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Dedico esta tese a todos os pacientes com epilepsia.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho € descrever a apresentacao clinica das reagdes
cutaneas adversas (RCAs) a medicamentos anticrise (MAC) e avaliar a
associagao entre este evento e alelos do sistema de antigeno leucocitario
humano (HLA). Para isso adotou-se uma metodologia de estudo observacional
do tipo caso-controle. Os casos (RCA+) foram identificados por busca ativa
em quatro centros hospitalares da cidade de Curitiba-PR de pacientes com
histéria de RCA instalada em até 12 semanas do inicio do tratamento com
MAC. Os grupos controles foram constituidos de pacientes com epilepsia sem
histéria de RCA (RCA-) em atendimento no ambulatério de neurologia do
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana e por
individuos saudaveis cadastrados no Registro Nacional de Doadores
Voluntarios de Medula Ossea dos estados do Parana e Santa Catarina. Todos
os individuos foram avaliados por sequenciamento de nova geragao em alta
definicdo para os genes HLA-A, B, C, DQB1 e DRB1; os pacientes RCA- e
RCA+ foram sequenciados também para os genes HLA-DPA1, DPB1, DQA1,
DRB3, DRB4 e DRB5. Um cédigo em linguagem R foi desenvolvido para
avaliar a associacao entre frequéncia de individuos portadores de cada alelo
e RCA. Foram incluidos 109 individuos RCA+, 99 RCA- e 3965 doadores de
medula 6ssea. Os MACs mais frequentemente associados a RCA foram
carbamazepina (48% dos casos), lamotrigina (23%), fenitoina (18%),
fenobarbital (14%) e oxcarbazepina (5%). Formas graves de RCA acometeram
39 (36%) pacientes. O exantema maculopapular induzido por oxcarbazepina
ou carbamazepina ocorreu mais cedo do que o induzido por outras MACs
(mediana de uma e trés semanas, respectivamente) (p=0,006). Todos os
pacientes com histéria de sensibilidade cruzada expostos a carbamazepina
apresentaram RCA por este MAC. A sensibilidade cruzada ocorreu mais
comumente entre pacientes com sindrome de Stevens-Johnson (29%) e
sobreposicao de sindrome de Stevens-Johnson e necrdlise epidérmica toxica
(50%) do que com exantema maculopapular (8%) (p=0,01). Os principais
alelos associados a maior risco de RCA foram A*02:05 (OR=6,3; p=0,019) e
DPA1*02:02 (OR=5,1, p=0,0008) para carbamazepina ou oxcarbazepina;
B*53:01 (OR=47,8, p=0,014) para oxcarbazepina, associagao
DPA1*03:01/DPB1*105:01 (OR=20,4, p=0,006) para fenobarbital,
DRB1*04:02 (OR=20,2, p=0,01) para exantema maculopapular por fenitoina
e B*35:02 (OR=24,6, p=0,005) para sindrome de Stevens Johnson por
carbamazepina. Por outro lado, os alelos B*41:01 (OR=0,07; p=0,01) e
C*17:01 (OR=0,095, p=0,008) estiveram associados a tolerancia aos MACs
mais frequentemente associados a RCA. Na comparagao entre a populagao
saudavel e pacientes com epilepsia, observou-se que os alelos A*31:01
(OR=2,39, p=0,000003) e DQB1*04:02 (OR=1,7; p=0,007) estiveram
associados a maior risco de epilepsia e os alelos A*24:02 (OR=0,5, p=0,0026)
e DRB1*14:01 (OR=0,12, p=0,006) estiveram relacionados a protecdo a
epilepsia. Tanto pacientes RCA- quanto RCA+ apresentaram a mesma
relagdo com cada um destes alelos quando comparados a populagéo controle,
porém com significancia estatistica diferentes. Nao houve diferenga na
frequéncia de pacientes com epilepsia RCA- e RCA+ portadores deste alelo,
sugerindo que estes alelos influenciem tanto a ocorréncia de epilepsia quanto



de RCA, com efeitos diferentes em cada uma destas situacdes. Estes dados
contribuem para o desenvolvimento da medicina de precisdo voltada para a
seguranga dos pacientes brasileiros com epilepsia, populagdo ainda nao
avaliada no contexto de RCA induzida por MAC.

Palavras-chave: Epilepsia. Sistema HLA. Reac¢ao cutanea adversa.

Medicamentos anticrise.



ABSTRACT

The aim of this study is to describe the clinical characteristics of cutaneous
adverse reactions (CAR) induced by antiseizure medications (ASM) and to
evaluate the relationship between CAR and HLA. To achieve this, an
observational case-control study was designed. CAR cases (CAR+) presented
up to 12 weeks after ASM initiation were actively identified in four different
hospitals from Curitiba-PR. Control groups were composed by epilepsy
patients without CAR history (CAR-) from the Federal University of Parana
Clinical Hospital neurology outpatient unity and by healthy subjects inscribed
in the National Registry of Bone Marrow Donors in Parana and Santa Catarina
states. All subjects were evaluated by high resolution Next Generation
Sequencing for genes HLA-A, B, C, DQB1 and DRB1; subjects CAR+ and
CAR- were also sequenced for genes HLA-DPA1, DPB1, DQA1, DRB3, DRB4
and DRB5. A code written in R language was developed to evaluate the
relationship between the carrier frequency of each allele and CAR. In total, 109
CAR+, 99 CAR- and 3965 healthy controls were included. The ASM most
frequently associated to CAR were carbamazepine (48% of CAR), lamotrigine
(23%), phenytoin (18%), phenobarbital (14%) and oxcarbazepine (5%). Severe
CAR occurred in 39 (36%) of cases. Maculopapular exanthema induced by
oxcarbazepine or carbamazepine occurred earlier than that induced by other
ASM (median of one and three weeks, respectively) (p=0,006).
Carbamazepine was the trigger medication in 48% of cases and induced skin
rashes in all patients with cross-sensitivity and carbamazepine exposure.
Cross-sensitivity was more common in patients with at least one episode of
Stevens-Johnson syndrome (29%) and Stevens-Johnson/toxic epidermal
necrolysis overlap (50%) than in patients with maculopapular exanthema (8%)
(p=0,01). The main alleles associated to CAR risk were A*02:05 (OR=6,3;
p=0,019) and DPA1*02:02 (OR=5,1, p=0,0008) for carbamazepine or
oxcarbazepine; B*53:01 (OR=47,8, p=0,014) for oxcarbazepine, association
DPA1*03:01/DPB1*105:01 (OR=20,4, p=0,006) for phenobarbital,
DRB1*04:02 (OR=20,2, p= 0,01) for maculopapular exanthema induced by
phenytoin and B*35:02 (OR=24,6, p=0,005) for Stevens Johnson syndrome
induced by carbamazepine. On the Other hand, alleles B*41:01 (OR=0,07;
p=0,01) and C*17:01 (OR=0,095, p=0,008) were associated to tolerance for
the ASM most associated to CAR. When the healthy population was compared
with those subjects with epilepsy, alleles A*31:01 (OR=2,39, p=0,000003) and
DQB1*04:02 (OR=1,7; p=0,007) were associated to an increased risk of
epilepsy whereas alleles A*24:02 (OR=0,5, p=0,0026) and DRB1*14:01
(OR=0,12, p=0,006) were associated with protection for epilepsy. Both CAR+
and CAR- presented the same relationship with these alleles when compared
with the healthy control, but these comparisons did present different statistical
relevance. There was no difference in carrier frequency of these alleles
between CAR+ and CAR-, suggesting that these alleles influence both CAR
and epilepsy occurrence, with different effects for each of these situations.
These data contribute to the development of a precision medicine tool oriented
to the safety of Brazilian patients with epilepsy, a population yet not evaluated
in the context of ASM induced CAR.



Keywords: Epilepsy. Antiseizure medication. HLA. Cutaneous adverse
reaction.
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INTRODUGAO

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude, uma reag&o adversa a
farmaco (RAF) “é uma resposta nociva e ndo intencional que ocorre apos 0 uso
de doses habituais de determinado farmaco”. Sdo descritas duas categorias
principais de RAF. A reagao do tipo A €& previsivel e estd associada a acao
farmacoldgica da droga, enquanto a reacgéo do tipo B é idiossincratica e causada
por uma resposta imune ao farmaco (SCHNYDER; PICHLER, 2009). As rea¢des
do tipo B compreendem as reacdes de hipersensibilidade do tipo | a IV de acordo
com o sistema classico de Gell e Coombs (CHEN et al., 2018).

A reacéao do tipo | € mediada por IgE e conhecida como reagéo do tipo
imediata. Ocorre quando o individuo é exposto a um farmaco ao qual foi
previamente sensibilizado. Nesta ocasido, o farmaco liga-se a uma proteina
carreadora e entao é reconhecido por IgE. Esta imunoglobulina ligada a proteina
carreadora e farmaco, sua vez, liga-se aos receptores para seu fragmento Fc
presentes nos mastécitos e basdfilos, causando degranulagdo celular com
liberagcdo de histamina, leucotrienos, prostaglandinas e citocinas (CHEN et al.,
2018). Clinicamente o paciente pode apresentar desde urticaria a choque
anafildtico com inicio em até uma hora. Os farmacos mais comumente
envolvidos neste tipo de reacdo sao as penicilinas, cefalosporinas e
bloqueadores neuromusculares (SCHNYDER; PICHLER, 2009).

Na reacao tardia do tipo Il moléculas de IgG ligam-se a membranas
celulares de eritrocitos, leucocitos, plaquetas e células hematopoiéticas levando
a sua lise no sistema reticuloendotelial. No contexto das reacdes adversas a
farmacos, este fendmeno ocorre apds uma alteragao estrutural da membrana
celular promovida por determinada droga, levando a uma reagao imune
especifica contra o alérgeno ou a adesdo de autoanticorpos inespecificos
(SCHNYDER; PICHLER, 2009).

A deposigao de imunocomplexos, ou reagao do tipo Ill, € uma reacéao tardia
causada pela deposicdo de IgG ligado ao farmaco e ativacdo do sistema
complemento (CHEN et al., 2018). Pode ocorrer de forma assintomatica ou
ocorrer em pequenos vasos levando a lupus secundario a drogas e vasculites,
como observado em casos induzidos por quinidina € minociclina (SCHNYDER;
PICHLER, 2009).
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Por fim, a reacao do tipo IV € uma reacao tardia, mediada por linfécitos T e
sua ligagao ao antigeno leucocitario humano (HLA, Human Leukocyte Antigens).
Em geral ocorre apés varios dias ou semanas da exposi¢ao inicial, € resolvida
com a suspensao do farmaco e reincide de forma mais rapida apds reexposigao.
Clinicamente pode restringir-se a sintomas cutaneos ou evoluir para doenga
sistémica fulminante e potencialmente fatal (SCHNYDER; PICHLER, 2009).

De acordo com a organizagdo mundial de alergia (WAO, World Allergy
Organization), a hipersensibilidade a farmacos também pode ser categorizada
em reagdes imediatas ou tardias.

As reacgdes imediatas incluem a reacado do tipo | de acordo com Gell e
Coombs bem como as reagdes anafilaticas ndo mediadas por IgE e as néo
imunoldgicas (CHEN et al., 2018). Por outro lado, as reac¢des do tipo tardio
consistem basicamente das reacdes do tipo IV e incluem o exantema
maculopapular, erupcdes cutadneas fixas secundarias a farmacos, reacao a
droga com eosinofilia e sintomas sistémicos (DRESS) e sindrome de Stevens-
Johnson (SJS)/necrolise epidérmica téxica (NET) (CHEN et al., 2018).

Reacgdes de hipersensibilidade s&o uma das principais causas de
suspensao da medicagcdo (NEGRINI; BECQUEMONT, 2017). Em um estudo
conduzido por Botelho et al. (2016), com 117 pacientes internados por RCA em
um periodo de 44 meses, os farmacos que mais estiveram associados a esta
complicagdo foram os medicamentos anticrise (MAC), respondendo por quase
24% de todas as internag¢des devido a este quadro. As formas mais comuns de
RCA foram exantema maculopapular (37,6%), DRESS (14,5%) e SJS/NET
(12,8%). Neste estudo, a mortalidade geral por RCA foi de 2,6% e o uso de MACs
foi considerado um fator de risco para suas formas graves (BOTELHO et al.,
2016).

Para alguns MACs, como a Lamotrigina, a frequéncia relatada de
qualquer RCA chega a 8,3% (BLOOM; AMBER, 2017). Felizmente, as formas
graves de RCA sao mais raras, com uma incidéncia de DRESS de 10 casos por
milhdo de pessoas, de 1,4 casos por milhdo de pessoas para SJS ou NET
provocados por quaisquer farmacos (DIPHOORN et al., 2016) e de 4 casos para
10.000 usuarios para SJS/NET provocados por lamotrigina (BLOOM; AMBER,
2017). Por outro lado, as taxas de mortalidade de DRESS, da SJS e da NET
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também sdo bem mais alarmantes, de 5 a 10, 17 e 29% respectivamente
(CACOUB et al., 2011; DIPHOORN et al., 2016).

