cear4, estando integrado ao Sistema Unico de Saude - SUS (UFC, 2015).
O HUWC participa da Rede Brasileira de Hospitais Sentinela, composta por hospitais de ensino
e/ou alta complexidade para atuarem como observatorios ativos do desempenho e seguranca de
produtos para a saude e de notificacdes de reacdes adversas a medicamentos (ANVISA, 2015).

Desde 2005, foi estabelecida uma estreita cooperagdo entre o grupo de pesquisa do
Laboratorio de Imunologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas (DACT), da
Faculdade de Farmacia (UFC) e médicos do ambulatério de Dermatologia do HUWC/UFC, no
gue tange pacientes com suspeita diagndstica de RAM. A partir dessa colaboracdo, surgiram
diversos projetos, entre eles, a implantacdo do Servico de Testes Alérgicos a Medicamentos

(STA). O STArealizou a busca ativa de RAM e os direcionou para consulta com a alergologista.
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Desta forma, para a selecéo de casos e controles nesse estudo realizou-se entrevista e avaliacéo

clinica.

4.2.1 Entrevista

Foi desenvolvido um método de busca ativa de reagdes de hipersensibilidade a
medicamentos no ambulatério de dermatologia do HUWC/UFC com a participacdo dos
préprios pesquisadores e de alunos do curso de Farméacia. Pacientes e acompanhantes foram
abordados com a seguinte pergunta: “o (a) senhor (a) tem ja teve algum tipo de reacdo ap06s o
uso de medicamentos?”. Nos casos em que resposta foi positiva, foi aplicado um questionario
modificado de Demoly et al. (1999) como instrumento para investigacao de historia anterior ou
atual de hipersensibilidade nio alérgica a AINES (APENDICE A).

4.2.1.1 Critérios de inclusdo e exclusdo de casos

Foram incluidos inicialmente no estudo individuos que concordaram em assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE B), brasileiros, naturais do
Estado do Ceard, maiores de idade e que apresentavam historia clinica anterior ou atual
sugestiva de hipersensibilidade ndo alérgica a AINES. A amostragem foi formada por
conveniéncia, totalizando ao final 54 pacientes.

Foram excluidos pacientes gestantes, individuos em uso de beta-bloqueadores,
corticoids, imunossupressores e inibidores da enzima conversora de angiotensina; pacientes
com alguma contra-indicacdo para uso de epinefrina, portadores de infeccdes graves e ainda
aqueles com doencas cardiacas de base (DONA et al., 2010; CAIMMI et al., 2012). Para a fase
de genotipagem, a presenca de urticaria crénica ou doenca respiratoria exacerbada por AINES
como doencas de base também foi utilizado como critério de exclusdo (CORNEJO-GARCIA
et al., 2012).

4.2.1.2 Critérios de inclusao e exclusdo de controles

Os individuos controles foram selecionados no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceara (HEMOCE), mediante prévia autorizacdo da diretoria da referida
instituicdo. Os doadores foram abordados momentos antes da doacgdo de sangue e informados

sobre os detalhes da pesquisa. Aqueles que aceitaram participar, responderam a um guestionario
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adaptado de Demoly et al. (1999), com o objetivo de investigar a existéncia de historia anterior
de hipersensibilidade a AINES (APENCIDE C). Doadores que relataram auséncia de historia
prévia de hipersensibilidade a quaisquer AINES, foram convidados a participar do estudo e
assinar o TCLE (APENDICE D). Os participantes deveriam também ser procedentes do Estado
do Ceara. Os mesmos foram selecionados de acordo com a idade e sexo dos casos.
Posteriormente, foi coletado um volume de 4 ml de sangue com anti-coagulante EDTA e
incluidos apenas voluntérios saudaveis e que apresentaram resultados negativos na sorologia

para doencas infecciosas totalizando 95 individuos.

4.2.2 Avaliacdo clinica com alergologista

O diagndstico de hipersensibilidade a AINES foi realizado de acordo com a
literatura especializada que estabelece como parametro central a histéria clinica do paciente,
exame fisico e quando possivel, testes in vivo (KOWALSKI; MAKOWSKA, 2015).

Foram consultadas as diretrizes publicadas pela EAACI/ENDA para classificagdo
e diagndstico das reacOes de hipersensibilidade a AINES (KOWASLKI et al.,, 2011;
KOWASLKI et al., 2013).

As seguintes informac@es foram resgatadas através da historia clinica: farmaco(s)
suspeito(s), sintomas relatados (compatibilidade com reacdo de hipersensibilidade a
medicamentos), cronologia da reacdo (tempo entre a Ultima dose e o inicio dos sintomas, efeito
da interrupcdo do farmaco), existéncia de reacfes apos re-exposicao, e doencas de base do
paciente como urticaria crénica/ rinossinusite cronica (KOWASKI et al., 2013, DEMOLY et
al., 2014).

As reacOes de hipersensibilidade imediata a AINES foram classificadas de acordo
com os critérios propostos pela EAACI/ENDA/GA:LEN KOWALSKI et al. 2013): 1) urticaria
e/ou angioedema induzidos por AINES (NSAID-induced urticaria/angioedema - NIUA); 2)
urticaria/ angioedema/anafilaxia induzidos por unico AINEs (Single NSAIDs induce
urticaria/angioedema/anaphylaxis - SNIUAA); 3) doenca cutanea exacerbada por AINES
(NSAIDs exacerbated cutaneous disease - NECD); 4) doenca respiratoria exacerbada por
AINES (NSAIDs exacerbated respiratory disease - NERD). O diagndstico de hipersensibilidade
seguiu os critérios citados na tabela 1.

Pacientes com reatividade cruzada a AINES foram orientados a evitarem quaisquer
AINES. Apds as consultas, esses pacientes receberam um instrumento de alternativa segura nas

alergias medicamentosas (anexo B).
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QUADRO 4- Criterios para o diagndstico de reacdo de hipersensibilidade imediata a AINES

exacerbada por AINES

Doenca cuténea exacerbada
por AINES

Urticaria e/ou angioedema
induzidos por AINES

Urticaria e/ou angioedema
ou anafilaxia a um unico
AINE

Grupo Suspeita clinica
Relato de exacerbacdo de doenga respiratdria incluindo os
sintomas: obstrucéo brénquica induzida por
Doenga respiratoria  Aspirina®/AINES apds 30 min apos a ingestdo do farmaco.

Outros sintomas como rinorréia, congestao nasal, flushing e
sintomas géstricos também foram considerados. Episodios
repetidos de reacdes apds a administracdo de AINES de
diferentes classes quimicas.

Relato de episodios repetidos ap6s a administracdo a um
unico AINE ou AINES quimicamente relacionados em
individuos com urticaria cronica de base. Os sintomas
iniciam entre 0,5 a 6h apds a ingestdo do farmaco. A
exacerbacéo da urticaria cronica também foi desencadeada,
muitas vezes, por outros fatores além dos AINES, incluindo
estresse, antibidticos ou infeccdes.

Relato de urticaria e/ou angioedema (periorbitario e/ou
labial e/ou laringeo) geralmente na primeira hora apos a
ingestdo do farmaco (reacbes imediatas (cerca de 15
minutos) ou tardias (até 6 horas) também foram
consideradas;

Episddios repetidos da reacdo apds a administracédo de pelo
menos dois AINES quimicamente distintos em individuos
outrora saudaveis; auséncia de urticaria cronica ou asma
como doenca de base.

Relato de urticaria e/ou angioedema (periorbitario e/ou
labial e/ou laringeo) minutos apés a ingestdo do farmaco
pelas vias oral ou intravenosa. Rea¢6es anafilaticas também
foram consideradas;

Relato de episddios repetidos a um dnico AINE ou AINES
quimicamente relacionados em individuos outrora
saudaveis.

Aclassificacdo das manifestacfes agudas de reacdes de hipersensibilidade a AINES

foi realizada de acordo com algoritmos diagndsticos propostos na literatura, como pode ser

observado na figura 1.
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FIGURA 1. Algoritmo para o diagnostico de manifestacGes agudas de reagdes
de hipersensibilidade a AINES

[ Reacdo aguda a AINES (< 24h; usualmente 1-2h) }

-

1° Manifestagdes clinicas

- 2° Doengas

l subjacentes
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—
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3° Histdria de reagdes com outros -

AINES guimicamente néo l
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NERD= NSAIDS-exacerbated respiratory disease.

NECD= NSAIDS-exacerbated cutaneous disease.

NIUA = NSAID-induced urticaria and angioedema.

SNIUAA =Single NSAID-induced urticaria/angioedema or anaphylaxis.

FONTE: Adaptado de Kowalski et al. (2013) e Menezes et al. (2014)
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Foram selecionados para a etapa seguinte do estudo somente pacientes que
apresentaram historia anterior ou atual de urticéria e/ou angioedema induzido por AINES
(reacdo cruzada a AINES quimicamente ndo relacionados). Considerando que 0 mecanismo
dessas reacOes esteja relacionado com a superproducao dos leucotrienos cisteinicos, os testes
cutaneos ndo foram realizados nesses pacientes e o diagnostico foi predominantemente clinico
(KOWALSKI et al., 2013; BROCKOW et al., 2013).

4.2.3 Genotipagem

O DNA genbémico foi extraido dos leucdocitos do sangue periférico de pacientes e
controles. A coleta de sangue foi realizada no Laboratorio de Anélises Clinicas e Toxicologicas
(LACT), Faculdade de Farméacia, UFC. Foram utilizados na coleta tubosVacutainer® contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tamponado. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 2.500 rotac6es por minutos (RPM) durante 10 minutos. O plasma foi descartado
e as amostras foram mantidas a -20°C até o momento da extracao.

A extracdo de DNA foi realizada através do método de coluna utilizando o kit
HiPuraTM® (HIMEDIA, india) seguindo as recomendacdes do fabricante. A quantidade de
DNA foi determinada através de densidade Optica em espectrofotdmetro Nanodrop 1000
(Thermo Scientific®, EUA).

4.2.3.1 Amplificac@o do material genético e analise das frequéncias de polimorfismos em genes
alvos

Foram realizadas as andlises das frequéncias dos polimorfismos nos genes IL10
(-1082 G/A), 1L4 (-589 C/T), CTLA 4 (+49 A/G) e DAO (+8956 C/G) atraves da técnica de
Restricdo de Fragmentos no Comprimento de Restricdo associada com a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RFLP-PCR).