Os MACs sao utilizados como tratamento de escolha na epilepsia, mas
também sao utilizados no tratamento de dor crénica, transtornos do humor e
transtornos do movimento. A prevaléncia da epilepsia é de 2,2 a 41 para 1000
habitantes (BANERJEE; FILIPPI; HAUSER, 2009), com média mundial de 6,38
para 1000 (FIEST et al., 2016). Em outras palavras, estima-se que atualmente,
50 milhdes de pessoas no mundo sejam acometidas por epilepsia (WHO,;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Apesar das altas prevaléncias tanto da epilepsia quanto das RCAs entre
estes pacientes, existem poucas ferramentas para a identificagao individualizada
de sujeitos suscetiveis a esta complicagado. Por falta de outra opgéo na pratica
clinica, a susceptibilidade acaba sendo testada de forma empirica, ou seja, o
farmaco é prescrito de acordo com a indicagao clinica e observa-se a ocorréncia
ou nao de RCA.

Nas ultimas décadas, a associacao entre alelos do sistema HLA e RCA
induzida por MACs tem sido relatada principalmente entre asiaticos e europeus.
Porém, estas associagdes frequentemente sdo circunscritas a grupos étnicos
especificos (para uma revisdo sucinta das associagbdes entre o sistema HLA,
etnia, RCA e MAC ja descritas, consultar APENDICE 1).

A utilizagdo do perfil de alelos do sistema HLA para identificar a
susceptibilidade de uma pessoa a desenvolver RCA ao utilizar um determinado
MAC pode evitar muitas complicagbes, particularmente as graves ou mesmo
fatais. Contudo, até o momento poucos estudos deste tipo foram realizados na
populagdo do continente americano, e nenhum deles foi conduzido entre

brasileiros.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epilepsia, crises epilépticas e medicamentos anticrise
De acordo com sua definigdo mais recente, epilepsia € uma doenca
cerebral caracterizada por pelo menos duas crises epilépticas ndo provocadas

com intervalo de 24 horas entre si, uma crise ndo provocada e uma chance de
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recorréncia em 10 anos de ao menos 60% ou o diagnostico de uma sindrome
epiléptica (FISHER et al., 2014). Pessoas com epilepsia sdo acometidas por
episodios imprevisiveis de atividade cerebral anormalmente excessiva ou
sincrona que determinam sinais e sintomas de acordo com a area cerebral
envolvida (FISCHER et al., 2005). Muitos destes episddios ndo comprometem a
percepcao que o paciente tem de si mesmo ou de seu meio mas determinam
sinais motores, como mioclonias faciais, € ou ndo motores, como alucinacoes
olfativas, e sdo chamados de crises focais perceptivas (FISHER et al., 2017). Por
outro lado, as crises focais disperceptivas e as crises generalizadas séo
episodios que acometem uma area cerebral suficiente para comprometer a
percepgao do paciente durante o evento (FISHER et al., 2017).

A epilepsia comumente determina prejuizo a interagdo social,
empregabilidade, relacionamento familiar e desenvolvimento académico do
paciente (BEGHI, 2019). Muitos fatores contribuem para estes prejuizos,
incluindo lesdes cerebrais estruturais ou funcionais, alteracbes do
desenvolvimento secundarias a doencga de base, efeito da medicacao anticrise,
comorbidades somaticas e psiquiatricas, estigma social e a prépria ocorréncia
das crises (BEGHI, 2019).

Os danos causados por crises epilépticas ndo se restringem ao 6bvio
prejuizo a seguranga do paciente em atividades da vida diaria, como cozinhar ou
dirigir, inerente as crises com comprometimento da consciéncia. As crises
determinam mudancgas neurofisiolégicas locais que podem contribuir para a
progressao da doenga, sobretudo durante as crises prolongadas (BACULIS et
al.,, 2017; THOM, 2014; TRINKA; KALVIAINEN, 2017). Além disso, pacientes
cujo controle de crises nao foi alcangado apresentam maior risco de morte subita
nao esperada em epilepsia (SUDEP), principalmente aqueles com alta
frequéncia de crises tonico-clonicas generalizadas (HESDORFFER et al., 2012;
MAGUIRE et al., 2016). O objetivo primario no tratamento da epilepsia consiste,
portanto, em manter o paciente livre de crises.

Crises epilépticas nao sao um risco apenas a pacientes com histéria de
epilepsia. Crises epilépticas podem ocorrer em qualquer individuo que apresente
as condi¢cdes necessarias para tanto, como trauma e isquemia cerebrais,
infeccbes graves e alteragdes metabdlicas, sendo eventos comuns entre

pacientes criticos (WESTOVER et al., 2015). As crises entre estes pacientes
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frequentemente s&o acompanhadas de sinais sutis como desvio ocular ou
movimentos de pequena amplitude ou podem ocorrer sem determinar sinal
algum além da alteragdo da consciéncia. Quando apresentam duragao superior
a cinco minutos ou quando recorrem antes da recuperagao completa do nivel de
consciéncia recebem o nome de estado de mal epiléptico (EME) (TRINKA et al.,
2015a). Até 26% dos pacientes com alteracdo do nivel de consciéncia nas
unidades de tratamento intensivo apresentam EME e até 31% destes evoluirdo
a obito (LACCHEO et al., 2015; LV et al., 2017; MESRAOUA et al., 2017). O
tratamento do EME inclui 0 manejo da condigéo clinica de base bem como a
utilizacdo de MACs (TRINKA et al., 2015b).

Os MACs aumentam o limiar para crises ao modular a excitabilidade
neuronal. As principais agdes incluem antagonismo aos receptores excitatorios
AMPA e NMDA, agonismo aos receptores inibitérios GABA, inibicdo da
degradagcdo do GABA, inibicdo de canais de caélcio voltagem dependentes
necessarios a liberagcao de vesiculas pré-sinapticas, e inibidores dos canais de
sédio voltagem dependentes responsaveis pela geragao dos potenciais de agao
(KOBAYASHI et al., 2019). Para o controle adequado das crises é necessario
que a agdo dos MACs se mantenha estavel ao longo do tratamento. Esta
estabilidade depende da sua biodisponibilidade, de seu volume de distribuicdo,
sua ligagao a proteinas plasmaticas e de sua depuragao e corresponde ao tempo
de cinco meias-vidas do farmaco (PATSALOS et al., 2017; YACUBIAN;
CONTRERAS-CAICEDO; RiOS-POHL, 2014).

Cerca de 70% dos pacientes permanecerao livres de crise com
tratamento farmacolégico se o MAC for escolhido corretamente para o tipo de
crise (BRODIE et al., 2012). No entanto, apenas 49% atingirdo o controle de
crises com o primeiro MAC (BRODIE et al., 2012). Quando ha falha terapéutica
ou efeitos colaterais importantes, a substituicao de um MAC por outro pode ser
necessaria. A troca da medicacdo, entretanto, € um momento delicado do
tratamento, com chance de recorréncia das crises ou mesmo de estado de mal
epiléptico na ocasiao da suspensao do MAC antigo. Para diminuir este risco, é
prudente obter um nivel terapéutico estavel da novo MAC antes de iniciar a
suspensao do MAC anterior. Considerando a elevada meia vida da maior parte

dos MACSs, esta tarefa normalmente leva varios dias a semanas.
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Uma das poucas indicacdes de suspensao rapida dos MACs em
paciente com epilepsia ativa € a ocorréncia de RCA, pois € condi¢do necessaria
para remissao do quadro cutdneo. Nestes casos pode ser necessaria a
suspensao abrupta do MAC, como nos casos RCA grave (MANI et al., 2019),
porém esta conduta nem sempre é simples no contexto da epilepsia.

A ocorréncia de RCA traz muitas dificuldades ao tratamento da epilepsia
além do risco de crises no momento da suspensao do MAC culpado. Pacientes
que tiveram RCA a um MAC estao sob maior risco de apresentar nova RCA ao
novo MAC (ARIF et al., 2007; MANI et al., 2019). Quatro (CBZ, PB, PHT e LTG)
dos sete MACs disponiveis no SUS (inclui também VPA, TPM e
benzodiazepinicos), sdo os MACs mais comumente implicados em RCA. Dos
trés MACs restantes os benzodiazepinicos sdo indesejaveis como monoterapia
devido a tolerancia e perfil de efeitos colaterais e o valproato deve ser usado com
cautela entre mulheres com idade fértil, além de aumentar o risco de RCA grave
entre usuarios de lamotrigina (WANG et al., 2015; YACUBIAN; CONTRERAS-
CAICEDO; RIOS-POHL, 2014). O Levetiracetam apenas recentemente esteve
disponivel no SUS e a Vigabatrina, embora disponivel, tem um perfil bastante
estreito de indicagdes. A dificuldade é ainda maior quando o tratamento depende
de formulagdes endovenosas, como entre pacientes criticos com estase gastrica
ou entre os pacientes em estado de mal epiléptico. Isso porque apenas quatro
MACs séao disponiveis em apresentagao endovenosa no Brasil (PHT, PB, LCM
e benzodiazepinicos). Neste cenario, uma ferramenta que possa auxiliar na
prevencao das RCA, seja o primeiro episddio ou os seguintes, trara um beneficio
em seguranga ao paciente muito além da redugdo da morbi-mortalidade do

quadro cutaneo.

2.2 Reagao Cutanea Adversa (RCA) - fenétipos clinicos associados aos
MACs

1) Exantema maculopapular
O exantema maculopapular (EMP) é a forma mais comum de RCA. Inicia-
se como maculas eritematosas e papulas simétricas em membros, tronco ou

regiao intertriginosa que podem confluir e se tornar difusas, por vezes formando
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placas. Pode ser acompanhado de prurido, febre baixa e leve eosinofilia (PETER
et al., 2017). Em oposigdo a SJS/NET, ndo ha descolamento de pele ou
envolvimento de mucosas, entretanto, algumas bolhas podem estar presentes
(HOETZENECKER et al., 2016). Alguns casos sao auto-limitados eventualmente
permitindo a continuidade do tratamento. O exantema maculopapular,
entretanto, € comum a todas as principais RCA e pode ser dificil distinguir o
quadro autolimitado de uma manifestagdo inicial de reagdes graves como
DRESS, SJS ou NET. A evolucgao é caracteristica e essencial ao diagnostico, um
periodo de sensibilizagdo de cinco a sete dias em geral é necessario, com inicio
das lesbes de oito a 14 dias e piora gradual ao longo da semana seguinte, ao
passo que as células reativas ao farmaco se expandem (BALAKIRSKI; MERK,
2017; HOETZENECKER et al., 2016; YOUNG; SHEAR, 2017). As diferencgas
entre as principais RCAs associadas a MACs estao apresentadas na Tabela 1,
as apresentagdes cutdneas das principais Reag¢des Cutdneas Adversas a

farmacos sdo mostradas na Figura 1.

Tabela 1 - Caracteristicas das principais RCAs associadas a MACs.

. Intervalo _. A s i
RCA Dermatoscopia tipico? Sintomas sistémicos Evolugao tipica
Madculas e papulas 5 3 14 dias Melhora em poucos dias
Exant simétricas. Febre baixa apos suspensdo do
xantema . .
maculo Inicio: 6al2hse farmaco
papular a. Tronco ou sensibil- Alguns autolimitados,
b. Extremidades ou zagdo Eosinofilia leve sem necessidade de
c. Intertriginoso prévia suspensdo do farmaco
_40° Piora inicial do
Exantema maculopapular Febre 38-40°C ,
difuso, inicio cefdlico Linfad i exantema apos
’ 3 semanas Infadenopatia suspensdo do farmaco
DRESS . . -
Edema periorbitario e facial a 3 meses Eosinofilia N .
. . . Duracdo > 15 dias.
Pode evoluir para dermatite Hepatite
esfoliativa grave Infecgdo viral
Maculas difusas Febre Pode evoluir com perda
Lesdes planas em alvo atipico Odinofagia visual, complica¢des
Necrdlise epidérmica com ; . uroginecologicas,
SJS/NET g n 5a28dias Ardéncia ocular doenca respiratéria
descolamento cutaneo ¢ p
. R ) cronica e lesGes
Acometimento mucoso Dor cutanea difusa

desfigurantes.
Sinal de Nikolsky

FONTE: (O AUTOR, 2021)
a - Intervalo tipico entre inicio do farmaco e inicio das lesdes
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2) DRESS

A forma mais comum de RCA grave € o DRESS, também chamado de
Sindrome da hipersensibilidade induzida por droga. Esta condi¢cdo apresenta-
se como exantema generalizado, febre > 38°C e sintomas sistémicos. O inicio
dos sintomas é tipicamente tardio e ocorre entre trés semanas a trés meses
apos o inicio do farmaco (SHIOHARA; KANO, 2017). O exantema é
maculopapular, comumente inicia-se em rosto e tronco superior, tornando-se
gradativamente confluente e generalizado. Edema periorbitario e facial sdo
sinais comuns e se o farmaco nao for retirado pode-se observar evolugao para
dermatite esfoliativa grave e eritrodermia (SHIOHARA; KANO, 2017). Bolhas
podem estar presentes, sobretudo em punhos e o acometimento de mucosas,
quando ocorre, € leve. A febre ocorre em cerca de 90% dos pacientes e pode
preceder o inicio dos sinais cutdneos em dias ou semanas, frequentemente
confundindo o diagndéstico com uma etiologia puramente infecciosa
(KARDAUN et al., 2013; SHIOHARA; KANO, 2017). Outros sinais e sintomas
como prurido, dor cutanea, disfagia e linfadenopatia também podem preceder
o exantema e desviar o diagnéstico inicial (KARDAUN et al., 2013), atrasando
a suspensdao da medicacdo agressora. Ademais, esta sindrome esta
fortemente associada a reativacdo de virus da familia herpesvirus,
particularmente Herpesvirus Humano 6 e 7, citomegalovirus e Epstein-Barr
virus mas também herpes simplex e varicela zoster, adicionando novos fatores
confusores ao diagnostico de DRESS (AOTA et al., 2009; HIRAHARA et al.,
2010; SEISHIMA et al., 2006; SHIOHARA et al., 2015; SUZUKI et al., 1998;
TOHYAMA et al., 1998).