Antes da amplificagdo, 30ng de DNA genomico, 7,4 pL de agua injetavel,
iniciadores senso e anti- senso e 0 Master Mix® (LGC, Brasil), ajustando-se o volume final
para 20 pL foram adicionados a um tubo de reacdo. A seguir, as amostras de DNA foram
submetidas a amplificacdo, com auxilio de um termociclador (modelo Applied Biosystems Gen

AMp 2720). Os iniciadores utilizados est&o apresentados na tabela 3.
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TABELA 3. Iniciadores utilizados na amplificacdo de fragmentos génicos de IL-10 (-1082
G/A), IL-4 (-589 C/T), CTLA-4 (+49A/G) e DAO (+8956 C/G)

SNP INICIADORES REFERENCIAS
IL-10 F:5'CCAAGACAACACTACTAAGGCTCCTTT-3
Koch et al., 2001
(-1082 G/A) R: 5’-GCTTCTTATATGCTAGTCAGGTA-3’
IL-4 F: 5"-ACTAGGCCTCACCTGATACG-3’ )
Qiao et al., 2005
(-589C/T) R: 5-GTTGTAATGCAGTCCTCCTG-3’
CTLA-4 F: 5-AAGGCTCAGCTGAACCTGGT-3’
Wong et al., 2006
(+49 A/IG) R: 5-CTGCTGAAACAAATGAAACCC-3’
DAO F: 5-GGTCACCTGAACCCGGTTAAC-3’
] ] Ayuso et al., 2007
(+8956 C/G) F:5-TTGTGACCTCTGAACTTGCCG-3

As condicdes de tempo e temperatura para amplificagcdo estdo descritas na tabela 4.

TABELA 4. Condicdes para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase

Etapas da PCR Temperatura Ciclos Tempo
IL-10 (-1082 G/A)

Desnaturacao inicial 94°C 1 4min
Desnaturacao 94°C 35 40
Anelamento 56°C 35 35

Extensdo 72°C 35 40
Extenséo final 72°C 1 5min
IL-4 (-589 C/T)

Desnaturacao inicial 95°C 1 5min
Desnaturacdo 94°C, 35 30 seg
Anelamento 59°C 35 60 seg

Extensdo 72°C 35 30 seg
Extenséo final 72°C 1 10min




47

Etapas da PCR Temperatura Ciclos Tempo

CTLA-4 (+49 A/G)

Desnaturacéo inicial 94°C 1 5min
Desnaturacéo 94°C 35 30seg
Anelamento 58°C 35 30seg

Extensdo 72°C 35 30seg
Extenséo final 72°C 1 7 min

DAO (+8956 C/G)

Desnaturacao inicial 94°C 1 2min
Desnaturacéo 94°C 40 25seg
Anelamento 61°C 40 60seg

Extensdo 72°C 40 60seg
Extenséo final 72°C 40 5min

4.2.3.2 Analise do polimorfismo (-1082 G/A) no gene IL 10

O protocolo para analise do polimorfismo no promotor da interleucina-10 (-1082
G/A ) foi realizado conforme Rodrigues et al. (2012).

Os amplicons de 377pb foram analisados através de corrida de eletroforese em gel
de agarose 1,5%, sob uma diferenca de potencial de 100 volts durante 15 minutos. A revelagéo
foi realizada utilizando SYBR® Safe (Invitrogen, Thermo Scientific, Brasil), um corante
fluorescente que se liga aos &cidos nucleicos. O gel foi exposto a uma fonte de luz do
transiluminador Modelo LT- 10 x 15 blue (Loccus Biotecnologia, Brasil). Posteriormente, 0s
produtos da PCR foram incubados com a endonuclease de restricdo Xagl (EcoNI) (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) por 14-16 horas a 37°C.

Em seguida, realizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, sob uma
diferenca de potencial de 100 volts durante 1 hora. Como produtos de digestao, foram obtidas
duas bandas de 280+97pb para o gendtipo AA, trés bandas de 253+97+27pb para o gendtipo
GG, e quatro bandas de 280+253+97+27pb para o gendtipo GA (heterozigoto), segundo
Resende et al. (2010).
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4.2.3.3 Andlise do polimorfismo (-589 C/T) no gene IL 4

O protocolo para a reagdo em cadeia da polimerase no promotor da interleucina-4
(-589 C/T) foi realizado de acordo com QIAQ et al. (2005).

Apds a obtengdo dos produtos de PCR de 195pb, realizou-se a andlise do
polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP). O protocolo para analise do polimorfismo
na regido promotora do gene IL 4 (-589 C/T) foi realizado de acordo com QIAO et al. (2005) e
Kamali- Sarvestani et al. (2007).

Os produtos de PCR foram incubados com a endonuclease de restricdo Avall
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) a 37°C por 14-16 horas. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a uma corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% sob uma diferenca
de potencial de 100 volts por 1 hora e revelado através da coloracao por prata. Como produtos
de digestdo, foram obtidas duas bandas de 174 + 21 pb para o genotipo CC, uma banda de 195
pb para o genétipo TT, e trés bandas 195 + 174 + 21pb para o genotipo CT (heterozigoto),
segundo QIAOQ et al. (2005).

4.2.3.4 Analise do polimorfismo (+49 A/G) no gene CTLA 4

O protocolo para analise do polimorfismo na regido codificadora (+49 A/G) do gene
da molécula regulatéria CTLA-4 foi realizado conforme proposto por Milicic et al. (2001) e
Wong et al. (2006).

Os produtos de PCR de 152pb foram analisados através de corrida de eletroforese
em gel agarose 1,5%, sob uma diferenca de potencial de 100V durante 15 minutos. A revelacao
foi realizada utilizando SYBR® Safe e visualizada com auxilio de um transiluminador.

Os produtos de PCR foram incubados com a enzima de restricdo BstEIl (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) por 14-16 horas a 37°C. Apds a etapa de restri¢do, as amostras
de restricdo foram submetidas a uma corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% sob
uma diferenca de potencial de 100 volts por 1 hora e revelado através da coloracéo por prata.

Os produtos de digestao obtidos foram, uma banda de peso molecular 130 +22pb
para 0 genétipo AA, uma banda de 152pb para o gendtipo GG, e trés bandas de 130+22+152
pb para o gendtipo AG (heterozigoto).
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4.2.3.5 Analise do polimorfismo (+8956 C/G) no gene DAO

O protocolo para analise do polimorfismo na regido codificadora (+8956 C/G) do
gene da enzima diamino oxidase foi realizado conforme proposto por Garcia-Martin et al.
(2006) e Ayuso et al. (2007).

Apb6s a etapa de amplificacdo, os produtos de PCR foram analisados por
eletroforese em gel poliacrilamida a 6% e revelados por prata, e posteriormente foram
incubados com a enzima de restricdo Avall (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) por 14-
16 h a 37°C. Em seguida, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, sob uma diferenca de potencial de 100 volts durante 1hora.

Como produtos de digestdo foram obtidas duas bandas de 369+107pb para o
genotipo CC, trés bandas de 252+ 117+107pb para o genétipo GG, e quatro bandas de 369 +
252 +117 + 107pb para o gendtipo CG (heterozigoto). As informacdes resumidas sobre 0s
produtos de PCR, as endonucleases utilizadas e os produtos da etapa de restricao estdo descritos

na tabela 5.

Tabela 5. Posicdo do polimorfismo, amplicons, endonucleases de restricdo e fragmentos de

digestéo
Posicéo do Amplicons Endonuclease de Fragmentos de digestdo
Polimorfismo (pb) restricao (pb)
IL-10 (-1082 G/A) 377 Xag| 280 + 97 (alelo A)
253+97+27 (alelo G)
IL-4 (-589C/T) 195 Ava Il 195 (alelo T)
174 + 21 (alelo C)
CTLA-4 (+49 A/G) 152 BStEI| 152 (alelo G)
130 + 22 (alelo A)
DAO (+8956 C/G) 476 Ava ll 369 + 107 (alelo C)

252 + 117 + 107 (alelo G)
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4.3 Anélise estatistica

A andlise dos polimorfismos nas amostras dos pacientes que apresentaram ou nao
reacdo cruzada a AINES foi realizada através do teste de Qui-Quadrado ou teste exato de Fisher.
Calculou-se a razéo de chances (Odds ratio -OR) utilizando um intervalo de confianga de 95%.
O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para cada polimorfismo usando a calculadora on-
line Michael H. Court's (2005-2008) (COURT; MICHAEL, 2012). As analises foram efetuadas
com o auxilio do programa GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows, EUA (GraphPad Prism,
Inc., La Jolla, CA, USA). O valor de p<0,05 foi considerado como nivel de significancia

estatistica.
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5. RESULTADOS

Do total de pacientes recrutados (n=87), 77 (88,5%) compareceram a avalia¢do
clinica no Ambulatério de Dermatologia do HUWC. As consultas aconteciam duas vezes por
més com a presenga da alergologista Dra. Janaira Fernandes Severo Ferreira, colaboradora
externa a Instituicdo, uma vez que o HUWC nédo possui em seu quadro de profissionais um
especialista na area. As histérias clinicas dos casos foram documentadas em prontuarios do
préprio hospital para eventuais consultas posteriores.

O diagnéstico foi fundamentado principalmente no relato do paciente, sendo
considerado conclusivo em 57 avaliagfes (Tabela 6): 54 pacientes (94,73%) foram
diagnosticados com urticaria e/ou angioedema induzidos por AINES e trés pacientes (5,26%)
foram diagnosticados com doenca cuténea exacerbada por AINES, ou seja, pacientes com
urticaria cronica como doenga de base que apresentavam exacerbacdo da doenca apos a
utilizacdo de AINES.

Um total de 20 avaliagbes clinicas permaneceram inconclusivas. N&do houve
confirmacdo de diagnostico de pacientes com doenca respiratdria exacerbada por AINES e nem

de reacdes de urticaria e angioedema a unico AINE. Esses pacientes foram excluidos do estudo.

TABELA 6. Diagnostico dos pacientes com hipersensibilidade a AINES de acordo com a
classificagdo EAACI/ENDA (2013)

Doencade  Reatividade Pacientes

Tipo de reacdo Manifestagéo clinica Saas cruzada n=57

Urticaria e/ou
Sem doencas

angioedema Urticaria e/ou angioedema  cronicas de sim >
induzidos por base (94,73%)
AINES
Doenca cutanea .
exacerbada por  Urticaria e/ou angioedema Urticaria sim 3 (5,26%)
AINES cronica

EAACI/ENDA: European Academy of Allergy and Clinical Immunology/European Network for Drug Allergy

Os pacientes com urticaria/ angioedema induzidos por AINES (n=54) foram

selecionados para comporem o grupo caso. Destes, 36 pacientes (66,66%) pertenciam ao sexo
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feminino e 18 (32,72%) pertenciam ao sexo masculino. A mediana de idade nesse grupo foi de
33 anos variando de 18-64 anos.

Todos os pacientes apresentaram um ou mais episodios de reacdo (urticaria e/a
angioedema) a pelo menos dois grupos quimicos de AINES, o que auxiliou na confirmacdo do
diagndstico. Nas figuras 2 (A e B), estdo demonstrados dois casos de reacdes de

hipersensibilidade néo alérgica a AINES.

FIGURA 2. Angioedema induzido por AINES. A- Paciente com angioedema periorbitario
bilateral ap6s a utilizacdo de dipirona. B- Paciente com angioedema periorbitario em olho
direito apds a utilizacdo de acido acetilsalicilico.

FONTE: prépria

Para fins de controle, foram incluidos na fase de genotipagem um total de 95
individuos, selecionados exclusivamente entre doadores de sangue no HEMOCE, que ndo
tinham histéria anterior de hipersensibilidade a AINES, pareados por sexo e idade aos casos. O
pareamento foi realizado na proporcéo caso-controles 1:1,76. Entre os individuos controles, 61
(64,21%) pertenciam ao sexo feminino e 34 (35,78%) pertenciam ao sexo masculino. A

mediana de idade foi semelhante a observada nos casos (32 anos), variando de 19-65 anos.
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A genotipagem para os polimorfismos alvo foi realizada nos casos (n=54) e
controles (n=95). A primeira etapa de amplificacdo através da técnica de PCR foi realizada em
segmentos especificos para analise dos polimorfismos IL-10 (-1082G/A), IL-4 (-589 C/T),
CTLA-4 (+49 A/G) e DAO (+8956 C/G). A figura 3 mostra o produto da PCR de um segmento
de 476pb do gene DAO em gel de agarose 1,5%.

FIGURA 3. Amplificagcdo do fragmento de 476 pb do gene DAO em gel de agarose

500pb
400pb
300pb
200pb
100pb

Na figura 4 pode ser observado um exemplo dos produtos de restricdo em
poliacrilamida 6%, obtidos apds o processo de restricdo dos amplicons de 476pb da enzima

DAO com endonuclease de restricéo.

Figura 4. Produto da restricdo do fragmento génico da DAO em poliacrilamida

500pb
400pb
300pb

200pb

100pb
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Quanto a andlise das distribuicdes genotipicas, verificou-se que para IL-10
(-1082G/A), IL-4 (-589 C/T), CTLA-4 (+49 A/G) e DAO (+8956 C/G) nos grupos caso e
controle, as mesmas obedeceram ao equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,613).

A distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica de 1L-10 -1082 G/A estdo
apresentadas na tabela 7. \erificou-se que houve uma maior frequéncia do genotipo -1082AG
no grupo de pacientes (57,4%) em relacdo ao grupo controle (38,9%), indicando que o gendtipo
AG pode estar relacionado com a ocorréncia de reacdo de hipersensibilidade ndo alérgica a
AINES, como pode ser verificado pela Odds ratio, a qual indicou uma probabilidade aumentada
de 2,57 vezes mais chance de ter reacdo a AINES quando o individuo era portador do genétipo
AG [p=0,018, OR=2,57 (1,22-5,37)].

Na analise da frequéncia alélica, os resultados mostraram uma maior frequéncia do
alelo G no grupo de pacientes que apresentaram reacao de hipersensibilidade a AINES quando
comparado com o grupo controle, indicando que os pacientes sdo mais frequentemente
portadores do alelo -1082G (41,7%) que os individuos controles (28,9%) [p=0,025, OR=1,75
(1,07-2,87)]. Dessa forma, na presenca do alelo -1082G ha& maior risco de hipersensibilidade

ndo alérgica a AINES.

TABELA?7. Distribuicéo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo (-1082 G/A) do gene

IL 10 em pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES e grupo controle

Controles

Casos

. . 0
Polimorfismo =05 =54 OR (IC 95%) p valor
Genotipos

AA 49 (51,6%) 16 (29,6%) Referéncia

AG 37 (38,9%) 31 (57,4%) 2,57 (1,22-5,37) 0,018*
GG 9 (9,5%) 7 (13,0%) 2,38 (0,76-7,43)
GG+AG 46 (48,4%) 38 (70,4%) 2,53 (1,24- 5,14) 0,010*
Alelos

A 135 (71,1%) 63 (58,3%) Referéncia

G 55 (28,9%) 45(41,7%) 1,75 (1,07-2,87) 0,025*

* Significancia estatistica
IC: Intervalo de Confianca; OR: Odds Ratio
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A distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica de CTLA-4 (+49 A/G) para casos e
controles estdo apresentados na tabela 8.

A analise da frequéncia genotipica mostrou que o genétipo +49AG estava
significantemente menos frequente em pacientes em relagcdo aos controles [p = 0,012; OR: 0,36
(IC: 0,17-0,78)]. Os gendtipos AG +GG (52,7 %) também estavam significantemente menos
frequentes entre os pacientes em relagcdo ao grupo controle (71,3%) [p = 0,033; OR: 0,45 (IC:
0,22- 0,90)]. Esses resultados indicam que a presenca do alelo +49G e a menor expressdo de
CTLA-4 estdo relacionados a um menor risco de hipersensibilidade ndo alérgica a AINES, o
que pode ser verificado pela Odds Ratio de 0,45.

TABELA 8. Distribuicéo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo (+49 A/G) de CTLA-
4 em pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES e grupo controle

Polimorfismo C?]ni;o;es ﬁfgj OR (IC 95%) p valor
Genotipos
AA 27 (28,8%) 26 (47,3%) Referéncia -
AG 49 (52,1%) 17 (30,9%) 0,36 (0,17- 0,78) 0,012*
GG 18 (19,1%) 12 (21,8%) 0,69 (0,28-1,72) 0,495
AG + GG 67 (71,3%) 29 (52,7%) 0,45 (0,22-0,90) 0,033*
Alelos
A 103 (54,8%) 69 (62,7%) Referéncia -
G 85 (45,2%) 41 (37,3%) 0,72 (0,44-1,17) 0,181

Teste de Fisher: * Significancia estatistica (p<0.05)
IC: Intervalo de Confianca; OR Odds Ratio

A distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica de DAO (+8956 C/G) para casos e
controles estdo apresentados na tabela 9. A analise da distribui¢do genotipica do polimorfismo
+8956 C/G da enzima DAO mostrou que o gendtipo +8956GG estava significantemente mais
frequente no grupo controle em relagdo ao grupo de pacientes [p=0,026; OR= 0,12 (IC: 0,01 —
0,97)]. O alelo G em homozigose ou heterozigose estd associado a uma menor atividade da

enzima DAO e maior disponibilidade de histamina. Entéo, na populacdo estudada, portadores
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do gendtipo GG tem um menor risco de desenvolverem hipersensibilidade ndo alérgica a

AINES.

TABELA 9. Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo (+8956 C/G) do gene

DAO em pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES e grupo controle

Polimorfismo Cc;]nirgo;es ﬁ"f’g: OR (IC 95%) p valor
Gendtipos
cC 37 (38,9%) 26 (48,1%) Referéncia -
CG 46 (48,4%) 27 (50,0%) 0,83 (0,42-1,67) 0,725
GG 12 (12,4%) 1 (3,6%) 0,12 (0,01- 0,97) 0,026*
GG+CG 58 (60,8%) 28 (53,6%) 0,69 (0,35-1,35) 0,304
Alelos
C 120 (63,20%) 79 (73,1%) Referéncia -
G 70 (36,80%) 29 (26,9%) 0,63 (0,37-1,06) 0,078

Teste de Fisher: * Significancia estatistica (p<0.05)

IC: Intervalo de Confianca; OR Odds Ratio

Nenhuma associacdo significativa foi observada ao serem analisados as diferencas

entre a distribuicGes genotipicas e alélicas para o polimorfismo no gene 1L4 (-589 C/T) para

casos e controles, conforme esta demonstrado na tabela 10.
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TABELA 10. Distribuigdo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo (-589 C/T) do gene

IL 4 em pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES e grupo controle

Controles

Casos

Polimorfismo N =95 n =54 OR (IC 95%) p valor
Gendtipos
CcC 35(36,8%) 28 (51,8%) Referéncia -
CT 45 (47,4%) 21 (38,9%) 0,58 (0,28-1,20) 0,151
TT 15 (15,8%) 5 (9,3%) 0,42 (0,13-1,29) 0,189
CC+CT 60 (63,2%) 26 (48,2%) 0,54 (0,27-1,07) 0,086
Alelos
C 75(39,5%) 31 (28,7%) Referéncia -
T 115 (60,5%) 77 (71,3%) 1,62 (0,97-2,69) 0,62

Teste de Fisher: * Significancia estatistica (p<0.05)
IC: Intervalo de Confianca; OR Odds Ratio

Foram investigadas as combinacGes entre os gendtipos e alelos de IL-10 -1082,
IL-4 -589, CTLA-4 +49 e DAO +8956 para verificar se a presenca concomitante desses
genotipos seria um fator de risco para hipersensibilidade nédo alérgica a AINES.

A tabela 11 mostra que a presenca concomitante dos genotipos no gene IL10
-1082AG junto com o genotipo IL-4 -589CC estava associada a um risco 3,5 vezes maior para
hipersensibilidade ndo alérgica a AINES, conforme pode ser verificado pela Odds Ratio [p
=0,031; OR:3,58 (IC:1,16-11,04).

Outra associagdo estatisticamente significante encontrada estd relacionada a
presenca do alelo IL-4 -589T (CC+CT) concomitante com o alelo IL-10 -1082G (AG+GG).
Observou-se que essa combinacdo pode estar relacionada a um menor risco para
hipersensibilidade ndo alérgica a AINES, ou seja, a presenca desse alelo constitui um fator de
protecdo [p = 0,047, OR: 0,39 (IC: 0,39-0,96)], conforme pode ser visualizado na tabela 12.
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TABELA 11. Combinacdo dos genétipos dos genes 1L10 (-1082) e 1L4 (-589) em pacientes

com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES (n=54) e grupo controle (n=95)

) ) ) ) Controles Casos
Polimorfismo Polimorfismo OR (IC 95%) p valor
n=95 n=54
IL-10 (-1082)  IL-4 (-589)
AA CC 21 (22,1%) 8 (14,8%) - -
AA CT 21 (22,1%) 7 (13,0%) 0,87 (0,27-2,85) 1,000
TT 0,37 (0,040 —
AA 7 (7,4%) 1 (1,9%) 0,649
3,55)
AG cC 11 (11,6%) 15(27,8%) 3,58 (1,16-11,04)  0,031*
AG CT 20 (21,1%) 12 (22,2%) 1,57 (0,53-4,66) 0,430
AG TT 6 (6,3%) 4 (7,4%) 1,75 (0.39-7.88) 0,693
GG CC 3 (3,2%) 5(9,3%) 4,37 (0.84-22.72) 0,100
GG CT 4 (4,2%) 2 (3,7%) 1,31 (0.20-8.63) 1,000
GG TT 2 (2,1%) 0(0,00) 0,51 (0.02-11.68) 1,000

Teste de Fisher: * Significancia estatistica (p<0.05);
IC: Intervalo de Confianca; OR: Odds Ratio

TABELA 12. Combinacdo dos alelos dos genes IL10 (-1082) e IL4 (-589) em pacientes com
hipersensibilidade néo alérgica a AINES (n=54) e grupo controle (n=95)

) ) Controles Casos
Polimorfismo OR (IC 95%) p valor
n=95 n=54
IL-10 -1082 (AA) combinado com:
IL-4- 589 CC 21 (42,9%) 8 (50,0%) -
IL-4-589 CT+TT 28 (57,1%)  8(50,0%) 0,75 (0,24-2,33) 0,773
IL-10 -1082 (AG+GG) combinados com:
IL-4- 589 CC 14 (30,4%) 20 (52,6%) -
IL-4-589 CT+TT 32 (69, 6%) 18 (47,4%) 0,39 (0,16-0,96) 0,047*

Teste de Fisher: * Significancia estatistica (p<0.05)
IC Intervalo de Confianca; OR Odds Ratio
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6. DISCUSSAO

As reagOes de hipersensibilidade a AINES s&o classificadas em dois grupos
principais: no primeiro, os sintomas sdo induzidos por diferentes AINES nédo relacionados
quimicamente, caracterizando uma intoleréncia cruzada, reatividade cruzada ou reagdo nao
alérgica. No segundo grupo estdo as reagdes seletivas, nas quais as rea¢des sdo induzidas por
um Gnico AINE ou um grupo quimico especifico, havendo uma boa tolerancia aos demais
farmacos quimicamente ndo relacionados (BLANCA-LOPEZ et al., 2009).