Em um brago do RegiSCAR, um registro multinacional prospectivo
sobre formas graves de RCA, 174 casos possiveis ou provaveis de DRESS
foram encontrados ao longo de seis anos (KARDAUN et al., 2013). Neste
trabalho a linfadenopatia foi encontrada em 54% dos pacientes. A
linfadenopatia foi iniciada principalmente na primeira semana apds o
exantema mas também foi encontrada de 10 dias antes a mais de 20 dias apos
o inicio do mesmo. Todos os pacientes apresentaram alteragcdes
hematoldgicas, sendo a eosinofilia >700uL a mais comum, presente em 95%
dos pacientes. O exantema ocorreu em todos os pacientes e suas principais

carateristicas foram tipo maculopapular (85%) com acometimento de mais do
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que 50% da superficie corporal (79%), acompanhado de edema facial (76%)
e com duragdo superior a 15 dias (92%) (KARDAUN et al., 2013). O
acometimento de mucosa ocorreu em 56% dos casos, sendo as mucosas oral
e labial as mais afetadas. Ao todo, 91% dos pacientes apresentaram
envolvimento sistémico, sendo figado, rins e pulmdes os sitios mais afetados.
Os principais farmacos responsaveis por DRESS neste estudo foram os MACs
aromaticos (35%) e a comorbidade mais frequente foi a epilepsia (20%)
(KARDAUN et al., 2013).

Embora o primeiro caso de DRESS tenha sido descrito em 1950
(CHAIKEN; GOLDBERG; SEGAL, 1950) um consenso sobre os critérios
diagndsticos ainda néo foi estabelecido. Entre 1996 e 2007 as trés propostas
de critérios diagndsticos mais aceitas até hoje foram publicadas (BOCQUET;
BAGOT; ROUJEAU, 1996; KARDAUN et al.,, 2007; SHIOHARA; INAOKA;
KANO, 2006). Os critérios de Bocquet e de Kardaun mostraram-se
equivalentes porém aqueles estabelecidos por Shiohara sdo mais restritos e
portanto apresentam uma sensibilidade inferior ao dos dois anteriores (DONG-
HYUN et al., 2014). O ANEXO 1 mostra os diferentes critérios diagnosticos
propostos por estes grupos. Embora muito se tenha avangcado no
conhecimento da fisiopatologia desta sindrome incluindo a consolidagao do
papel da reativacdo de diversos virus e nado apenas HHV-6, nenhuma
atualizacao destes critérios foi estabelecida desde entao.

O grupo limitado de farmacos associados a DRESS originalmente
descrito por Shiohara et al era composto por dapsona, salazosulfapiridina,
alopurinol, minociclina, mexiletina, fenitoina, fenobarbital e carbamazepina
(SHIOHARA; INAOKA; KANO, 2006). A lista de medicagbes associadas a esta
sindrome expandiu-se desde entdo, entre os MACs, admite-se que a
lamotrigina e a oxcarbazepina também sao medicagdes altamente associadas
a esta entidade (CRIADO et al., 2012; KARDAUN et al., 2013; SHIOHARA,;
KANO, 2017). Os farmacos mais frequentemente associados ao DRESS,
entretanto, continuam sendo os MACs aromaticos e entre estes, o campeéo é
a carbamazepina (CACOUB et al., 2011; CRIADO et al., 2012; KARDAUN et
al., 2013).
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3) O espectro SJS/NET

O termo SJS/NET refere-se a um espectro de desordens com necrose
epidérmica, (MAVERAKIS et al., 2017) causadas em mais de 90% dos casos
pelo uso de farmacos (WHITE et al., 2018). A separagao entre SJS e NET se
da pela proporcao de descolamento cutaneo, com acometimento de até 10%
da area de superficie corporal (ASC) na primeira e acima de 30% na segunda.
Nos casos em que o descolamento cutdaneo acomete entre 10 a 30% da ASC
considera-se a existéncia de uma sobreposi¢éo entre SJS e NET (ROUJEAU;
STERN, 1994). Esse descolamento cutaneo ocorre devido a morte das células
epidérmicas, uma caracteristica que permitiu, nos idos da década de 70, que
a NET fosse oficialmente distinguida da sindrome da pele escaldada
estafilocécica (LYELL, 1979), 23 anos ap6s a sua descrigao pelo mesmo autor
(LYELL, 1956). Ja naquela época a eminente participagdo dos MACs na
etiologia desta sindrome era reconhecida (LYELL, 1979).

Embora os critérios diagnosticos para SJS/NET ainda sejam matéria de
discussao, € consenso que esta sindrome seja mais comumente causada por
farmacos, sobretudo os iniciados de quatro a 28 dias antes do inicio dos
sintomas (MAVERAKIS et al., 2017). Sintomas como febre, angina faringea,
tosse e queimacéao ocular podem preceder os sintomas cutdneos em um a trés
dias e dor do tipo queimacao ou prurido podem ser os primeiros sintomas
cutaneos (MAVERAKIS et al., 2017). O descolamento cutaneo e a presencga
de acometimento mucoso estdo presentes em todos os pacientes. O
envolvimento hepatico, entretanto, € menos comum na SJS/NET do que no
DRESS (DEVARBHAVI; RAJ, 2018).

Caracteristicamente, as lesdes cutadneas sao inicialmente irregulares e
discretas, tendem a coalescer com a evolucado e finalmente formar bolhas
flacidas com descolamento cutaneo (HO, 2008). Maculas difusas e ou lesdes
planas em alvo atipico, definidas por lesbes arredondadas, de bordas mal
definidas, com duas zonas e presenga eventual de bolha central sdo lesdes
tipicas e diferenciaveis das lesbes em alvo tipico com trés zonas
caracteristicas do eritema multiforme (BASTUJI-GARIN et al., 1993). O sinal
de Nikolsky, caracterizado pela separagdo entre derme e epiderme a

digitopressao lateral, é caracteristico porém n&o patognoménico destas
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sindromes e pode estar presente mesmo quando o exantema nao € bolhoso
(HO, 2008). Seja apds o rompimento da bolha ou por descolamento cutaneo
secundario a friccdo da pele na movimentacdo do paciente, a epiderme
necrotica solta-se, deixando uma area de derme avermelhada e exudativa
exposta.

O acometimento mucoso frequentemente ocorre em mais de um sitio e
pode envolver trato respiratério com dispneia hipoxia e hemoptise; digestorio,
com melena diarreia e necrose esofageana; renal, com hematuria e proteinuria
e genital (HO, 2008). Comumente esta sindrome evolui com sequelas
importantes, incluindo perda visual, complicagdes uroginecoldgicas, doenga
respiratoria cronica, depressao, sindrome do estresse pos-traumatico, lesdes
cutaneas desfigurantes e dolorosas, diminuicdo das escolhas terapéuticas
para a doenga de base e diminuicdo da expectativa de vida (WHITE et al.,
2018).

Embora a reagdo imunomediada a um farmaco recentemente
introduzido seja a principal etiologia do SUIS/NET, nem todos os farmacos tem
um alto potencial para desencadear este quadro. Ha cerca de uma década um
algoritmo para determinar associagao de causalidade entre droga e necrolise
epidérmica foi desenvolvido (ALDEN) (SASSOLAS et al., 2010). Os critérios
usados neste algoritmo incluem tempo entre inicio da droga e inicio do
exantema; farmaco em uso no dia inicial do exantema; resposta a suspensao
do farmaco ou sua reintrodugao; notoriedade da associagao entre droga e
necrolise epidérmica e presenga de outras causas (ANEXO 2). Neste
algoritmo, os MACs carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primidona e
lamotrigina classificam-se entre os farmacos fortemente associados a
necrolise epidérmica (pontuagdo +3), enquanto a oxcarbazepina é
considerada associada (pontuagao +2). O demais MACs estdo nos grupos de
suspeitos (pontuagao +1), desconhecidos (pontuagdo 0) ou ndo suspeito
(pontuacgéo -1) (SASSOLAS et al., 2010). Em um estudo que avaliou o risco
de desenvolvimento de SUS/NET entre novos usuarios de MACs a lamotrigina
(risco absoluto de 49,69/100.000 CI 25,8-95), a fenitoina (risco absoluto de
45,8/100.000 CI 19-110) e a carbamazepina (risco absoluto de 23,2/100.000
Cl 14-38) foram os MACs mais associados ao desenvolvimento de SJS/NET

(JICK et al., 2017). Por outro lado, nao foi possivel estabelecer uma relagao
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causal definitiva entre o inicio de valproato, gabapentina, pregabalina e
clobazam e n&o foram observados casos de SJS/NET entre usuarios de

levetiracetam, clonazepam ou topiramato (JICK et al., 2017).

2.3 O Sistema HLA

O Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC — Major
Hystocompatibility complex) € uma regidao do genoma de todos os vertebrados
com mandibula e codifica os principais componentes do sistema imunoldgico.
Sua principal caracteristica € conter genes altamente polimoérficos para a
codificagdo de diversas moléculas apresentadoras de antigenos
(TROWSDALE; KNIGHT, 2013). Essas moléculas ligam-se aos peptideos
gerados a partir de patdégenos infectantes ou de células proprias alteradas e
os apresentam ao sistema imunologico (ROBINSON et al., 2020).

Nos seres humanos, o MHC é referido como sistema HLA (Human
Histocompatibility Antigens). Os genes deste sistema sao estaveis quanto sua
estrutura e organizagao. A regido genémica do sistema HLA, com cerca de
quatro milhdes de bases de comprimento, esta localizada no cromossomo 6
(6p21.3) e é considerada o complexo génico mais polimérfico do genoma
humano (HOWELL; CARTER; CLARK, 2010). Seu nivel de diversidade foi
descrito como  ‘hiperpolimérfico’ em vez de simplesmente polimoérfico
(ROBINSON et al., 2017). Esse extenso polimorfismo dos genes HLA entre
populagdes foi resultante de pressdes seletivas, incluindo adaptacgbes
funcionais, principalmente de bactérias, virus e parasitas (HORTON et al.,
2004).

O sistema HLA contém 220 genes (HORTON et al., 2004) e
compreende 27.000 alelos descritos (ROBINSON et al., 2015) (Tabela 2)

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). A regido que contém os genes

HLA pode ser subdividida em classe | estendida, classe | classica, classe lll,
classe Il estendida e classe Il classica (MUNGALL et al., 2003). A
complexidade desta regido ndo se deve apenas a sua diversidade, mas
também ao seu desequilibrio de ligagdo (DL). O DL é definido como a
associagao nao aleatoéria de polimorfismo vizinhos, isto €, a diferenca entre a

frequéncia observada de combinagdes dos alelos e a frequéncia esperada sob
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transmissao aleatéria. As frequéncias de DL sdo modeladas por pressao
seletiva, desvio genético, acasalamento n&o aleatério, eventos de
recombinacdo e efeito genético compartilhado entre alelos (AHMAD et al.,
2003; GOODIN et al., 2018).

Tabela 2 - Numero de alelos descritos para o gene do MHC humano (HLA).