As reagOes de intolerancia ou reatividade cruzada ocorrem em trés tipos de
manifestagdo: (1) doenga respiratoria exacerbada por AINES, a qual ocorre em pacientes com
doencas das vias respiratorias pré-existentes, (2) doenga cutanea exacerbada por AINES, na
qual os pacientes possuem urticaria cronica como doenca de base e (3) urticaria e/ou
angioedema induzida por AINES (em individuos sem histéria de urticaria cronica)
(KOWASLKI et al., 2013; PHAM et al., 2016). Essas reaces acontecem por mecanismos nao
seletivas aos AINES se manifestam principalmente através de dois tipo de reacfes: (1)
urticaria/ angioedema/anafilaxia induzidas por unico AINE, as quais se desenvolvem
imediatamente apds a administracdo do farmaco (mediadas por IgE e mastocitos) e (2)
hipersensibilidade tardia induzidas por AINES, as quais surgem dias ou semanas apos a
administracao do farmaco e sdo mediadas por linfécitos T (PHAM et al., 2016).

Nesse estudo, a maioria dos pacientes (n=57; 74,02%) apresentou historia clinica
compativel com reatividade cruzada a AINES. Dados da literatura estimam que cerca de 70%
dos casos de hipersensibilidade a AINES correspondam aos casos de reatividade cruzada,
enquanto as reacdes seletivas somente 30% (CANTO et al., 2009; SANCHEZ-BORGES et al.,
2010; TORRES et al., 2014).

Alguns estudos que avaliaram pacientes com hipersensibilidade a AINES
mostraram uma maior frequéncia de reacBes envolvendo reatividade cruzada. Dona e
colaboradores (2010), ao avaliarem 659 pacientes com historia sugestiva de hipersensibilidade
a AINES, verificaram que 503 casos (76,2%) foram classificados como reatividade cruzada a
AINES e 156 casos (23,7%) como respondedores seletivos. Caimmi et al. (2012) e Nissen et
al. (2015) em estudos semelhantes, observaram uma porcentagem semelhante de paciente com

reatividade cruzada, 74,7% e 76,3%, respectivamente.
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No presente estudo, trés pacientes apresentaram doenca cuténea respiratoria
exacerbada por AINES, ou seja, apresentavam exacerbacdo de urticaria crbnica apds a
administracdo de AINES.

Urticéria cronica é definida como a presenca recorrente de papulas pruriginosas
eritematosas por mais de 6 semanas. As causas de urticéria cronica nem sempre séo elucidadas,
mas dentre as etiologias conhecidas estdo urticaria autoimune, urticarias fisicas (por frio,
colinérgicas ou de pressao tardia) e urticaria idiopética, na qual a causa é desconhecida. Os
principais fatores desencadeadores incluem dieta, alcool, infecgdes virais, calor, friccéo,
estresse e medicamentos. Aspirina e outros AINES agravam a urticéria crénica em 20-30% dos
pacientes durante a fase ativa da doenga (SACHDEVA et al., 2011).

A presenca de urticaria cronica como doenga de base foi considerada um fator de
exclusdo para a fase de genotipagem. O objetivo foi evitar a inclusdo de casos de reacdo de
hipersensibilidade (principalmente urticaria) cujos fatores desencadeantes fossem outros que
ndo exclusivamente aqueles desencadeados por AINES. Pacientes com historia sugestiva de
doenca respiratdria exacerbada por AINES ou que apresentavam historia sugestiva de reacao
de urticéria e angioedema a unico AINE também foram excluidos da fase de genotipagem. Essa
exclusdo se deu devido a necessidade de outros testes confirmatorios que nao estavam
disponiveis (como por exemplo, o teste de provocacao).

Em anos recentes, o interesse pelos mecanismos envolvidos nas reaces de
hipersensibilidade a AINES tém crescido sobremaneira, particularmente para doenca
respiratoria exacerbada por AINES e doenca cutanea exacerbada por AINES (CORNEJO-
GARCIA et al., 2012). O objetivo de alguns estudos foi investigar a influéncia de
polimorfismos genéticos funcionais capazes de modificar a resposta do individuo a esses
farmacos, e assim, possibilitar um rastreamento da susceptibilidade individual. Por isso, nesse
estudo, polimorfismos em genes que codificam moléculas envolvidas em mecanismos
regulatorios, como citocinas (IL-10, IL-4) também foram estudadas, incluindo CTLA-4 (KIM
et al., 2010; PHAM et al., 2016).

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina imunoregulatéria importante produzida
por linfécitos T reguladores, linfocitos auxiliares Th2 e mondcitos. Sua funcdo primordial é
limitar as respostas inflamatérias, inibindo a producéo de citocinas por linfoécitos TCD4* dos
perfis Thl (IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5). Na presenca de IL-10, os linfocitos
tornam-se irreversivelmente anérgicos e irresponsivos (GUGLIELMI et al., 2006; QIAO et al.,

2007). Efeitos adicionais de IL-10 consistem na regulacdo do crescimento e diferenciacédo de
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diversos tipos celulares, incluindo linfocitos B, células Natural Killer, linfécitos T, mastocitos
granulécitos, células dendriticas, queratindcitos e células endoteliais (MOORE et al., 2001).

O gene IL 10 contém cinco exons e esta localizado no brago longo do cromossomo
1, entre 1931 e 1932, ocupando aproximadamente 5,1kb. Sdo conhecidos na regido promotora,
trés SNPs situados nas posices -1082 A/G, -819 T/C e -592 C/A os quais modificam a
producdo de IL-10. (QIAO et al., 2007). O nivel de producdo dessa citocina é determinado
principalmente pela taxa de sintese de RNA mensageiro (RNAm), a qual depende dos
polimorfismos nos promotores. Em relacdo ao polimorfismo na posi¢do -1082, o gen6tipo GG
estd relacionado a uma alta producdo dessa citocina, o gendtipo AG a uma producéo
intermediaria de I1L-10, enquanto o gen6tipo AA esté associado a uma baixa producdo de IL-10
(TURNER et al., 1997).

Nossos resultados mostraram que o genétipo AG estava associado a uma
probabilidade aumentada de reacdo de hipersensibilidade a AINES. A presenca do genotipo
AG aumentou em 2,5 vezes o risco de hipersensibilidade a AINES. Dessa forma, podemos
entender que niveis intermedidrios de IL-10 podem favorecer a susceptibilidade a
hipersensibilidade a AINES. A anélise da frequéncia alélica mostrou que o alelo -1082G é um
fator de risco para hipersensibilidade ndo alérgica a AINES.

N&o ha relatos anteriores de associacdo entre polimorfismos funcionais no gene
IL10 e reacOes de hipersensibilidade nao alérgica a AINES. No entanto, a regulacdo da
producdo dessa citocina parece interferir no desenvolvimento de reacoes alérgicas a farmacos.
Por exemplo, n6s observamos em um estudo anterior que o0 gendtipo -1082AA estd mais
frequente em pacientes HIV positivos alérgicos ao efavirenz do que em pacientes ndo alérgicos
(RODRIGUES et al., 2014). Esses resultados sugerem que uma menor producdo de IL-10
representa um maior risco de pacientes HIV positivos desenvolverem uma resposta alérgica ao
Efavirenz.

Outros estudos associam a baixa producéo de IL-10 e o desenvolvimento de alergia
a farmacos. Um estudo realizado por QIAO et al. (2007), concluiu que o alelo -1082A estava
significantemente mais frequente em pacientes alérgicos a penicilina quando comparado ao
grupo controle (p=0,006). Um estudo semelhante realizado por Guglielmi et al. (2006)
verificaram que pacientes francesas atopicas e heterozigoticas para os alelos -819T e -592A
apresentavam um maior risco para hipersensibilidade a beta-lactamicos mediada por IgE. Os
alelos - 819T e -592A sempre estdo associados ao alelo -1082A e direcionam para uma menor
producéo de IL-10.

Estd descrito na literatura que a baixa producdo de IL-10 contribui para o
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desenvolvimento de respostas alérgicas devido ao menor efeito inibitério sobre os linfocitos
Th2/Th1/Th17 em pacientes alérgicos. Niveis elevados de I1L-10 refletem em um maior controle
imunoregulatdrio e limitacdo dessas respostas (QIAO et al., 2007; PHAM et al., 2016).

Entdo, comparando o presente estudo com os estudos realizados por Guglielmi et
al. (2006) e Rodrigues et al (2014), conclui-se que individuos que produzem niveis menores de
IL-10 estdo mais susceptiveis a reacdes mediadas por IgE e linfocitos T enquanto niveis
intermediarios de 1L-10 representaram, no presente estudo, um fator de risco para as reacfes de
hipersensibilidade ndo alérgica a AINES. Essa tese propbe que, em individuos susceptiveis,
niveis intermediarios de 1L-10 estariam contribuindo para respostas ndo alérgicas aos AINES
por mecanismos ainda ndo esclarecidos.

Um interessante estudo desenvolvido em uma populacao coreana (KIM et al., 2009)
analisou a influéncia de polimorfismos na regido promotora de IL-10 (1082A/G, 819T/C e
592A/C) e do fator de transformacdo do crescimento beta 1 e (TGF-p1) (-589 C/T) no
desenvolvomento de NERD. Os autores verificaram que carreadores dos alelos -1082G IL-10
e -589T TGF-pB1, associados com uma maior producdo de IL-10 e TGF- B1, respectivamente,
apresentavam um maior risco para NERD (KIM et al., 2009). O gene TGFA1 esta localizado
no cromossomo 19, em uma regido associada a predisposicdo genética a asma. TGF- Bl €
fortemente expresso em resposta a inflamacao nasal na rinite alérgica podendo contribuir para
a inflamacao eosinofilica e também na exacerbacédo de rinossinusite em pacientes com doenca
respiratoria exacerbada por AINES (KIM et al., 2007). Kim e colaboradores (2009),
considerando que o0s pacientes apresentavam doenca alérgica respiratéria de base (asma),
sugerem que a maior producdo de IL-10 e TGF-f 1 estd associada a um efeito estimulatério
sobre o perfil Th2, influenciando assim o desencadeamento das reacfes de hipersensibilidade a
AINES. Os autores argumentam, que a IL-10 pode atuar como uma citocina regulatoria e
estimulatéria da producéo de linfocitos B e que o gendtipo -1082 GG de IL-10 esté associado
a exacerbacdo de asma conforme demonstrado na literatura (ROUSSET et al., 1992;
HUNNINGHAKE et al., 2008).

Comparando os resultados de Kim e colaboradores com o presente trabalho,
podemos constatar que os fenotipos de reacdes de hipersensibilidade a AINES estudados foram
distintos nos dois estudos, influenciando as conclusdes. Kim et al (2009) estudaram doenca
respiratoria exacebarda por AINES e sugerem a participacdo de IL-10 como um fator
estimulatério dos status atdpico dos pacientes, pois 0S mesmos apresentavam asma como
doenca de base. No presente estudo, essa associacdo ndo foi realizada, pois 0s pacientes

apresentavam urticaria e/ou angioedema induzido por AINES, no qual ndo h& doenca atépica
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de base.

Alguns autores sugerem que uma investigacdo mais detalhada quanto aos
polimorfismos na regido promotora de genes de citocinas (incluindo IL-10) e reacdes de
hipersensibilidade ndo alérgica seja realizada (OUSSALAH et al. 2016).

A IL-4 é uma citocina central do perfil Th2, cuja principal funcdo é estimular a
producdo de IgE por linfécitos B e induzirem a diferenciacdo de linfécitos Th2 (KAMALI-
SARVESTANI et al., 2007). O gene 1L4 esta localizado no cromossomo 5 e devido ao seu papel
chave quanto a producdo de IgE e indugéo da inflamacdo, 0 mesmo possui uma participacao
fundamental no desenvolvimento da asma alérgica e atopia (QIAO et al., 2005).

S&o conhecidos 19 SNPS no gene IL 4. A producdo de IL-4 é parcialmente
controlada por uma substituicdo funcional C/T na posi¢do -589 do gene IL 4 (KAMALI-
SARVESTANI et al., 2007). A presenca do alelo -589T estd associada a uma producédo
aumentada dessa citocina, e o alelo -589C com menores niveis de producdo de IL-4
(CANTAGREL, et al 1999; BABULA, et al., 2005). Assim, esse polimorfismo foi estudado em
diferente popula¢bes quanto a sua associacdo com asma e doencas alérgicas.

No presente trabalho, ndo foram identificadas diferencas estatisticamente
significantes entre as frequencias alélicas e genotipicas do polimorfismo IL-4 (-589 C/T)
quando comparados casos e controles, conforme os dados da tabela 10. No entanto, constatou-
se uma associacao entre os gendtipos IL-10 -1082AG e IL-4-589CC, mostrando que individuos
gque possuem ambos 0s genotipos tem 3,5 vezes a probabilidade de apresentarem
hipersensibilidade a AINES. Esse resultado sugere que individuos que produzem niveis
intermediarios de IL-10 e baixos niveis de IL-4 estdo mais susceptiveis a reacfes de
hipersensibilidade ndo alérgica a AINES.

Estudos ja realizados mostram que a baixa producao de IL-10 e a alta producéo de
IL-4 estdo relacionados ao desenvolvimento de doenca atdpica e reacbes alérgicas aos
medicamentos, principalmente aos beta-lactamicos, por mecanismos mediados por IgE e
mastocitos (QIAO et al., 2005; QIAO et al., 2007). Um estudo publicado recentemente pelo
nosso grupo confirmou esses achados, pois verificou-se uma associacdo combinada entre 0s
alelos IL-4 -589T (CT+TT) e IL-10 -1082A (AG+AA) em pacientes alérgicos ao efavirenz
(p=0,015; OR = 15.970, 95 % IC = 0,8477-300,9). Ou seja, a presenca concomitante do alelo
IL-10 -1082A (AG + AA) e IL-4 -589T (CT + TT) aumentou o risco de alergia ao efavirenz em
aproximadamente 16 vezes. Dessa maneira, a presenca combinada do alelo -1082A no gene
IL10 e do alelo -589T no gene 1L4 pode resultar em uma baixa produgédo de IL-10 e elevada

producédo de IL-4, tornando o individuo susceptivel a alergia por efavirenz (RODRIGUES et



64

al., 2017).

Quanto as reacOes de hipersensibilidade a AINES, Kim e colaboradores (2010)
investigaram a associagdo entre o polimorfismo -589C/T da citocina IL-4 em pacientes com
NERD. Os autores verificaram que o alelo polimorfico -589T estava significantemente
associado com doenca respiratdria exacerbada por AINES (p<0,05), indicando que uma maior
producdo de IL-4 estava relacionada as manifestagdes clinicas desses pacientes.

Uma metandlise publicada por Li et al. (2008), utilizando uma base de dados
chinesa, verificou que o polimorfismo -589 C/T estava associado ao status atépico e um maior
risco de asma e doenca alérgica. Micheal et al. (2013) também investigaram a associagdo do
referido polimorfismo com asma e atopia na populacdo paquistanesa. Os autores encontraram
uma associacao significante entre o polimorfismo -589 C/T e atopia. O alelo T estava presente
em maior frequéncia nos casos comparativamente aos controles (46,8% vs 39,2%).

A molécula CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen- 4) é um membro da
superfarmilia das imunoglobulinas expressa sobre linfécitos T CD4" ativados que compartilha
uma homologia com CD28. Ambos se ligam as moléculas B7 sobre a superficie de células
apresentadoras de antigenos (APCS). Ao contrario das moléculas CD28, CTLA-4 tem alta
afinidade com as moléculas B7, resultando em sinais negativos para a célula T. Assim, a
interacdo entre CTLA-4 e B7 interfere na ativacdo de células T e pode mediar a apoptose,
contribuindo para a tolerancia periférica (MILICIC et al., 2000, LEE et al., 2001).

Polimorfismos no gene CTLA 4, principalmente o SNP +49 A/G, afetam a
imunoregulacdo e aumenta o risco de doencas auto-imunes e alérgicas. A substituicdo do alelo
A pelo G promove a troca do aminoécido treonina por alanina e esta relacionada a atenuagéo
da inibicdo de células T direcionada por CTLA-4 (MAURER et al., 2001). Assim, varios
estudos mostram que o polimorfismo +49 A/G esta associado com doencas auto-imunes,
incluindo doenca de Graves, tiroidite de Hashimoto, esclerose multipla e lupus eritematoso
sistémico (MAURER et al., 2002; PAVKOVIC et al., 2003) e também com doencas atépicas
(asma e rinite) (YANG et al., 2004).

Existe uma relevante associacdo entre uma menor expressao de CTLA-4 e 0 risco
de desenvolvimento de doencas alérgicas. Uma meta-analise publicada por Yao et al. (2015)
avaliou 15 estudos caso-controles de diferentes populacdes (incluindo chineses, japoneses,
alemades, australianos) os quais associavam o polimorfismo (+49 A/G) e asma atdpica. Os
autores constataram que houve uma maior frequéncia dos genétipos GG/GA versus AA (OR =
0.71; 95% IC: 0.51-0.99; P = 0.04) entre pacientes com asma atépica quando comparado ao

grupo controle em caucasianos. A significante associagao entre a presenca do alelo G e uma
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menor expressao de moléculas CTLA-4 na populacdo caucasiana atopica sugere ativacdo de
linfocitos Th2, e consequentemente aumento da producdo de citocinas IL-4, IL-13 e IL-5, além
da producéo de IgE, aumentando o risco de atopia e de desenvolvimento de alergia e asma. Por
outro lado, um estudo realizado por Yang et al (2004) em uma populacéo asiatica verificou que
0 gendtipo AA e a maior expressdo de CTLA-4 estava significantemente associada a uma maior
producdo de IgE e rinite alérgica em mulheres chinesas.

Analisando esses estudos, 0os mesmos indicam que a correlagdo entre o
polimorfismo (+49A/G) e as doengas alérgicas podem ser diferentes entre as etnias e
populacdes, sugerindo que outros fatores estejam influenciando os resultados, incluindo fatores
ambientais e aqueles relacionados a cada populagdo (idade, propor¢do de pacientes do sexo
masculino ou feminino, gravidade das reacGes) (Yang et al., 2004; Yao et al., 2015).

Nossos resultados mostraram que, para o polimorfismo +49 A/G de CTLA-4, os
genotipos AG e GG foram mais frequentes em controles do que em casos. Além disso, quando
os individuos apresentavam um desses genotipos, havia um menor risco de hipersensibilidade
a AINES [p=0,033, OR: 0,45 (95% IC: 0,22- 0,90)]. O alelo +49G esta relacionado a uma
menor expressdo da molécula regulatoria e consequentemente a uma menor inibicdo das
respostas imunes mediadas por moléculas de CTLA-4. O resultado observado sugere que os
portadores do alelo +49G (AG+GG) e com atividade reduzida de CTLA-4 apresentam um
menor risco de hipersensibilidade a AINES, estando portanto o referido alelo associado a um
efeito protetor. Até 0 momento, o presente estudo é o primeiro a avaliar a associacdo entre
CTLA4-4 e hipersensibilidade ndo alérgica a AINES em uma populacéo brasileira.

A teoria da ciclooxigenase esta estabelecida como o principal mecanismo das
reacOes de hipersensibilidade ndo alérgicas a AINES. Essa teoria propde que as reacdes de
hipersensibilidade ndo alérgica a AINES resultam da inibicio da COX-1, desvio do
metabolismo do &cido araquiddnico em direcdo a via das lipoxigenases, desencadeando uma
producdo exacerbada de CisLT- LTC4, LTD4 e LTE4. Os CisLT sdo peptideos derivados do
acido araquidénico provenientes da via da enzima 5-lipoxigenase produzidos principalmente
por eosindfilos e mastocitos (SZCZEKLIK et al.,, 2007). Apds sua secrecdo, LTC4 é
metabolizado a LTD4 e LTE4. Os CisLT sdo considerados potentes mediadores do processo
inflamatério e do processo de formacdo do angioedema e da urticaria (MITA et al, 2001). A
injecdo intradérmica de CisLT promove a formacao de papula e vermelhiddo em pacientes com
urticaria crénica ou em individuos saudaveis (MAXWELL et al, 1990) sendo 100 vezes mais
potentes que a histamina (ASERO, 2007).

A histamina e outros mediadores inflamatérios derivados de mastécitos ativados
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provavelmente participam dos mecanismos de hipersensibilidade ndo alérgica a AINES. Como
ja foi explicado, essa hipdtese se deve ao uso consagrado de anti-histaminicos no manejo
terapéutico da urticaria e/ou angioedema desencadeado por AINES (KOWASLKI et al., 2011;
AGUNDEZ et al., 2012; AYUSO et al., 2013). Um estudo realizado por Mita et al. (2001)
verificou um aumento significativo de metabélitos da histamina na urina de pacientes com
doenca respiratoria exacerbada por AINES, ap0s estes terem sido provocados com esses
medicamentos. Outros estudos demonstraram uma associagéo entre a administracdo de aspirina
em pacientes com hipersensibilidade a AINES e o consequente aumento da concentragdo de
LTE4 em fluidos corporais, como urina, e em exsudatos nasal e broncoalveolar. A excrecéo
urinaria de LTE4 é considerado um marcador eficiente da producdo dessa molécula no corpo
humano (MITA et al., 2001; KAWAGISHI et al., 2002; MASTARLEZ et al., 2004).