HLA-I

Gene A B C E F G
Alelos 5266 | 6537 | 5140 43 44 69

HLA-I PSEUDOGENES

Gene H J K L P S T u \Y% W
Alelos 12 9 6 5 5 7 8 5 3 11 3
HLA-II

Gene DRA | DRB1 | DRB3 | DRB4 | DRB5 | DQA1 | DQB1 | DPA1 | DPB1 | DMA | DMB | DOA |DOB

Alelos 7 2581 | 305 153 122 183 | 1718 | 132 | 1449 7 13

HLA-Il PSEUDOGENES

Gene DRB2 | DRB6 | DRB7 | DRB8 | DRB9 | DPA2 | DPB2
Alelos 2 4 3 2 7 5 6

OUTROS GENES NAO-HLA

Gene HFE MICA | MICB | TAP1 | TAP2
Alelo 6 109 47 12 12
FONTE: (ROBINSON et al., 2020)

Cada individuo possui dois conjuntos de alelos do complexo MHC, cada
um esta presente em um de seus cromossomos 6 e € chamado de haplétipo
do MHC (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os genes do MHC séo
expressos de modo codominante, ou seja, cada individuo expressa ambos os
alelos herdados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Entre os loci MHC-I e Il, encontram-se, além dos genes envolvidos em
fungdes metabdlicas nédo imunes, os genes para componentes do
complemento, genes reguladores da resposta imune, como os envolvidos na
cascata inflamatéria ou ativacéo de células natural-killers (NK), associados a
resposta ao estresse, a maturagcdo leucocitaria, ao processamento de
antigenos e pertencentes a moléculas da superfamilia das imunoglobulinas
(KELLY; TROWSDALE, 2017; ROBINSON et al., 2015). Essa regido também
ja foi chamada de MHC-III (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

12 13
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O numero de alelos HLA nomeados pelo Comité de Nomenclatura da
OMS para alelos do sistema HLA e incluidos no banco de dados IPD-
IMGT/HLA, mostram um aumento continuo de novos alelos identificados tanto
para a classe | quanto para a classe Il nos ultimos 30 anos. A descoberta de
novos alelos continua a aumentar com o uso das tecnologias de
sequenciamento de nova geragdo (NGS, New Generation Sequencing). Nos
primeiros trés meses de 2019 foram nomeados um numero maior de alelos do
que aqueles nomeados no século passado (ROBINSON et al., 2020).

As moléculas HLA de classe | estdo presentes na superficie de
praticamente todas as células nucleadas e apresentam antigenos
intracelulares para as células T CD8+, também chamados de linfocitos T
citotoxicos (LTc). Por sua vez, as moléculas HLA de classe |l sdo encontradas
apenas nas células apresentadoras de antigeno especializadas (como
macrofagos, linfocitos B e células dendriticas) e apresentam antigenos
extracelulares para células T CD4+, também chamados de linfécitos T helper
(LTh) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; WIECZOREK et al., 2017). Essas
moléculas s&o pobremente expressas no sistema nervoso central (ROMO-
GONZALEZ; CHAVARRIA; PEREZ-H, 2012).

Algumas caracteristicas estruturais sdo comuns entre as moléculas
HLA de classe | e Il. Ambas sdo constituidas por uma fenda de ligagao a
peptideos, um dominio tipo imunoglobulina (Ig) e dominios transmembrana e
citoplasmaticos. O peptideo a ser apresentado estabiliza a ligagdo entre as
cadeias alfa e beta das moléculas HLA e apenas uma molécula HLA montada,
contendo todos seus componentes pode ser expressa na superficie celular.

As duas paredes da fenda de ligagao a peptideos sao constituidas por
a-hélices pareadas que repousam sobre uma base de oito cadeias de folhas
B (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). As a-hélices e folhas 3 sdo os residuos
polimdrficos variantes dentro de diferentes alelos do HLA e que se ligam ao
peptideo a ser apresentado as células T. As células T interagem tanto com o
peptideo apresentado quanto com as a-hélices da molécula de HLA (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O dominio tipo Ig sdo porgdes nao polimérficas do HLA e ligam-se, de

acordo com a sua classe, as moléculas CD4 ou CD8 das células T.
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As moléculas HLA de classe | (Figura 2-A) sdo compostas por uma
cadeia a (cadeia alfa pesada, formada pelos segmentos a1, a2 e a3) ligada a
microglobulina B2 ndo polimérfica (cadeia beta leve). Os segmentos a1 e a2
sdo polimorficos e formam a fenda de ligagao a peptideos. Tanto o segmento
a3 quanto a porgao microglobulina 2 ndo s&o polimorficos, dobram-se
formando um dominio tipo Ig que interage com a molécula CD8 e séao
invariantes entre todas as moléculas da classe |. O segmento a3 continua-se
em uma porgao transmembrana e uma intracelular que ancoram a molécula
na membrana plasmatica. A microglobulina B2 ndo é codificada por um gene
presente no MHC (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

As moléculas HLA de classe |l (Figura 2-B) possuem uma cadeia a e
uma 3, ambas codificadas pelo MHC; cada cadeia possui dois segmentos (a1,
a2, B1 e B2). Os segmentos a1 e B1 sédo polimorficos e compde a fenda de
ligacéo ao peptideo. Os segmentos a2 e 32 sdo n&o polimorficos, ou seja, ndo
variam entre alelos de um gene da classe Il. Estes segmentos dobram-se em
dominios de Ig para ligar-se a proteina CD4, continuam-se em residuos
transmembranares e terminam em curtas caudas citoplasmaticas (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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Figura 2 - Apresentacao de antigenos pelas moléculas de HLA das classes |

e ll.

FONTE: (O Autor, 2021)

Legendas: A- Apresentacdo de antigeno pela molécula de HLA da classe — | ao
receptor da célula T (TCR): A fenda de apresentacdo de antigenos é composta pelos
segmentos polimorficos a1 e a2 e intimamente ligados (aqui representados como uma unica
unidade), o segmento a3 continua-se como uma porgao transmembrana e junto com a
unidade B2 interage com a molécula CD8 presente nos linfocitos T citotdxicos. A molécula de
HLA-I esta presente na superficie de praticamente todas as células nucleadas e apresentam
antigenos intracelulares. B - Apresentagédo de antigeno pela molécula de HLA da classe — Il
ao receptor da célula T (TCR): a molécula € composta por quatro segmentos, a1 e p1
compdem a fenda de apresentac¢ao de antigenos enquanto a2 e 2 ancoram-se na membrana
das células apresentadoras de antigeno além de ligar-se a proteina CD4 dos linfocitos T helper
ao apresentarem antigenos extracelulares.

2.3.1 Moléculas HLA de classe |: processamento e apresentagao de

antigenos.

As moléculas HLA de classe | classicas dos /loci, HLA-A, HLA-B e HLA-
C apresentam afinidades por peptideos diferentes, porém apresentam uma via
comum para seu processamento e apresentagao. Inicialmente, os antigenos
do patdgeno intracelular sdo degradados a peptideos pelo proteasoma, uma
protease citoplasmatica. A acao desta enzima pode ser influenciada pela
presenca de interferons ou de acordo com a célula hospedeira, aumentando a
producao de peptideos com aminoacidos C-terminal e, portanto, a afinidade
do pepetideo com a molécula HLA.

A seqguir, estes peptideos sao translocados até o reticulo
endoplasmatico pelo transportador associado a processamento de antigeno

(TAP). O TAP humano transporta principalmente peptideos com 8 a 11
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aminoacidos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; ANDROLEWICZ;
CRESSWELL, 1996). Aminoacidos longos demais podem ser podados em
seu terminal amino pelas peptidases ER ERAP1 e ERAP2 (CHEN et al., 2016).
Dentro do endossomo, o peptideo também pode ser fragmentado pela IRAP
(aminopetidase regulada pela insulina), esta enzima esta associada a
apresentacao cruzada de antigenos (SAVEANU et al., 2009).

O acoplamento do peptideo a molécula HLA ocorre apos a ligagéo da
chaperona tapasina ao complexo TAP-peptideo. Os peptideos com maior
afinidade a tapasina terdo maior chance de selecdo. Na sequéncia, a tapasina
liga-se a molécula de HLA, a for¢ca de interagdo molecular resultante determina
a abertura da fenda de ligagdo peptidica e liberagdo do peptideo ligado a
tapasina. Peptideos com alta afinidade pela molécula HLA ligam-se a ela
fortemente. Ao se ligar a molécula HLA o peptideo perde sua ligagdo com a
tapasina, o que resulta no fechamento da fenda da molécula HLA e liberacao
da tapasina (FISETTE et al., 2016). Com a montagem completa da molécula
HLA e seu acoplamento ao peptideo, essa torna-se suficientemente estavel e
€ direcionada a superficie celular para apresentagao do antigeno.

As moléculas HLA nao classicas de classe | HLA-E, HLA-F e HLA-G
apresentam polimorfismo limitado e possuem outras funcdes de sinalizagao
além da apresentacéao de antigeno (KELLY; TROWSDALE, 2017). A molécula
HLA-E pode prevenir a morte celular intermediada por células natural-killer
(NK) ou sinalizar infec¢do viral através da diminuicdo de sua expressédo na
superficie celular (sinal conhecido como “missing-self”’). A molécula HLA-G
esta associado a tolerancia do organismo materno ao feto ao influenciar a
funcao de células NK. Pouco se conhece sobre a funcdo da molécula HLA-F,
algumas hipdteses as relacionam a apresentagdo cruzada e ativagado de
células NK (BURIAN et al., 2016).
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2.3.2Moléculas HLA de classe Il: processamento e apresentagao de

antigenos.

As moléculas HLA de classe Il classicas, HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR
apresentam principalmente antigenos extracelulares. Estes antigenos sé&o
endocitados e posteriormente degradados nos endossomos por proteases
especificas. Estes endossomos terminam por fundir-se em lisossomos ricos
em moléculas HLA de classe Il chamados de MIIC (compartimento do HMC-
[I). Os MIIC contém todos os componentes necessarios para a associagao
peptideo e molécula HLA de classe Il: as proteinases necessarias, as
moléculas HLA de classe Il, a cadeia invariante (li) e o HLA-DM (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

As moléculas HLA de classe |l sédo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico e transportadas aos endossomos com suas fendas de ligagéo
do peptideo ocupadas pela cadeia li (THIBODEAU; MOULEFERA;
BALTHAZARD, 2018). A cadeia li promove o dobramento correto e a
estabilizagdo da molécula HLA de classe Il até sua ligagdo ao peptideo a ser
apresentado (THIBODEAU; MOULEFERA; BALTHAZARD, 2018). No
endossomo, a cadeia li é clivada por proteases a um peptideo de cadeia
invariante associado a classe Il (CLIP). Em seguida, o CLIP é removido
através da molécula HLA-DM, que né&o é polimdrfica, € codificada pelo MHC e
tem uma estrutura semelhante as moléculas HLA classicas de classe II. A
molécula HLA-DM proporciona a substituicdo do CLIP por peptideos que
tenham maior afinidade pela fenda (MELLINS; STERN, 2014). A atividade da
molécula HLA-DM é moderada pela molécula HLA-DO, que tem uma estrutura
semelhante as moléculas HLA-DP, DQ e DR e que influencia o repertério de
peptideos a ser apresentado pelas moléculas HLA de classe Il (GUCE et al.,
2013). Apds sua devida acomodacao na fenda, o peptideo pode ser clivado

ao seu tamanho final, normalmente de 10 a 30 aminoacidos.

2.4 Interagao farmaco- molécula HLA-linfécitos T

Farmacos sao haptenos, moléculas consideradas pequenas demais

para serem processadas e apresentadas pelas moléculas HLA (CHEN et al.,
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2018). Quatro mecanismos foram propostos para explicar a interagao entre os

farmacos, a molécula HLA e a resposta das células T: a) Hapteno/pro-hapteno,

b) Conceito p-i; c) Alteragdo de repertorio de peptideos e d) Alteragcdo de

repertdrio dos receptores das células T.

1)

2)

3)

Hapteno/pro-hapteno (Figura 3- A)

De acordo com este mecanismo, o farmaco ou seu metabdlito
(hapteno/pro-hapteno) sado muito pequenos para serem
imunogénicos, porém ao se ligarem a uma proteina endégena ou
peptideo, geram um produto haptenizado capaz de ativar a resposta
imune. Este produto € processado como antigeno e apresentado
pela molécula HLA (POHL et al., 1988). Este mecanismo ja foi
demonstrado em reagdes imunomediadas a penicilina (LEVINE;
OVARY, 1961) e ao sulfametoxazol (NAISBITT et al., 2001).

Conceito p-i (interagdo farmacolégica com os receptores imunes,
Figura 3- B. Nesta situagdo, o farmaco nao é processado como
antigeno, mas ativa a resposta celular T ao ligar-se de forma néo
covalente ou ao préprio receptor da célula T (p-i direta), como se
fosse o alvo de sua agao, ou se ligar a molécula HLA (p-i indireta).
O tipo de peptideo ligado a molécula HLA e processado como o
antigeno nao parece ser relevante (SCHNYDER; PICHLER, 2009).
Esse mecanismo pode ser o responsavel em casos de
hipersensibilidade de inicio rapido, ja que o farmaco nao precisa ser
processado como antigeno para determinar a resposta imune
celular (BHARADWAUJ et al., 2012). Esse mecanismo também ja foi
demonstrado para o sulfametoxazol (SCHNYDER et al.,, 1997;
ZANNI et al.,, 1998), lidocaina (ZANNI et al.,, 1998), lamotrigina
(NAISBITT et al., 2003a) e para a carbamazepina, em associagao
com a molécula HLAB*15:02 (WEI et al., 2012).