A histamina é produzida por mastocitos e basofilos e apos sua liberacéo,
metabolizada por duas enzimas, a N-metil-transferase, responsavel pela inativagéo da histamina
no cérebro e a enzima diaminooxidase (DAQ), responsavel pelo eliminacdo extracelular. Um
menor catabolismo da histamina decorrente da menor atividade da DAO pode desencadear o
acumulo de altos niveis de histamina e intolerancia, e pode levar a sintomas que mimitizam
uma reacao alérgica, como dor de cabeca, flushing, rinite, e com menos frequencia, sintomas
cardiovasculares, prurido e outros. A associacdo entre polimorfismos no gene DAO e a
apresentacdo de doencas alérgicas ja esta demonstrada (MAINTZ; NOVAK, 2007). A atividade
enzimatica da enzima DAO também foi extensamente estudada como um marcador da
integridade intestinal. Diversos SNPS no gene DAO foram associados com doenca de Crohn,
colite ulcerativa e adenoma de colon (PETERSEN et al.; 2002; PETERSEN et al., 2003;
SCHWELBERGER et al., 2003). Também ha relatos de associagdes com doencas
inflamatdrias, neoplasicas e alergia alimentar (PETERSEN et al., 2005).

Em anos recentes, surgiu a hipotese de que polimorfismos relacionados a
homeostase da histamina, incluindo genes que codificam as enzimas envolvidas na sintese ou
catabolismo da histamina, poderiam modificar a resposta clinica ou o tempo de resposta das
reacdes de hipersensibilidade a AINES. Acredita-se que uma menor atividade da enzima DAO
e menor catabolismo da histamina esteja relacionado aos sintomas obervados em pacientes com
hipersensibilidade no alérgica a AINES (GARCIA-MARTIN et al., 2007; AGUNDEZ et al.,
2012).

Para confirmar essa hipotese, polimorfismos localizados em regides especificas do
gene DAO (cromossomo 7934-g36) foram mapeados e estudados. Trés polimorfismos nédo

sinbnimos, 0s quais promovem substituicdo dos aminoacidos Treonina por Metionina na
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posicdo 16 (Thl6Met/ rs1056191), Serina por Fenilalanina na posicdo 332 (Ser332Phe/
rs1049742) e Histidina por Acido aspartico na posicdo 645 (His645Asp /rs1049793),
respectivamente, foram identificados em populagdes caucasianas como inibidores da
diminuicdo da atividade enzimética da DAO. No entanto, apenas o polimorfismo His645Asp
esta amplamente aceito (AGUNDEZ et al., 2012). Ayuso et al. (2007) verificaram que, em uma
populacdo espanhola caucasiana, a variante 645Asp em homozigose ou heterozigose estava
associada a uma menor atividade enzimatica da DAO. Nesse estudo, o efeito do SNP Th16Met
teve uma menor relevancia na inibi¢do da atividade enzimatica, e o efeito do SNP Ser332Phe
sobre a atividade da DAO foi considerado insignificante (AYUSO et al., 2007).

Devido a importancia do polimorfismo His645Asp observada em outros trabalhos,
0 mesmo foi avaliado no presente estudo em pacientes com hipersensibilidade néo alérgica a
AINES. Nossos resultados mostraram que o gendtipo GG foi significantemente mais frequente
nos individuos controles em relacdo ao pacientes com hipersensibilidade a AINES. O alelo G
esta relacionado a menor atividade enziméatica da DAO e maior disponibilidade de histamina.
Esses resultados sugerem uma relagdo entre o alelo G e protecdo quanto a hipersensibilidade
ndo alérgica a AINES. No entanto, houve uma limita¢do quanto ao nimero de individuos casos
estudados. De acordo com a tabela 9, do total de 54 casos presentes no estudo, somente um
paciente (n=1) portava o genotipo GG, limitando a possibilidade de conclusdes mais precisas.

Agundez et al. (2012) verificaram uma frequéncia maior do alelo variante
polimérfico 16 Met (rs10156191), em pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES
caucasianos, relacionado a uma menor atividade enzimatica da DAO, quando comparados aos
controles. Os autores acreditam que a menor capacidade de metabolizacdo da histamina na
populacdo estudada pode ser um mecanismo plausivel para explicar a frequencia aumentada
desse variante em individuos que desenvolvem sintomas clinicos de hipersensibilidade a
AINES.

Um estudo realizado por Kim et al. (2009) investigou a associacao entre o
polimorfismo funcional 939A/G no gene da enzima n-metil-transferase em pacientes com
NECD. Os autores constataram através de um estudo functional in vivo que pacientes portadores
do alelo 939A apresentavam menor atividade da enzima n-metil-transferase em suas hemacias
e maior liberacdo de histamina de seus basofilos em comparacdo aos individuos controles.

Outros polimorfismos genéticos em hipersensibilidade a AINES descritos na
literatura e investigados em outras populacées ndo foram explorados nesse estudo. Como
exemplo, o polimorfismo -444 A/C da enzima leucotrieno-4 sintase, enzima que catalisa a etapa

limitante da producdo de cisteinil leucotrienos, o qual esta associado a uma maior producdo de
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CisLT e maior risco de desenvolvimento de hipersensibilidade ndo alérgica a AINES
(TORRES-GALVAN et al., 2001; MASTARLEZ et al., 2005). Outros alvos séo polimorfismos
na regido promotora dos genes de receptores de CisLT1 (634C/T, 475A/C, e 336A/G), 0s quais
modulam a expressdo desses receptores e ja foram relacionados a susceptibilidade aumentada
de doenca respiratdria a AINES em estudos anteriores (SOUSA et al., 2002). O alto custo para
a realizacéo dos ensaios de PCR limitaram o nimero de alvos estudados nesse estudo.

Considerando a importancia dos mastdcitos como produtores de citocinas (I1L-4, IL-
5 e IL-13) e para os mecanismos de ativacdo celular, polimorfismos em genes relacionados o
perfil Th2 de resposta também foram estudados. Por exemplo, Bae et al. (2007) verificaram a
associagéo significativa entre o polimorfismo na regido promotora do gene que codifica a cadeia
alfa do receptor de alta afinidade para IgE (FceRI) e hipersensibilidade a AINES em pacientes
coreanos com urticaria induzida por AINES.

Outro exemplo de estudo envolvendo a participacdo de citocinas foi o estudo
desenvolvido por Kurosawa et al. (2016), o qual demonstrou que os gendtipos TT/CT do
polimorfismo -1111 no gene da interleucina 13 (IL-13) foram mais frequentes que o gendtipo
CC em pacientes com NERD comparado a um grupo tolerante a aspirina e controles. Os
genotipos TT e CT estdo associados a maior producdo de IL-13. A IL-13 é uma citocina
derivada das células Th2 que induzem a producéo de IgE pelos linfocitos B e possuem um papel
fundamental na doenca respiratéria induzida por AINES.

Um ponto intrigante nesse assunto é a alta frequéncia de certos alelos MHC em
pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a AINES. QUIRALTE et al. (1999) encontraram
uma maior frequéncia de alelos HLA-DR11 em casos quando comparado aos controles (58,8%
vs 15,9%) [p <0,001, OR=7,3 (IC=2,8-19,0)]. Os referido autores ressaltam o papel central das
moleculas MHC Il no processamento de antigenos exdgenos e que uma possivel associacao
entre as moléculas MHC 11 e as reacGes de hipersensibilidade seria uma hipdtese para explicar
0S mecanismos envolvidos.

Nas reacOes de hipersensibilidade alérgica a farmacos, o papel das moléculas de
MHC em alergia a medicamentos esta mais esclarecido. Por exemplo, existe uma a associa¢ao
entre a presenca do alelo HLA-B*57:01 e reacdo de hipersensibilidade ao abacavir em
populacdes caucasianas, um antiretroviral utilizado no tratamento da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana- 1 (HIV-1) (BHARADWAJ et al., 2012).

Entre outros alvos estudados, estdo os genes que codificam a cicloxigenase 2, 0s
receptores de prostaglandinas, genes da enzima metabolizadora de histamina N-

metiltransferase e genes de citocinas pré-inflamatorias (IL-4 e TNF-a) (PHAM et al., 2016).
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Nossos resultados sugerem fortemente que polimorfismos presentes no genes IL10,
IL4 e CTLA4 podem influenciar uma susceptibilidade individual dos pacientes ao surgimento
das reacgdes de hipersensibilidade a AINES, indicando que individuos com niveis intermediarios
de IL-10, menor expressao de CTLA-4 e baixos niveis de 1L-4 sdo mais propensos a apresentar
hipersensibilidade néo alérgica a AINES.

No entanto, é preciso considerar que a etiologia das reacdes de hipersensibilidade a
AINES é multifatorial e que provavelmente resultam de efeitos poligenéticos. Como foi
descrito, existe uma extensa lista de possibilidades de investigacdo de polimorfirmos de
interesse nessa area que ja foram investigadas em outras populagdes e que ainda podem ser
explorados na populacdo do presente estudo.

A investigacéo clinico-laboratorial de pacientes com hipersensibilidade imediata a
AINES permanece um desafio global para especialistas e pesquisadores. No Brasil, poucos
grupos trabalham com a tematica na pratica clinica. Existem dificuldades em se determinar os
farmacos (s) responsaveis devido a auséncia de testes in vitro e de testes in vivo padronizados.
Dessa forma, as alternativas terapéuticas tornam-se limitadas, o que dificulta a conduta clinica
em muitas situacdes (ENSINA et al., 2008; CAIMMI et al., 2012).

O diagnostico das reacdes de hipersensibilidade a AINES ¢ baseado principalmente
na histdria clinica detalhada e nos testes de provocacdo quando indicados (BLANCA- LOPES
et al., 2009). No presente estudo, a classificacdo das reacdes de hipersensibilidade a AINES foi
baseada principalmente na histdria clinica e somente casos cuja reatividade cruzada aos AINES
ficou bem caracterizada foram incluidos. Assim, somente pacientes que apresentaram pelo
menos dois episodios de urticaria e/ou angioedema indicativos de reacdo de hipersensibilidade
a AINES com dois ou mais farmacos ndo quimicamente relacionados foram incluidos no estudo.

O teste de provocacdo foi autorizado pelo Comité de Etica e Pesquisa do HUWC
para esse estudo, no entanto, ndo foi possivel realiza-los. A principal limitacdo foi a deficiéncia
de estrutura fisica do HUWC e também a indisponibilidade de recursos humanos (enfermeiros
e técnicos) para conduzirem quaisquer intervencdes nos pacientes. Como o HUWC néo possui
servico de emergéncia, somente uma sala utilizada em sessdes de pulsotarapia dispunha dos
aparatos exigidos para realizacdo desses testes. Uma possibilidade para estudos futuros € a
utilizacdo das instalacdes da Unidade de Pesquisa Clinica, anexo ao HUWC, a qual g vem
desenvolvendo estudos clinicos com pacientes provenientes do complexo hospitalar da UFC.

Quanto a investigacdo dos polimorfismos genéticos e reacdes de hipersensibilidade
ndo alérgica a AINES, os mecanismos envolvidos ndo estdo completamente elucidados. E

possivel que haja o envolvimento de fatores genéticos, ambientais e epigenéticos. Ademais, as
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contribuicdes genéticas podem ser moduladas pela interacdo com fatores ambientais
(BHARADWAJ et al., 2012; KIM et al, 2013; PHAM et al., 2016).