Alteragao de repertorio de peptideos (Figura 3- C).
Segundo este mecanismo, o farmaco liga-se a fenda de ligagédo do

peptideo, alterando sua conformacéao estrutural, de forma a criar o
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equivalente a um novo alelo HLA. Como consequéncia, a nova
molécula HLA passara a ter uma maior afinidade com um conjunto
diferente de peptideos, alterando o repertdrio de peptideos a serem
apresentados (OSTROV et al.,, 2012). Esta interagcdo ja foi
demonstrada entre o abacavir e a molécula HLA-B*57:01 (OSTROV
etal., 2012) e para o 10,22-epdxido de carbamazepina e a molécula
HLA-B*15:02 (SIMPER et al., 2018).

4) Alteracao de repertério de receptores de células T (Figura 3- D).
O farmaco interage diretamente com o receptor da célula T (TCR),
sem a participacdo da molécula HLA. Apds esta interagdo, o
farmaco altera a conformacao do TCR de forma que este passa a
reconhecer como nao proprios os peptideos proprios apresentados
pela molécula HLA (CHEN et al., 2018).

Figura 3 - Mecanismos de interagdo entre farmaco e molécula de HLA.
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FONTE: O Autor (2021)

Legendas: A molécula de HLA esta representada em verde e o TCR, em rosa. Os
peptideos a serem apresentados em laranja e os farmacos em vinho. A- Hapteno/pro-
hapteno: o farmaco liga-se a proteina a ser apresentada. B — Conceito p-i: i farmaco liga-se
diretamente ao HLA em um sitio que interfere na ligagdo ao TCR. C — Alteragéo de repertorio:
o farmaco liga-se a fenda de ligagao de peptideo, modificando o pepetideo que é apresentado
pela molécula de HLA e D: Alteragéo de repertorio de TCR: o farmaco liga-se diretamente ao
TCR, modificando os peptideos apresentados pela molécula de HLA que séo reconhecidos
pelos linfocitos.
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Além da forma de interagao entre o farmaco e a molécula HLA, outros
elementos inerentes as reagdes de hipersensibilidade sdo determinantes para
que o quadro evolua para uma reagao cutanea a droga e culmine ou ndo em
seus fenodtipos graves. A forma de metabolizagdo do farmaco, a linhagem de
linfécitos T recrutados, a presenca de proteinas com afinidade ao farmaco ou
a seu metabdlito e a forma de regulacéo do sistema imune sdo algumas das
variaveis determinantes do quadro. E possivel que a variacdo destes
elementos explique também por que a relacao entre o sistema HLA e RCA nao

€ universal, mas sim restrita a determinados grupos étnicos.

2.5 MACs e RCA.

Muitos farmacos sao reativos a proteinas e podem ligar-se a molécula
HLA. Alternativamente quem se liga a molécula HLA & o metabdlito reativo do
farmaco. Entre os MACs, aqueles que contém ao menos um anel aromatico
em sua férmula molecular estao significativamente associados a maior risco
de reacao do tipo | (ROR 2,15; 95% CI 1.23, 3,78) e do tipo IV (ROR 6,06; 95%
Cl 3,41, 10,75) (HANDOKO et al., 2008). Sugere-se que esta associagao
deva-se a imunogenicidade de metabdlitos intermediarios como terminais 5-
carboxamidas do anel triciclico (WEI et al., 2012) e ao éxido de areno comum
a estes farmacos (SPIELBERG et al.,, 1981). Nos casos em o metabdlito
reativo € o responsavel pela RCA, é possivel que a metabolizagdo da droga
ocorra no mesmo tecido afetado pela reagdo adversa, ja que a maior parte
destes metabdlitos apresenta meia vida curta (SHARMA et al., 2018). A
lamotrigina é um exemplo dos poucos farmacos comprovadamente
metabolizadas na pele (CHEN et al., 2010)

Os metabdlitos reativos, em sua maior parte, sdo formados por
oxidacao, sobretudo através da acdo das enzimas da familia do citocromo
P450 (CYPs). Embora a atividade destas enzimas na derme seja baixa,
algumas CYPs sao especificas da derme e nao apresentam expressao
hepatica (SHARMA; UETRECHT, 2014). As enzimas CYP1A1, 1B1 e 2E1 ja
foram identificadas nas células de Langerhans, as células dendriticas da
epiderme (BARON et al., 2008) e também em fibroblastos, melandcitos e

queratinécitos (SAEKI et al., 2002). Na derme, epiderme e especificamente
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em queratinocitos, outras enzimas metabolizadoras além das CYP ja foram
encontradas, como as sulfotransferases, N-acetiltransferases, UDP-
glucoroniltransferases e flavin monoxigenase (HU et al., 2010).

Desta forma, os metabdlitos reativos conjugados a proteinas
intracelulares especificas deste tecido poderiam ser apresentados pela
molécula HLA de classe | das células epiteliais onde foram metabolizados.
Isso iniciaria uma cascata inflamatoria direcionada a este tecido.
Alternativamente, a droga poderia ter uma afinidade intrinseca a proteinas ou
peptideos especificas da pele apresentadas pela molécula HLA, ativando a
cascata imune de acordo com outros modelos de interacdo farmaco-HLA-LT.
Além disso, é possivel que as peculiaridades da resposta imunoldgica inata e
adaptativa cutédnea sejam reguladas pelo proprio queratinécito, uma célula
apresentadora de antigenos “nao-professional” detentora de moléculas HLA
de classe Il (SHARMA; UETRECHT, 2014). Por fim, apds a interagdo do
farmaco com a molécula HLA, uma cascata de eventos imunoldgicos incluindo
ativagao de LTc, LT regulatérios (LT-reg) e secrecao de citocinas inflamatérias

€ necessaria para o desenvolvimento de RCA.

2.6 Fisiopatologia

As reacdes de hipersensibilidade a farmacos sao principalmente
mediadas por reagdes imunoldgicas do tipo IV, de acordo com Gell e Coombs.
Os subtipos de reacao do tipo IV, de a IVa a IVd estao associadas a diferentes
apresentagoes clinicas das RCAs. O tipo IVa corresponde a uma reagao do
tipo Th1 cuja principal célula efetora € o macréfago, com secregdo de
interferon gama (IFN-y) e consequente resposta pro-inflamatéria através do
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-12 (IL-12). Por sua vez, o
tipo IVb associa-se a resposta do tipo Th-2 em que IL-4, IL-13 e IL-5 promovem
a expansao de células B e producéo de IgE e IgG4 bem como ativagédo de
eosindfilos. Nas reagdes do tipo 1Vc, a principal célula efetora é o linfécito T,
que exerce efeito citotoxico direto mediado por granulosina, granzima B e
receptores Fas. As reagdes do tipo IVd sdo mediadas pela IL-8 (CXCL8) e LT
produtoras de fator de estimulagcdo de colénias de granuldcitos-macréfagos
(BIRCHER, 2012; HOETZENECKER et al., 2016; PICHLER, 2007; PICHLER



44

et al.,, 2010). A fisiopatologia basica das principais RCA, de acordo com a
classificagao de Gell e Coombs esta resumida na Tabela 3.

Tabela 3 - Fisiopatologia basica das principais RCAs.

Gell-Coombs Tipo IVa Tipo IVb Tipo IVc Tipo IVd
LTh1 LTh2 LTe LT
Mecanismo ) ) ) (Perforina/granzima (CXCLS, IL17, GM-
(IFN-y e TNFa) (IL-5, IL4/IL-13) B, granulosina, Fas) CSF)
HLA-I (antigeno Antigeno soluvel
Antigeno Estimulacao direta do LT ou através do  intracelular) ou (via HLA ou
g HLA estimulacao direta estimulacao direta
doLT do LT)
Células Macrofagos Eosindfilos neutrdéfilos
efetoras

[ARAN

Exantema Exantema
DRESS bolhoso pustular
(SJS/NET) (PEGA)

RCA Eczemade Exantema
contato maculopapular

(FONTE: Adaptado de HORCAJADA-REALES; PULIDO-PEREZ; SUAREZ-
FERNANDEZ, 2016; LERCH; PICHLER, 2004)

Frequentemente varios destes mecanismos imunolégicos ocorrem
juntos ou em sequéncia, sendo que o mecanismo predominante determina a
forma de apresentacdo da RCA (HOETZENECKER et al., 2016; LERCH,;
PICHLER, 2004). Assim, o exantema maculopapular pode ser a unica
manifestagcdo da RCA ou ser um sinal inicial de suas formas mais graves,
como SJS, NET ou DRESS. Da mesma forma, os fenétipos de RCA também
podem apresentar sobreposi¢do clinica (CASAGRANDA et al., 2017;
GARCIA-GUTIERREZ et al., 2019; HORCAJADA-REALES; PULIDO-PEREZ;
SUAREZ-FERNANDEZ, 2018; PINTO GOUVEIA et al., 2016), sugerindo a

ocorréncia concomitante de mais de um mecanismo imunoldgico.
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2.6.1 SJS/NET (Sindrome de Stevens-Johnson e Necrdlise Epidérmica
Toéxica)

A morte de células epidérmicas ocorre por necrose e apoptose com
consequente alteracdo morfolégica e da adesdo entre queratindcitos que
culmina com a separagdo entre derme e epiderme (KINOSHITA; SAEKI,
2016). Este processo ocorre predominantemente através da agédo de LTc,
monadcitos/macrofagos e células NK. Histologicamente, a SJS/NET é
caracterizada pela presenca de bolhas subepidérmicas associadas a areas de
necrose epidérmica confluente porém com pobre infiltrado linfocitico
perivascular (ORIME, 2017). O baixo numero de LTc encontrados em bidpsias
cutaneas de pacientes com SJS/NET sugere que a intervencgéo de mediadores
soluveis pode ser essencial para a amplificacdo da apoptose de queratindcitos
(NASSIF et al., 2004).

A apoptose, por sua vez, pode ser iniciada de forma intrinseca ou
extrinseca. A forma intrinseca é ativada por metabdlitos toxicos eletrofilicos
produzidos pelo queratindcito levando a dano mitocondrial, producdo de
espécies reativas de oxigénio e TNFa (KINOSHITA; SAEKI, 2016). A via
extrinseca é secundaria a agao dos linfécitos T incluindo interagao ligante Fas-
FasL, a via da perforina-granzima B e a via induzida por granulosina
(KINOSHITA; SAEKI, 2016).

A morte dos queratindcitos através da liberagdo de granulosina por
linfocitos citotoxicos e células NK € um mecanismo particularmente importante
na SJS/NET (CHEN et al., 2018). Além disso, a concentragao de granulosina
e IL-15 estiveram correlacionadas com a gravidade da SJS/TEN, a IL-15
esteve associada a mortalidade (SU et al., 2017).

O receptor para morte celular FasL é expressado por LTh e NK e
queratinécitos (KINOSHITA; SAEKI, 2016). A FasL liga-se a proteina Fas na
membrana da célula alvo, induzindo a apoptose (TOHYAMA; HASHIMOTO,
2012). Queratindcitos e células mononucleares também produzem sFasL,
uma proteina citotoxica soluvel que induz apoptose ao ligar-se a Fas na
membrana da célula alvo. O aumento de sFAsL ja foi detectado no soro de
pacientes que evoluiram para SJS/NET (MURATA; ABE; SHIMIZU, 2008;
STUR; KARLHOFER; STINGL, 2007) ou exantema maculopapular (STUR;
KARLHOFER; STINGL, 2007), mas ndao em pacientes com exantema viral
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(STUR; KARLHOFER; STINGL, 2007). Sua concentragdo € maior no fluido
das bolhas de pacientes com NET do que em pacientes queimados (NASSIF
et al., 2004). Por outro lado, sFasL também ja foi associado a desenvolvimento
de lesdo hepatica associada ao exantema e n&do a lesao cutanea em si
(TOHYAMA et al., 2009).

Perforina € uma proteina produzida por LTc e células NK. Ela se liga a
membrana celular da célula a ser executada e forma um complexo proteico
responsavel pela formagao de um poro através do qual as granzimas entram,
clivam as caspases e induzem apoptose (KINOSHITA; SAEKI, 2016). A
granulosina, por sua vez, € uma molécula com carga negativa secretada por
LTc, e células NK e NKT. Ao ligarem-se a membrana celular carregada
positivamente, a granulosina determina seu rompimento, a dano mitocondrial
e morte celular (TOHYAMA; HASHIMOTO, 2012).

Além de agao sobre o complexo HLA-TCR, o farmaco ou seu metabdlito
reativo ligado a proteina pode levar a leséo celular e a liberagdo de moléculas
de padrao associado a dano (DAMP - Damage-associated molecular patterns)
(SHARMA et al., 2018). Ao entrar em contato com os receptores Toll das
células dendriticas, as DAMP sao capazes de ativar os inflamassomos
(SHARMA et al., 2018). Por sua vez os inflamassomos levam a secregao das
interleucinas pro-inflamatérias IL-13 e IL-18 e possivelmente ao
desenvolvimento de exantema cutdaneo (WESTON; UETRECHT, 2014).
Citocinas pré-inflamatérias como Interferon gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a),(CAPRONI et al., 2006; NASSIF et al., 2004) interleucina
(IL)-10 e IL-18 (NASSIF et al., 2004) bem como IL-2, IL-5 e IL-13 (CAPRONI
et al., 2006) sdo encontrados em abundancia no fluido de bolhas de pacientes
com SJS/NET.

Estas vias possivelmente ocorrem em paralelo. Sugere-se que LTc
CD8+ ativados contra os farmacos através da interacdo com HLA-I secretem
INF-y, resultando na ativagao de queratindcitos. Por sua vez, os queratindcitos
tornam-se vulneraveis a apoptose mediada pelo HLA-I, perforina e granzima-
B. A liberagcdo de TNF-a e sFasL por outro lado, ativa os mecanismos
epidérmicos de defesa inata, contribuindo para a morte celular (NASSIF et al.,
2004).
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2.6.2DRESS (Reacao a Droga com Eosinofilia e Sintomas Sistémicos)

Embora o DRESS seja tradicionalmente considerado uma reagao do
tipo IVb, com predominio de atividade Th2, tanto linfécitos CD4+ quanto CD8+
s&o consideradas ceélulas efetoras nesta sindrome (NISHIO et al., 2007;
PETER et al., 2017).

A resposta citotoxica parece ser regulada por LT CD4+ FoxP3
residentes na pele, e esta linhagem celular limita a gravidade do quadro
cutaneo (PETER et al., 2017). Além disso, esses linfécitos modulam a agéo
dos LT CD8+ de memoria residentes no tecido (Trm), responsaveis por
esquadrinhar queratinécitos em busca dos antigenos virais aos quais foram
previamente ativados. Acredita-se que os CD8+ Trw, por sua vez, apresentam
uma alta reatividade cruzada a apresentacdo de antigenos de farmacos
(SHIOHARA et al., 2015). Enquanto a adequada modulagédo dos CD8+ Trm
contribui para um controle da carga viral, sua ativagdo excessiva pode levar a
um dano tecidual extenso. Por outro lado, a agcdo modulatéria dos CD4+ FoxP3
LTrec pode ser deletéria enquanto uma menor ativacdo de CD8+ Trwm contribui
para a sobrevida de virus invasores, levando a infecgao crénica ou reativacao
viral (SHIOHARA et al., 2015; SHIOHARA; KANO, 2017). Esse mecanismo &
compativel com a evolugao classica da sindrome, cuja apresentagao ocorre
tardiamente, em geral entre trés semanas a trés meses apds o inicio da
medicacdo e com recrudescimento das lesbdes cutaneas trés a quadro dias
apos a suspensao do farmaco (SHIOHARA et al., 2015). Esta piora paradoxal,
bem como a positividade de testes soroldgicos e de PCR, pode reforgar a
hipétese errbnea de infecgao viral como etiologia do exantema e da febre.

Observa-se, desta forma, um quadro caracterizado por pouca necrose
de queratinécitos, expansao de LT CD4+ FoxP3+ circulantes e na derme bem
como reativacao de infecgbes por herpes virus, particularmente HHV-6 e 7,
EBV e CMV (MORITO et al., 2014; PETER et al., 2017; PICARD et al., 2010;
TAKAHASHI et al., 2009) A resposta LTres, no entanto, pode esgotar-se,
facilitando o desenvolvimento de doengas autoimunes meses ou anos apos o
episédio de DRESS (SHIOHARA et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2009). Em
contraste, pacientes que evoluem para SJS/NET apresentam um defeito
funcional em LTreg, na fase aguda, com atividade CD8+ excessiva e extenso

dano tecidual, e recuperacao desta atividade apds resolugao clinica do quadro
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(TAKAHASHI et al., 2009). A reativagao viral, especificamente por Epstein Barr
virus foi observada em pacientes na fase aguda do SJS mas ndo de NET
(SHIOHARA et al.,, 2015), esse fendbmeno possivelmente esta ligado a
proporcao de atividade CD8+.

Picard et al. observou a reativacéo de infec¢des herpéticas em 76% dos
40 pacientes acometidos por DRESS. A reativacao viral neste estudo ocorreu
de forma dose dependente com a medicagcdo culpada. Nestes casos,
observou-se a presenga de LT CD8+ ativados contra antigenos herpéticos.
Esses linfécitos erroneamente atacavam multiplos érgéos, com secrecéo de
TNF-a e IFN-y tanto no sangue quanto nos o6rgaos alvo (PICARD et al., 2010).
Além disso, foi observado o aumento da transcricdo da IL-17, associada a
eosinofilia, linfocitose, linfadenopatia e acometimento pulmonar (PICARD et
al., 2010). In vitro, a reativagdo viral apds incubagdo com alupurinol,
carbamazepina ou sufametoxazol foi observada apenas em amostras de
sangue de pacientes acometidos por DRESS, mas n&o dos controles
saudaveis (PICARD et al., 2010).

O aumento dos niveis de IL-5 mediado por linfécitos T ativados,
eotaxinas e quimiocina ativada-regulada pelo timo (TARC/CCL17) sé&o
responsaveis pelo tipico recrutamento de eosindfilos (CHOQUET-
KASTYLEVSKY etal., 1998; MUSETTE; JANELA, 2017; OGAWA et al., 2013).
A degranulagao dos eosindfilos esta associada a lesdo de multiplos 6rgéaos,
particularmente figado, coracao e pulmao (MUSETTE; JANELA, 2017).

2.7 Farmacogendémica, medicina personalizada e RCA associada a
MAC.

A farmacogenética dedica-se ao estudo da variabilidade de resposta
a farmacos em decorréncia de genes especificos. Embora este termo tenha
sido cunhado na década de 50, por Vogel, (PIRMOHAMED, 2001) foi apenas
apés o mapeamento do genoma humano, nos anos 2000 que seu uso na
assisténcia médica foi vislumbrado mais concretamente (HINES;
MCCARVER, 2006). Concomitantemente, o termo farmacogendmica tem sido
cada vez mais presente na literatura médica, representando o estudo de varios

genes ou de todo o genoma sobre o efeito de cada farmaco. A introducéo da
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farmacogenética e da farmacogendémica alavancou o desenvolvimento da
medicina personalizada (HINES; MCCARVER, 2006; MIRSADEGH];
LARIJANI, 2017; TRENT et al., 2013; VALDES; YIN, 2016). Esta, por sua vez,
tem por objetivo uma abordagem terapéutica sob medida para um
determinado individuo, otimizando eficacia e seguranga do tratamento.

Neste contexto, a descricdo da associacdo entre a molécula HLA
B*15:02 e a ocorréncia de SJS desencadeada por carbamazepina em
chineses Han (CHUNG et al, 2004) foi um marco no estudo da
farmacogenética das RCA por MACs. Neste estudo, 100% dos pacientes
acometidos por SJS secundaria a carbamazepina possuiam a molécula HLA
B*15:02, contra trés porcento dos pacientes tolerantes a carbamazepina e
8,6% dos controles normais (CHUNG et al., 2004). Ao longo dos anos
seguintes a associagcdo entre esse alelo e a ocorréncia de SJS por
carbamazepina foi confirmada em outras populacbes entre os chineses
(CHONG et al., 2014; GENIN et al., 2014; SHl et al., 2017; WANG et al., 2011),
entre malaios (CHANG et al., 2011), indianos (MEHTA et al.,, 2009) e
tailandeses (LOCHARERNKUL et al., 2008). Por outro lado esta mesma
associagao nao foi observada em um estudo envolvendo europeus, no qual o
alelo B*15:02 so6 foi encontrado entre pacientes europeus de origem asiatica
(LONJOU et al., 2008). Lonjou sugeriu, entédo, que o alelo B*15:02 ndo € um
marcador universal de RCA por carbamazepina, mas sim restrito a
determinados grupos étnicos. A auséncia de associagdo entre SJS por
carbamazepina e o alelo B*15:02 entre outros grupos étnicos incluindo
europeus, japoneses e mexicanos com uma frequéncia populacional
baixissima deste alelo (ALFIREVIC et al., 2006; AN et al., 2010; FRICKE-
GALINDO et al., 2014; KANIWA et al., 2010) reforca a teoria proposta por
Lonjou.

Com o aumento do interesse cientifico pela farmacogenética da RCA,
a associagao entre outros alelos, outros farmacos e RCA foram publicadas. O
mesmo alelo B*15:02, por exemplo, ja foi associado a RCA por outros MACs.
Ademais, a associacdo entre alelos de HLA e RCA tem mostrado
especificidade nao apenas para determinados MACs e etnia mas também para
fenétipo clinico de RCA. O APENDICE 1 resume as associacdes entre alelo

de HLA, MAC, RCA e etnia ja publicadas até o momento.
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Desde 2008 o FDA recomenda, antes do uso da carbamazepina, a
investigacdo do alelo B*15:02 em pacientes dos grupos étnicos com maior
prevaléncia deste alelo. Essa conduta de fato ja foi demonstrada eficaz para
eliminar os casos de SJS/NET entre os 4877 pacientes candidatos ao uso de
carbamazepina em um estudo Taiwanés (CHEN et al., 2011) e adultos
asiaticos moradores dos Estados Unidos (CHOI; MOHIT, 2019). Por outro
lado, ap6s esta recomendacdo, o numero total de novos usuarios de
carbamazepina entre pacientes de grupos de risco caiu 82% em Taiwan,
sendo que apenas um quarto dos novos usuarios eram testados para o alelo
B*15:02 (LIN et al., 2018). Este fato sugere que os avangos em
farmacogenética ainda estdo distantes de uma aplicagdo ampla e direta no
cotidiano médico e que evitar o farmaco acaba sendo uma conduta preferida
a solicitar a testagem de alelos isolados associados a farmacos e etnias tao
especificas. Entretanto, com o desenvolvimento de novas tecnologias para o
sequenciamento genético, o custo desta ferramenta tem caido continuamente
desde o primeiro sequenciamento genémico completo em 2000, estimado em
100 milhdes de dolares, (WETTERSTRAND KA, 2018) para cerca de $1000
em 2013 (TRENT et al., 2013). Estima-se que com a diminui¢do dos custos de
sequenciamento de DNA este recurso diagndstico se tornara cada vez mais
corriqueiro na pratica clinica, inclusive para uso em grandes populagdes pelos
sistemas de saude, sobretudo na medicina preventiva e personalizada
(BEIGH, 2016). Neste cenario e considerando a relagéo entre alelo de HLA e
varios farmacos além da necessidade comum de troca de farmacos durante o
tratamento de um paciente com epilepsia € razoavel pressupor que a
genotipagem do sistema HLA podera ter um custo-beneficio melhor do que
testar alelo por alelo. Para a aplicagdo deste recurso no Brasil, porém, é
necessario antes estabelecer a relagao entre alelo HLA e RCA por MACs na
nossa populagao, tao rica em etnias e miscigenagao e que, bem como a maior

parte dos povos americanos, ainda nao foi investigada neste tema.
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3 HIPOTESE
Existe associagdo entre a ocorréncia de reagédo cutanea adversa a

medicamentos anticrise e alelos de HLA na populagao brasileira.

4 OBJETIVOS

41 Geral
Identificar se o sistema HLA influencia o desenvolvimento de RCA na

populagao atendida nas unidades e servigos envolvidos neste estudo.

4.2 Especificos

Identificar quais MACs estdao mais frequentemente associados ao
desenvolvimento de RCA na populagdo em estudo.

Identificar possiveis associacbes de alelos do sistema HLA de
susceptibilidade ou resisténcia ao desenvolvimento de RCA,;

Identificar possiveis marcadores genéticos do sistema HLA de risco

ou resisténcia ao desenvolvimento de RCA;
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5 METODOLOGIA

Este € um estudo observacional do tipo caso-controle. Os casos foram
identificados tanto de forma prospectiva no ambulatério de epilepsia refrataria
do CHC-UFPR quanto por busca ativa de pacientes com historia de RCA
identificada por CID de internamento, alerta de alergia a farmacos e contato
direto do médico assistente. Foram incluidos pacientes usuarios de MACs em
acompanhamento nos seguintes Centros de Atendimento de Epilepsia, da
Cidade de Curitiba-PR: a) Complexo Hospital de Clinicas da UFPR (CHC-
UFPR), b) Hospital Infantii Pequeno Principe (HPP), c¢) no Hospital
Universitario Cajuru ou (HUC) / Hospital Marcelino Champagnat (HMC). O
grupo controle foi constituido por pacientes doadores de medula Ossea
cadastrados no Registro Nacional de Doadores Voluntarios de Medula Ossea
(REDOME).