Em outros paises, a busca das bases genéticas para a elucidacdo dos fatores
desencadeantes das reacdes de hipersensibilidade a medicamentos esta bem mais avancada. A
contribuicdo dos SNPS em regiGes regulatérias ou codificantes como marcadores da
predisposicdo genética a doencas multifatoriais, incluindo alergia a medicamentos tem se
mostrado bastante promissora (SYVANEN et al., 2001).

Até o momento, o presente estudo € o primeiro a realizar a associacdo entre
polimorfismos em genes de citocinas, no genes CTLA 4 e DIAMINOOXIDASE em uma
populacdo clinicamente bem caracterizada de pacientes com hipersensibilidade ndo alérgica a
AINES. Esse trabalho representa um importante passo nos estudos envolvendo polimorfismos
genéticos e predisposicao a hipersensibilidade ndo alérgica a AINES no Brasil. Ha a perspectiva
de que, em um futuro proximo, reacdes de hipersensibilidade a AINES sejam completamente
conhecidas e evitadas na populacdo. Para que isso se torne realidade, faz-se necessario um
aprofundamento no estudo da influéncia dos fatores genéticos e ambientais na modificacdo da

resposta do individuo a esses farmacos.
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7. CONCLUSOES

01.

02.

03.

Do total de 77 pacientes com suspeita de reacdo de hipersensibilidade a AINES avaliados
por alergologista experiente no HUWC, 57 pacientes apresentaram diagnostico de reagdes
de hipersensibilidade ndo alérgica ou ndo alérgica a anti-inflamatdrios ndo esteroidais.
Destes, 54 pacientes (94,73%) foram diagnosticados com reacBes de urticaria e/ou
angioedema induzidos por AINES e trés pacientes (5,26%) com doenca cutanea exacerbada
por AINES.

A analise da distribuicdo genotipica e da frequéncia alélica de IL-10 (-1082 G/A)
demonstrou que houve uma maior frequéncia de portadores do genétipo -1082AG e de
carreadores do alelo -1082G (AG+GG) no grupo de pacientes em relagdo ao grupo controle
(38,9% vs 48,4%, respectivamente). Da mesma forma, foi observado uma maior frequéncia
do alelo -1082G no grupo de pacientes (41,7%) quando comparado ao grupo controle
(28,9%). Nenhuma associacdo significativa foi observada quando se analisou as
frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismo IL-4 -589 C/T em casos e controles.
A analise da distribuicao genotipica e da frequéncia alélica de CTLA-4 (+49 A/G) mostrou
que o genotipo +49AG (30,9%) e que os gendtipos AG +GG (52,7 %) foram
significantemente mais frequentes entre os individuos controles em relagdo ao grupo de
pacientes. O alelo +49G, relacionado a uma menor expressdo de CTLA-4, esteve associado
a um fator de protecdo no desenvolvimento de hipersensibilidade nédo alérgica a AINES.
A analise da distribuicdo genotipica do polimorfismo +8956 C/G da enzima DAO mostrou
gue o gendtipo +8956 GG foi significantemente mais frequente no grupo controle em
relacéo ao grupo de pacientes (12,4% vs 3,6%, respectivamente). O alelo G em homozigose
ou heterozigose estava associado a uma menor atividade da enzima DAO e maior
disponibilidade de histamina. No entanto, do total de 54 casos presentes no estudo, somente

um paciente (n=1) portava o genétipo GG, limitando conclusdes mais precisas.

Foi encontrada uma associacado significativa quanto ao efeito combinado dos SNPs de IL-
10 (-1082G/A) e de IL-4 (-589 C/T). Verificou-se que a frequencia de individuos
carreadores dos genoétipos 1L10-1082AG associado com o genétipo 1L4-589CC estava
aumentada nos pacientes (27,8%) quando comparada ao grupo controle (11,6%). Assim,

ondividuos que possuem simultaneamente 0s gendtipos 1L10-1082AG e 1L4-589CC
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possuem cerca de 3,5 vezes mais chances de desenvolverem uma reacdo de

hipersensibilidade néo alérgica a AINES.
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8 APENDICES

APENDICE A- QUESTIONARIO DE INVESTIGACAO DE REACOES DE
HIPERSENSIBILIDADE A AINES

Investigador responsavel

Nome: Data:_ / [/ TellCel:( )
Nome paciente: Idade: DN:__ [/ [/ Sexo: ( )M( )F
Endereco: Telefone fixo/ celular:

1.0 sr (a) possui alguma doenga cronica? Qual (is)?

2.Faz uso de algum medicamento? Qual (is)?

3.Em uso de betablogueador ou inibidor da ECA? Sim( ) N&( )
4.0 (a) sr. (a), seus pais e avos sdo todos nascidos no Ceara?  Sim( ) Néo ( )
5.0 sr. (a) ja fez uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais para dor, febre e/ou inflamagdo? Sim( ) Nio ( )

6.0 sr (a) apresentou algum tipo de reacdo alérgica em decorréncia do uso de um ou mais anti-inflamatério? Sim () Nao

()

Intervalo de tempo

Nome genérico + entre a dose e a
aditivos reacdo? Até 24h ou

mais de 24h?

Houve reexposicdo ao mesmo

Reacdo .
¢ medicamento?

Ndo( ).Sim( )
Sintomas:

Nédo( )Sim( )
Sintomas:

Nao ( )Sim( )
Sintomas:

7.Qual a duracdo da reacdo? () < 6 semanas () > 6m semanas Ja teve diagnéstico de urticaria cronica? Sim () Nao ( )
8.Houve internacdo? () Sim ( ) Nao

9.Foi necessario algum tratamento durante a rea¢do? Qual?

10.Se reagdo a um Unico medicamento: O s.r. (a) ja se expds a algum medicamento da tabela 1?

Se sim, houve alguma reagéo?

11.0 s.r. (a) possui algum outro tipo de doenca alérgica?

12.Algum familiar j& teve algum tipo de reagdo conhecida a medicamentos? ( ) Sim () Ndao

Se sim, qual o grau de parentesco? qual a reagdo do familiar?

13.0 s.1. (a) aceitar participar de um estudo genético para pacientes alérgicos a anti-inflamatdrios? Podera ser necessario uma
coleta de sangue e um teste cutaneo com o medicamento implicado. Sim( ) Nédo ( )



APENDICE B- QUESTIONARIO PARA INDIVIDUOS CONTROLES

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA ;
i HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
QUESTIONARIO- PROJETO ALERGIA A ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Questionario para individuos controle

Investigador responsavel
Nome: Data: Tel/Cel:( )

Nome: Idade: DN:__ / |/ Sexo:( )M ( )F
NUmero cadastro HEMOCE:

1. Osr. (a), seus pais e avos sao todos nascidos no Ceara?
SIM [ NAO

2. O(a)sr. (a) ja fez uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais (para dor e inflamacao)?
0 SIM O NAO

3. Osr(a) apresentou algum tipo de reagdo alérgica em decorréncia do uso de um ou mais anti-inflamatorio?
0 SIM O NAO

83

4. O (a) senhor consente sua participacdo em um estudo como individuo controle, ou seja ndo alérgico a anti-inflamatérios

ndo esteroidais e apods todas os esclarecimentos, assinar um termo de consentimento livre e esclarecido?

O SIM
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APENDICE C- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) sr. (a) esta sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) da pesquisa intitulada “ASSOCIACAO ENTRE
POLIMORFISMOS NOS GENES DA IL 10, IL 4, CTLA-4, LEUCOTRIENO C4 SINTETASE E DIAMINO OXIDASE EM
INDIVIDUOS COM REAC@ES DE HIPERSENSIBILIDADE A ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS”. O (a) sr
(a) ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informages abaixo e faca qualquer pergunta que desejar para
que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Essa pesquisa que tem como principal objetivo realizar um estudo dos determinantes genéticos associados & historia de reagdes
adversas aos anti-inflamatoérios que o sr. (a) usa para dor e inflamagéo. Para tanto, necessitamos realizar com o sr. (a) um
questionario com tempo de 05 minutos para seu preenchimento. Caso o (a) s.r. (a) ndo tenha histdria de alergia a esses
medicamentos, sera incluido no estudo como individuo saudavel ou controleEm seguida, o (a) s.r. (a) concorda que durante o
processo de doacdo, sejam reservados aproximadamente 4 ml de sangue divididos em dois tubos diferentes: o primeiro com
capacidade para 3 ml e o segundo com capacidade para 5 ml. Essa amostra de sangue sera utilizada na aplicagdo de técnicas
que avaliam predisposicdo genética a alergia a anti-inflamatorios ndo esteroidais e os resultados serdo comparados com
amostras de individuos alérgicos.

Nessa pesquisa, ndo ha beneficio direto para o participante, apenas o bonus de estar contribuindo com o desenvolvimento da
pesquisa cientifica no pais. N6s, pesquisadores, garantimos que:

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem quaisquer
prejuizos.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados em publicages cientificas e o grupo de pesquisa ndo divulgara a
identidade dos participantes.

Dados sobre o responsavel pela pesquisa

Luciana Mabel Ferreira Vasconcelos Institui¢do: Universidade Federal do Ceara

Endereco: Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, CE. Telefones: 3366-8270/ 87227772/ 99200593
O abaixo assinado , anos, RG: declara que
é de livre e espontanea vontade que esta participando como voluntério da pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua leitura tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteldo,
como também sobre a pesquisa e recebi explicagdes que responderam por completo minhas dividas. Declaro estar recebendo
uma cépia assinada deste termo.

Fortaleza, /|

Assinatura do paciente/representante legal
Assinatura de quem aplicou o termo/responsavel pelo estudo
Testemunha
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APENDICE D- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
INDIVIDUOS CONTROLES

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (a) sr. (a) estd sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) da pesquisa “ASSOCIACAO ENTRE
POLIMORFISMOS NOS GENES DA IL 10, IL 4, CTLA-4, LEUCOTRIENO C4 SINTETASE E DIAMINO OXIDASE EM
INDIVIDUOS COM REACOES DE HIPERSENSIBILIDADE A ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS”. O (a) sr
(a) ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informages abaixo e faca qualquer pergunta que desejar para
que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Essa pesquisa que tem como principal objetivo realizar um estudo dos determinantes genéticos associados & historia de reagdes
adversas aos anti-inflamatoérios que o sr. (a) usa para dor e inflamagdo. Para tanto, necessitamos realizar com o sr. (a) um
questionario com tempo de 05 minutos para seu preenchimento. Caso o (a) sr (a) ndo tenha histéria de alergia a esses
medicamentos, serd incluido no estudo como individuo saudavel ou controle.

Em seguida, o (a) sr (a) concorda que durante o processo de doagdo, sejam reservados aproximadamente 4 ml de sangue
divididos em dois tubos diferentes: o primeiro com capacidade para 3 ml e 0 segundo com capacidade para 5 ml. Essa amostra
de sangue serd utilizada na aplicagdo de técnicas que avaliam predisposi¢do genética a alergia a anti-inflamatérios ndo
esteroidais e os resultados serdo comparados com amostras de individuos alérgicos.

Nessa pesquisa, ndo ha beneficio direto para o participante, apenas o0 bonus de estar contribuindo com o desenvolvimento da
pesquisa cientifica no pais. NGs, pesquisadores, garantimos que:

E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem quaisquer
prejuizos.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados em publicagdes cientificas e o grupo de pesquisa ndo divulgara a
identidade dos participantes.