O projeto foi submetido ao comité de ética do CHC-UFPR, aprovado
sob o parecer de numero 2.991.988 e posteriormente analisado e aprovado
pelo comité de ética dos demais centros coparticipantes (Pareceres de numero
3.498.632 [PUC — HUC/HMC] e 3.475.750 [HPP]). Os dados do REDOME
foram incluidos apds aprovacao do estudo pela diretoria da entidade. Para
visualizacao dos pareceres, vide ANEXO 3.

A primeira aprovacdo no comité de ética ocorreu no ano de 2011,
nesta época iniciou-se um movimento de farmacovigilancia no ambulatério de
epilepsia refrataria no CHC-UFPR. Todos os casos de RCA por MAC
identificados a partir de entdo foram registrados em prontuario pela equipe
assistente. Contudo, foi apenas a partir de 2018, quando a tipificacdo dos
genes de HLA dos pacientes desta pesquisa foi viabilizada gragas ao
estabelecimento da colaboragédo da Universidade Johns-Hopkins, que os
demais centros de atendimento em epilepsia foram incluidos nesta pesquisa.
Também foi a partir de 2018 até fevereiro de 2020 que todos os dados até
entao levantados no ambulatério de epilepsia refrataria do CHC-UFPR foram
revisados pela pesquisadora principal, com nova coleta de amostras de
sangue quando necessario, e que todos os pacientes com epilepsia e sem

histéria de RCA (grupo RCA-) foram recrutados.
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Assim, o levantamento dos sujeitos com historia de RCA atendidos
nestes hospitais foi obtido através de:

a. Revisdo dos prontuarios dos pacientes em atendimento no
ambulatdrio de epilepsia refrataria do CHC-UFPR;

b. Busca em registros eletrénicos das internagdes dos hospitais CHC-
UFPR, HUC e HMC através dos Cdédigo Internacional das Doencas (CID-10)
L-51, eritema polimorfo e L50, urticaria.

c. Busca nos registros eletrénicos de alerta para reag¢des alérgicas
provocadas por MACs relatadas pelo paciente, disponiveis nos prontuarios do
HMC.

d. Contato direto do médico assistente com a pesquisadora na
ocorréncia de um quadro agudo de farmacodermia ou identificagdo de um

paciente com histéria de RCA em atendimento nestes hospitais.

Quando o caso era identificado pela revisdo dos prontuarios dos
pacientes em atendimento ambulatorial o paciente era convidado a participar
do estudo no mesmo momento, durante a espera para a consulta.

Quando o caso era identificado através de busca nos registros
eletrdnicos hospitalares o paciente era abordado na ocasidao de sua préxima
consulta, exame ou procedimento agendados ou por telefone, se nenhum
agendamento fosse encontrado para aquele paciente.

Os médicos assistentes dos hospitais participantes foram informados
da pesquisa diretamente pela pesquisadora ou através de cartazes
informativos afixados nas unidades e ambulatérios de neurologia,
neurocirurgia e dermatologia, unidades de tratamento intensivo e pronto
atendimento (APENDICE 2). Quando identificado durante atendimento
meédico, o paciente era convidado imediatamente a participar do estudo. Uma
vez que o paciente aceitasse a entrevista, a pesquisadora era acionada pelo
médico assistente. Caso a entrevista com a pesquisadora ndo pudesse ser
realizada imediatamente, o telefone do paciente era obtido com o seu
consentimento ou, nos casos de pacientes internados, a entrevista era

realizada mais tarde no mesmo internamento.
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Os sujeitos controles com epilepsia (RCA-) foram recrutados durante
o periodo de espera para consulta de rotina no ambulatério de epilepsia
refrataria do CHC-UFPR.

Com o consentimento do paciente, uma breve entrevista era realizada
para determinar a presencga ou ndo dos critérios de inclusédo e exclusdo deste
estudo. No caso dos pacientes abordados pelo telefone, sem agendamento
futuro em seu hospital, que apresentavam os critérios de inclusdo, nenhum
critério de exclusdo e desejo de participar do estudo, um encontro com a
pesquisadora em um dos hospitais participantes, em um dia conveniente para
o paciente era agendado. Quando necessario, as despesas do paciente com

deslocamento e alimentagdo eram financiadas pela pesquisadora.

5.1 Critérios de inclusao

Grupo de casos (RCA+):
Pacientes com histéria de RCA por MACs foram incluidos se todos os
critérios abaixo estiverem presentes:
1. Inicio da RCA dentro de 12 semanas do inicio do MAC.
2. Remissao completa do quadro cutaneo apenas apos a suspensao do
MAC.
3. RCA reconhecida por:

(a) diagnostico médico durante o quadro clinico agudo;

(b) registro do quadro em prontuario, incluindo sinais cutaneos,
tempo de inicio do MAC, evolugdo dos sintomas apoés
suspensao do farmaco ou

(c) reconhecimento pelo paciente e/ou familiares por
semelhanga do quadro com foto ilustrativa apresentada pela

pesquisadora.

Grupo de pacientes com epilepsia sem histéria de exantema (RCA-):
1. Uso regular de cada MAC por mais de 12 semanas, sem o

desenvolvimento de sintomas ou sinais cutaneos evidentes.
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Grupo controle (doadores de medula 6ssea — sem epilepsia ativa).
1. Sujeito cadastrado voluntariamente no REDOME nos estados do
Parana e de Santa Catarina com genotipagem para o sistema HLA em alta

resolugao.

Os pré-requisitos para o cadastro no REDOME s3o:
a. Ter entre 18 e 55 anos
b. Estar em bom estado geral de saude
c. Nao ter doenca infecciosa ou incapacitante
d. Nao apresentar doenga neoplasica, hematolégica ou do sistema
imunoldgico.
e. A epilepsia ndo € impeditiva para a doagédo, porém o doador deve estar

assintomatico e sem uso de medicacéo anticrise por pelo menos 3 anos.

5.2 Critérios de exclusao

Os sujeitos foram excluidos deste estudo se apresentassem quaisquer

um dos critérios de exclusao abaixo:

Grupo de casos (RCA+):
1. Recusa em participar da pesquisa;
2. Recusa em assinar o TCLE;
3. Recusa arealizar a coleta de sangue ou a responder ao questionario;
4. Pacientes que n&o puderem ser localizados ou nao tiverem
informacdes confiaveis sobre a RCA ou MAC em uso;

5. Acompanhamento ambulatorial por menos de oito meses

Grupo de pacientes com epilepsia sem histéria de RCA (RCA-):
1. Recusa em participar da pesquisa;
2. Recusa em assinar o TCLE;
3. Recusa a realizar a coleta de sangue ou a responder ao questionario;
4. Informagdes nao confiaveis sobre o uso regular de MAC,;

5. Suspeita de sinais cutaneos relacionados a MACs.
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6. Acompanhamento ambulatorial por menos de oito meses

Grupo controle (doadores de medula 6ssea)

1. Pacientes sem tipificagcao para o sistema HLA em alta resolugao por
sequenciamento de nova geragédo (NGS) para todos os seguintes genes do
HLA tipificados pelo REDOME: HLA-A, B, C, DRB1 e DQBA1.

A tipificagdo HLA de alta resolugéo so é realizada para doadores que sejam
compativeis, na tipificacdo HLA de baixa ou média resolu¢gdo, com pacientes
na lista de espera para transplante de medula. Nesta etapa sao recrutados

preferencialmente individuos sem qualquer outra comorbidade.

5.3 Coleta de dados e amostra

Uma entrevista dirigida foi realizada com todos os pacientes aptos a
participar deste estudo. Se apds a realizagdo da entrevista o sujeito
continuasse apto a participar da pesquisa, uma amostra de sangue era
coletada com técnica estéril e acondicionada em dois tubos de EDTA 4mL.

Dados sobre sexo e data de nascimento foram coletados para todos
os sujeitos desta pesquisa.

Entre os pacientes do grupo de casos foram pesquisados os seguintes
dados sobre a RCA: idade de ocorréncia, farmacos em uso na ocasiao
(incluindo dose, tempo de uso, dose maxima ja utilizada e indicagédo). Além
disso foi investigado se o paciente foi avaliado por dermatologista durante a
fase aguda, presenga de maculas, papulas, placas, vesiculas ou pustulas,
presenca de bolhas ou descolamento cutaneo (e a superficie corporal
acometida), acometimento de mucosa (e quais). A natureza destas lesdes foi
estabelecida tanto por descricdo em prontuario (quando disponivel), quanto
por reconhecimento pelo paciente e/ou familiares de lesao semelhante em foto
ilustrativa. As fotos ilustrativas continham imagens de exantema
maculopapular, lesbes em alvo atipico, erosbes mucosas hemorragicas,
descolamento cutaneo e lesbes urticariformes. Foi pesquisada ainda a
necessidade de internamento (incluindo unidade de internagdo e tempo),

duracao do quadro e presenca de outras possiveis causas para a RCA.
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Nos casos de RCA graves, o DRESS foi definido se o sujeito
apresentasse os critérios diagnosticos definidos pelo escore RegiSCAR
(KARDAUN et al., 2007) para casos provaveis ou definidos de DRESS. Os
casos de NET e SJS foram definidos quando o paciente apresentava os
critérios de ALDEN para casos provaveis ou muito provaveis (SASSOLAS et
al., 2010) (ANEXOS 1 e 2).

Para todos os pacientes nos grupos RCA+ e RCA- foi investigado o
perfil de uso de cada MAC disponivel:

1. Um MAC era considerado usado se o paciente confirmava té-lo
utilizado regularmente por ao menos 12 semanas sem a ocorréncia de RCA.
Estes pacientes foram considerados tolerantes para o respectivo MAC em
relagao a ocorréncia de RCA.

2. Um MAC era considerado “n&o usado” se o paciente nunca chegara
a toma-lo ou, se tomara, porém por menos de 12 semanas ou, se durante a
entrevista ou na revisdo de prontuario foi encontrada evidéncia de uso
irregular.

3. O paciente era considerado “sensivel” para determinado MAC
quando era encontrada clara evidéncia de RCA iniciada em até 12 semanas
do inicio da medicacdo. Quando o paciente acusava mais de um episédio de
RCA determinados por MACs diferentes, o MAC index era determinado por
aquele produzindo a RCA mais grave ou pelo primeiro MAC a induzir RCA. Os
demais MACs eram classificados como MACs associados a sensibilidade

cruzada.

Desta forma, para cada MAC disponivel, o paciente recebia uma
classificagao de sensivel OU tolerante OU nao exposto (Figura 4).

Os MACs foram agrupados de acordo com seu indice de notoriedade
causal para SCAR de acordo com o estudo RegiSCAR (MOCKENHAUPT et
al., 2008) em: (1) C3POL (farmacos com indice de notoriedade 2 ou 3:
carbamazepina [CBZ], fenitoina [PHT], fenobarbital [PB], primidona [PRM],
Oxcarbazepina [OXC] e Lamotrigina [LTG]) ou (2) Outras (demais MACs
usados pelos paciente do estudo: valproato [VPA], topiramato [TPM],

levetiracetam [LEV], lacosamida [LCM], gabapentina [GBP], pregabalina
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[PGB], acetazolamida [AZM], diazepam [DZP], clobazam [CLB], clonazepam
[CZP] e sultiame [STM]).

Os seguintes dados foram obtidos junto ao REDOME: tipificacdo HLA
de média e alta resolucao, localidade de cadastro e sexo. Todos os individuos
cadastrados no REDOME foram tipificados para HLA, porém apenas os
candidatos a doacao de medula éssea, de acordo com a compatibilidade dos

exames de rastreio apresentaram tipificacdo HLA em alta resolucgao.



59

Figura 4 - Estratificagdo de cada paciente por MAC, compondo os grupos RCA

e tolerantes utilizados na analise estatistica.
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FONTE: (O AUTOR, 2021)
Legenda: CBZ - carbamazepina, PB - fenobarbital, PHT - fenitoina, PRM — primidona, OXC -
Oxcarbazepina e LTG — Lamotrigina, Nao usou — MACs que ndo foram usados de forma
regular por pelo menos 12 semanas.
Todos os pacientes dos grupos RCA+ e RCA- foram estratificados por MAC: Para cada MAC
foi definido se o paciente era sensivel OU tolerante OU se ndo exposto, assim, para cada
MAC o paciente era classificado em uma e apenas uma destas categorias.
A figura mostra o exemplo de trés pacientes em grupos distintos.

O sujeito “a@”, no grupo RCA+, é sensivel a CBZ, mas tolerante a PB, PHT e LTG e
nao exposto a PRM e OXC. Na analise entre alelo HLA e RCA por CBZ este paciente entrava
como caso, nas analises das RCA por PB, PHT e LTG este mesmo paciente compunha o
grupo “Tolerante” e nas analises de RCA por PMD ou OXC esse paciente era excluido.

O sujeito “b” entrou como “Tolerante” e como “Tolerante RCA-“ nas analises de RCA
por CBZ, PB, PHT e PRM e foi excluido das analises de RCA por OXC ou LTG.