Dados sobre o responsavel pela pesquisa
Luciana Mabel Ferreira Vasconcelos Institui¢do: Universidade Federal do Ceara
Endereco: Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210, Rodolfo Teofilo, Fortaleza, CE. Telefones: 3366-8270/ 87227772/ 99200593

Atencdo: Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre sua participagdo na pesquisa entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara/Hospital
Universitario Walter Cantidio. R. Cap. Francisco Pedro, 1290 - Rodolfo Tedfilo Fortaleza — CE Fone: 3366-8613

O abaixo assinado , anos, RG: declara que
é de livre e espontanea vontade que esta participando como voluntério da pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s sua leitura tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido,
como também sobre a pesquisa e recebi explicagfes que responderam por completo minhas duvidas. Declaro estar recebendo
uma copia assinada deste termo.

Fortaleza, /|

Assinatura do paciente/representante legal
Assinatura de quem aplicou o termo/responsavel pelo estudo
Testemunha
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ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICAEM
PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO-UFC

HOSPITAL UNIVERSITARIO
; WALTER CANTIDIO/
; UNIVERSIDADE FEDERAL DO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Polimorfismo de IL-4, IL-10, receptor 1 de leucotrieno e da enzima leucotrieno sintase
em individuos com hipersensibilidade imediatas cutaneas e sistémicas aos anti-
inflamatérios ndo esteroidais

Pesquisador: LUCIANA MABEL FERREIRA VASCONCELOS

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 16821213.1.0000.5045

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Ceara/HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 550.608
Data da Relatoria: 10/02/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado. E um estudo prospectivo, no qual sera realizada uma investigacao dos
casos suspeitos de hipersensibilidade cutanea a anti-inflamatérios

néo esteroides em pacientes atendidos no ambulatério de dermatologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio/UFC. Ser&o avaliadas as relagbes de causalidade entre a exposicdo aos farmacos e as reacdes
cutaneas de urticaria e angioedema. Em seguida, serao realizados testes cutaneos (teste de puntura,
intradérmico e provocagdo) com os farmacos implicados. Por ultimo, amostras de sangue serdo colhidas
para estudo farmacogenético, para a pesquisa de polimorfismos que podem estar envolvidos no
aparecimento dessas reagdes alérgicas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a frequéncia de polimorfismos genéticos associados a hipersensibilidade imediatas cutaneas aos anti
-inflamatérios nao esteroidais em pacientes atendidos no ambulatério de dermatologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio.

Objetivos Secundarios:

Realizar testes cutaneos (prick test) e/ou intradérmico com os farmacos suspeitos em pacientes com
suspeita de urticaria/angioedema a AINES, a fim de caracterizar a populagdo estudada;

| Enderego: Rua Capitdo Francisco Pedro, n® 1290 |

| Bairro: RodolfoTedfilo CEP: 60.430-370 !
| UF: CE Municipio: FORTALEZA
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Verificar se ha diferenca significante entre a frequéncia de polimorfismo na regiao (-444 A>C) de genes que
codificam a LTC4 sintase entre os pacientes e os controles; Verificar se ha diferenca significante entre a
frequéncia de polimorfismo nas regides promotoras dos genes que codificam o receptor 1 de leucotrienos (-
634 C>T, -475 A>C e -336 A>G) entre os paciente e os controles; Verificar se ha diferenga significante entre
a frequéncia de polimorfismo nas regiées promotoras dos genes que codificam a IL-4 entre os pacientes e
os controles.

Verificar se ha diferenca significante entre a frequéncia de polimorfismo nas regides promotoras dos genes
que codificam a IL-10 em entre os pacientes e os controles.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A fase de investigag@o laboratorial (testes in vivo) é a fase da pesquisa em que estéo presentes riscos para
o paciente: O principal problema na realizagdo dos testes cutdneos com o farmaco suspeito & o risco de
recidiva da reagdo cutanea ou sistémica. Recidiva de reagdes depende principalmente do tipo de teste
(puntura, epicutaneo ou intradérmico) e da manifestacao clinica que o paciente apresentou no momento da
reacao. Exceto para o teste intradérmico, os testes de puntura e epicutdneo raramente induzem novas
reacOes alérgicas as quais s@o mais frequentes durante a realizagdo dos testes intradérmicos, podendo
ocorrer em até 10% dos casos. Os testes de contato com farmacos raramente causam novas reagdes
alérgicas, discromias cutaneas, infeccoes secundarias, ulceracao, necrose da pele ou formagéo de cicatriz.
Portanto, esse teste pode ser realizado no ambulatério sem aparato de emergéncia. Devido ao seu maior
risco de reagOes adversas, o teste intradérmico ndo sera realizado em manifestagdes clinicas graves:
sindrome de Stevens Johnson, necrdlise epidérmica toxica, vasculite leucocitoclastica e rash cutaneo com
eosinofilia e sintomas sistémicos. Em casos de hospitalizagdo devido a uma reagdo imediata grave
(anafilaxia) por medicamentos, o paciente n&o sera exposto novamente ao medicamento suspeito. Devido a
esses riscos, os testes de puntura e intradérmicos (realizados quando o teste de puntura é negativo) serdo
realizados de acordo com os protocolos disponiveis e segundo as recomendagdes de seguranga obtidas da
literatura. Esses testes serao feitos com os
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UF: CE Municipio: FORTALEZA
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pacientes em uma sala apropriada e que possui o suporte para atendimentos de emergéncia. Os testes de
contato serdo realizados no ambulatério de dermatologia do referido hospital, sob supervisdo médica.
Beneficios: ’

Os testes cutaneos significam a possibilidade de fornecer uma resposta ao paciente

sobre sua histéria clinica sugestiva. Caracteristicas como simplicidade, rapidez, facil execugéo e baixo custo
explicam a posi¢ado chave desses testes no diagnéstico de alergia. Os estudos para pesquisa de
polimorfismos s&@o importantes para confirmar a presencga de polimorfismos em genes que estariam
relacionados a predisposicéo de o individuo apresentar uma reago alérgica a farmacos, inclusive os AINES.
Esse tipo de estudo & primordial para que outras andlises sejam realizadas e assim seja possivel saber
quais grupos de farmacos s&o considerados imunogénicos ao individuo e devem ser evitados pelo mesmo.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo é exequivel, tem financiamento de uma agéncia de fomento e os pesquisadores envolvidos tém
experiéncia na area (de acordo com os Curriculos anexo).

Uma das preocupacgdes em relag&o ao estudo é o fato de que serdo realizados testes cutaneos (teste de
puntura, intradérmico e provocagao) com os farmacos implicados com as reagdes cutaneas de urticaria e
angioedema dos pacientes, o que pode trazer riscos para os mesmos. Entretanto, os pesquisadores
afirmam que seréo realizados de acordo com os protocolos disponiveis e segundo as recomendagdes de
seguranca obtidas da literatura. Além disso, esses testes serdo feitos com os pacientes em uma sala
apropriada, com suporte para atendimentos de emergéncia. E os testes de contato serédo realizados no
ambulatério de dermatologia do referido hospital, sob supervisdo médica.

Os pesquisadores pretendem também, apos aprovagao do comité de ética, realizar um estudo piloto com 30
pacientes e 60 controles, onde os mesmos vao passar por todas as fases da pesquisa e nesse momento
sera padronizada a metodologia e corrigidos possiveis equivocos de interpretacdo de resultados e de
analise estatistica.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram encaminhados os seguintes documentos:

Termo de consentimento livre e esclarecido (linguagem clara, preservando a confidencialidade, privacidade
e liberdade de escolha dos participantes da pesquisa).

Termos de fiel depositario (do chefe do servico e do SAME).

Declaragao de concordancia dos pesquisadores.
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Declaragdo de origem dos recursos financeiros (Fonte Financeira: MINISTERIO DA CIENCIA,

TECNOLOGIA E INOVAGAO).

Autorizacao do local da pesquisa.

Orgamento financeiro detalhado.

Cronograma sem necessidade de ajustes.
Curriculo dos pesquisadores envolvidos anexados.
Todos estao adequados.

Recomendacgoes:
Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto eticamente adequado.

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

FORTALEZA, 10 de Margo de 2014

Assinador por:
Maria de Fatima de Souza

(Coordenador)
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ANEXO B - INSTRUMENTO DE ALTERNATIVA SEGURA NAS ALERGIAS
MEDICAMENTOSAS

VY.V

ﬁ HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO

INSTRUMENTO DE ALTERNATIVAS SEGURAS NAS ALERGIAS

Hospitali];vi;rersi}é[io MEDICAMENTOSAS
Walter Cantidio

ORIENTACOES SOBRE REACOES ADVERSAS A AINES (anti-inflamat6rios néo
esteroidais) /AAS (acido acetilsalicilico)

Nome paciente:

Data de realizagéo:

Medicamento (s) envolvido(s):

Devido a(s)reacdo(des) adversa(s) apresentada(s) pelo paciente com o(s) medicamento (s)

supracitados orienta-se evitar 0s grupos de medicamentos abaixo relacionados.

Grupos de medicamentos a serem evitados

1)
2)

3)

4)
5)

6)
7)

Derivados de &cido salicilicos: AAS (Aspirina®), Diflunisal (Dorbid)
Derivados de acido acético: Diclofenaco (Moltaren, Cataflam), Alcofenaco (Zumaril),
Aceclofenaco (Proflan), Indometacina (Indocid), Sulindac (Clinoril), Tolmetin (Tolectin),
Zomepirac (Zomax)
Derivados de &cido Propibnico: Cetoprofeno (Profenid), Ibuprofeno (Motrin, Dalsy,
Alivium), Naproxeno (Naprosin), Fenoprofeno (Trandor), Flubiprofeno (Targus, Ocufen-
pomadas)
Derivados de acido Fenamico: Acido mefenamico (Postan), Acido tolfenamico (Fenamic)
Derivados de Pirazolonas: Dipirona (Novalgina, Magnopyrol), Fenilbutazona (Tanderil),
Oxifembutazona (Butazolidina)

Derivados de Oxicans: Piroxicam (Feldene), Tenoxicam (Tilatil), Meloxicam (Movatec)

Outros: Nabumetona (Reliflex), Cetorolaco de Trometamina (Toragésico, Acular tépico)
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Outras consideragdes:

1) Paracetamol constitui-se, em geral, droga segura, desde que ndo ultrapasse 500mg/dose.
Caso paciente ndo tenha antecedente de reagdo ao Paracetamol.

2) AINES seletivos COX 2 podem ser alternativas (Celocoxib, etoricoxib, Nimesulida),
somente apds liberacdo do seu alergista

3) Viminol, analgésico de acdo central, em dose 70mg a cada 6-8 horas pode ser uma op¢ao
para analgesia

4) Cloridrato de Benzidamida (Benflogin) pode ser uma opcao terapéutica como antitérmico

e analgésico, apos liberagdo do seu alergista.

Fonte: Magalhaes, JB & Carvalho, L.P. Capitulo: Reac6es adversas a medicamentos usados em
reumatologia e ortopedia. In: Alergia clinica-diagndstico e tratamento. p 600. 2ed.