O sujeito “c”, recrutado a partir do REDOME foi considerado “n&o exposto” para todos
os medicamentos, uma vez que o dado de uso de MACs ou nao nesta populagédo nao esteve
disponivel. Assim analise de dados envolvendo estes pacientes levou a identificacdo de
marcadores genéticos de RCA e nao de alelos associados a RCA.

Para a analise do padrao de uso de MAC ao longo da vida, e apenas
para esta analise, foram excluidos os pacientes (1) que estavam em uso de
MAC por outra indicagao que nao epilepsia; (2) que deixaram de usar MAC
ap6s a RCA; (3) que foram a ébito no internamento do RCA; (4) que nao

puderam ser acompanhados (ambulatorialmente ou por telefone).
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5.4 Casuistica

Foram identificados 176 casos de provavel farmacodermia induzida
por MAC. Dentre estes, 17 (10%) apresentavam uma associagdo causal
duvidosa entre os sinais cutdneos e o uso de MAC, trés (2%) pacientes se
recusaram a participar do estudo e uma (0,05%) paciente apresentou SJS
apos 12 semanas do inicio de carbamazepina. Quarenta (23%) pacientes néo
puderam comparecer a uma entrevista, 33 (19%) destes devido a numero de
telefone incorreto no prontuario, 7 (2,3%) referiram dificuldade de transporte
(pacientes acamados ou morando em outro municipio); seis pacientes (3,4%)
faleceram antes do inicio das entrevistas; todos estes 46 pacientes tinham sido
identificados ou pelo CID de internamento ou pela notificacado de alerta de RCA
no prontuario eletrénico. No total, 109 (62%) pacientes RCA+ foram incluidos
e 99 pacientes RCA- foram elegiveis e aceitaram participar.

Na base de dados do REDOME havia 544.854 e 205.560 doadores de
medula 6ssea cadastrados e genotipados no Parana e em Santa Catarina,
respectivamente. Destes, 3965 tinham genotipagem em alta resolugéo para
todos os genes do sistema HLA pesquisados pelo REDOME (HLA-A, B, C,
DRB1 e DQB1) e foram incluidos no grupo controle; 2803 e 1062 cadastrados

no Parana e Santa Catarina, respectivamente.

5.5 Extracao e sequenciamento do sistema HLA

O material colhido foi identificado por um cdédigo numérico e
armazenado no Laboratério de Biologia Molecular do Setor de Doencas
Neuromusculares do Servigo de Neurologia do HC UFPR. As amostras foram
centrifugadas, os buffy coats foram separados, alocados em tubos tipo
eppendorf 1,5mL e armazenados sob congelacédo. Para cada paciente foram
armazenadas de uma a trés amostras de buffy coat.

A extracao do DNA foi realizada manualmente pela técnica de salting-
out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988) em pelo menos uma aliquota de
todos os pacientes e através do kit comercial BIOPUR Mini Spin Plus® em

todas as aliquotas disponiveis. A extracao do DNA pela técnica salting-out
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ocorreu no Laboratério de Biologia Molecular do Setor de Doencgas
Neuromusculares do Servigo de Neurologia do HC UFPR e a extragao por kit
comercial, no Laboratorio de Imunogenética do HUC — Grupo Marista. A
concentragdo de DNA extraido bem como sua pureza foram posteriormente
determinados por espectrofotometria. (Vide ANEXO 4 para metodologia
detalhada de extragdo). Quando o resultado era insatisfatério ou duvidoso,
uma nova amostra de DNA era extraida de outra aliquota do mesmo paciente.

Todas as 219 amostras de DNA extraidas por salting-out e 159
extraidas pelo kit comercial BIOPUR Mini Spin Plus® foram enviadas para
sequenciamento ao Laboratério de Imunogenética da Escola de Medicina da
Universidade Johns Hopkins em Maryland, Estados Unidos da Ameérica.
Assim, para a maioria dos pacientes, ao menos 2 amostras de DNA, extraidas
por metodologias diferentes, foram enviadas. As amostras de trés pacientes
(1,4%) nao retornaram a tipagem do sistema HLA devido a condi¢cbes técnicas
(dois pacientes do grupo RCA+ e um paciente do grupo RCA-). A Figura 5
mostra o fluxograma de pacientes incluidos e excluidos nesta pesquisa.

O sequenciamento de nova geragdo (NGS) dos alelos HLA-A, B, C,
DPA1, DPB1, DQA1, DQB1, DRB1, DRB3, DRB4 e DRBS5 foi realizado através
do painel de sequenciamento para HLA os alelos TruSight® (CareDx, Inc.,
Brisbane, CA) com o sistema automatizado MiSeq®. A genotipagem foi

realizada usando o software Assign TruSight HLA Analysis®.
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Figura 5 - Fluxograma de sujeitos incluidos e excluidos nos grupos RCA+,
RCA- e controle.
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FONTE: (O AUTOR, 2021)

5.6 Analise estatistica

Os dados clinicos foram tabulados em uma planilha formatada como
tabela e validada no Microsoft Excel 365. A analise estatistica foi executada
através do software R versao 4.0.2 (TEAM, 2020). Os dados quantitativos

foram testados para normalidade através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os



63

testes de Mann-Whitney e analise de variancia (ANOVA) foram usados para
comparar dados paramétricos e ndo parameétricos, respectivamente. O teste
de Wilcoxon foi usado para comparar dados ndo parameétricos dependentes e
o de chi-quadrado foi usado para comparar dados qualitativos. Para variaveis
clinicas nominais com uma amostra menor do que cinco, os tipos de RCA
foram agrupados em leves (EMP) e graves (DRESS, SSJ e NET); quando
ainda assim a amostra permaneceu menor do que cinco, RCA leve e grave
foram comparados através do teste exato de Fisher.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para todos os genes nos
grupos EMP, DRESS, SSJ/NET e RCA- através do software Arlequin, ver 3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). O mesmo software foi usado para testar a
diferenciacao das populacdes de pacientes tolerantes a determinado farmaco
com e sem historia de RCA (tolerantes a farmaco “X” sem histéria de RCA em
comparacao a tolerantes a farmaco “X” com histéria de RCA a farmaco “Y”,
“Z” ou “W”). As comparagdes para os grupos de tolerantes a CBZ, PB, PHT,
LTG e OXC mostraram-se homogéneas nos testes de Raymond e Rousset
(RAYMOND; ROUSSET, 1995), e foram reunidas sob o nome geral de
“tolerantes” ao respectivo MAC.

Um coédigo em linguagem R foi desenvolvido para analisar a relagao
entre alelo, tipo de RCA e farmaco envolvido (APENDICE 3). Esse cédigo foi
adaptado para cada um dos tipos de analise realizadas no estudo e gerou uma
tabela de contingéncia para cada alelo de HLA em relagdo ao numero de
pacientes que apresentaram ou ndo cada tipo de RCA (EMP, DRESS,
SSJ/NET e qualquer RCA), por farmaco; além dos respectivos resultados do
teste exato de Fisher (two-tailed). A frequéncia do alelo foi descrita com base
em individuos (n) e ndo em relagao a haplétipo (2n por individuo).

Quando o teste exato de Fisher apresentou um resultado
estatisticamente significativo (p <0,05) e todas as células da tabela de
contingéncia continham um valor maior do que cinco, o teste de chi-quadrado
foi realizado. Farmacos que induziram RCA em menos do que cinco pacientes
foram excluidos desta analise.

O mesmo procedimento foi realizado para qualquer RCA induzida
por qualquer farmaco e para qualquer RCA induzida pela combinac¢ao de dois

farmacos com estrutura molecular semelhante (CBZ e OXC ou PB e PRM).
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Comparagbes com valores de p entre 0,01 e 0,05 foram
considerados “provavelmente significativos” e foram descritos no APENDICE
6. Comparagdes com valores de p<0,01 foram consideradas estatisticamente
significativas e foram descritas em detalhes em suas respectivas tabelas no
APENDICE 5. Apenas comparacdes envolvendo pelo menos dois casos no
grupo de interesse, com p<0,01 foram descritas em “Resultados”. Quando a
comparacgao envolvia o grupo controle de doadores de medula 6ssea, apenas
resultados evolvendo alelos com frequéncia superior a 1% neste grupo foram
descritas em resultados, todas as demais sado encontradas apenas no
APENDICE 5.

Quando a associacdo de mais de um alelo foi encontrada para
determinada RCA por determinado farmaco na comparagao entre pacientes
RCA+ e tolerantes, o alelo HLA com associacdo mais forte foi encontrado
através da metodologia proposta por SVEJGAARD e RYDER (1994) — Quadro
1 (SVEJGAARD; RYDER, 1994). Em um primeiro passo, a razao de chances
(OR) foi calculada a partir do método de Woolf modificado por Haldane:

OR =[(a + 2)(d + 2)l/[(b + “2)(c + *2)]

A seguir, novos testes de Fisher eram calculados conforme o Quadro-
1, com hipotese alternativa ajustada para o valor de OR calculado por Woolf-
Haldane (maior ou menor do que 1). Especificamente na analise da
associagao mais forte, os resultados foram corrigidos de acordo com a
descrigao apresentada no Quadro 1. Quando apenas um alelo HLA associado
a determinada RCA por determinado farmaco foi encontrado, apenas a etapa
[1] descrita abaixo foi realizada, de forma que todos os alelos tiveram um OR
calculado por Woolf-Haldane com teste exato de Fisher; esses resultados

foram descritos no texto.
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Quadro 1 - Método para determinacdo da associacdo mais forte entre dois
alelos HLA.

Formacgao da Tabela 2 x 4

Numero de
Alelo A Alelo B Casos  Controles
+ 4 x1 y1
+ - X2 y2
- 4 x3 y3
- - x4 y4
Andlise estatistica
Entradas das tabelas 2 x 2
Comparagédo a b c d Teste [numero]
AvsndaoA x1+x2 x3+x4 y1+y2 y3+y4[1] A é associado? Associacdes
BvsndaoB x1+x3 x2+x4 y1+y3 y2+y4[2] B é associado? individuais
++ VS -+ x1 x3 y1 y3 [3] A associado em B +? A é associado
+- Vs -+ x2 x4 y2 y4 [4] A associado em B -? independente de B?
++ VS +- x1 x2 y1 y2 [5] Bassociadoem A+? B¢ associado
+- VS - x3 x4 y3 y4 [6] B associado em A -? independente de A?
+-vs -+ x2 x3 y2 y3  [7] Ha diferenca entre associagdes A e B?
++ vs -- x1 x4 y1 y4  [8] Ha associagdo da combinagédo AB?
AeB
associados  x1 x2 x3 x4 [9] Ha desequilibrio de ligacdo em pacientes?
em casos
AeB
ass‘;crfd‘)s y1 y2 y3  y4 [10] Ha desequilibrio de ligagdo em controles?
controles

FONTE: (SVEJGAARD; RYDER, 1994)
Para cada comparacao, a Razdo de Chances (OR) é calculada através da modificacdo de
Haldane para o método de Woolf se uma das células contiver zero: OR =
[(a+0,5)(d+0,5)]/[(b+0,5)(c+0,5)] e a significancia do desvio da unidade, estimado pelo teste
exato de Fisher.
Como multiplas comparagdes foram realizadas, os testes 1 a 7 foram corrigidos para o fator 7
e os testes 8 a 10, para o fator 10 (p*6 ou p*10).
Os testes [1] e [2] indicam se os fatores A e B s&o individualmente associados a doenca. Os
testes [3] e [4] testam se a associacdo de A é diferente entre B positivos e negativos. Se
ambos os testes sdo significativos, conclui-se que que o fator A contribui para a
susceptibilidade independente de B. Por outro lado, testes [5] e [6] estratifica B para auséncia
e presenca de A. Se tanto [3] quanto [5] forem significativos, os fatores mostram “interagao”.
O teste [7] mostra se as associacbes de A e B diferem entre si; em [8] a agdo combinada dos
fatores é comparada a sua acado ndo combinada. Testes [9] e [10] mostram se ha associacao
entre os dois alelos (desequilibrio de ligagao).
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5.6.1 Analise estatistica da populacao controle

O codigo em linguagem R descrito acima foi modificado para a
avaliagcdo dos cinco genes disponiveis para a populagdo controle. Uma vez
que a populacao controle foi constituida de candidatos a uma eventual doacao
de medula éssea, € possivel que este grupo tenha sido sujeito a um viés de
selecao tanto para alelos raros quanto para os mais frequentes.

Para testar se a populagao controle era adequada ao estudo proposto,
com fendtipo de HLA semelhante aquele dos demais sujeitos envolvidos neste
estudo, o primeiro passo foi comparar a frequéncia de individuos carreadores
de cada alelo no grupo controle em relagéo a frequéncia de todos os demais
individuos. Assim, todos os demais individuos recrutados, com e sem historia
de RCA e independente da histéria de epilepsia foram reunidos em um unico
grupo, constituido por 205 sujeitos, e comparados a populagdo controle,
através de tabelas de contingéncia e teste exato de Fisher ou chi-quadrado,
conforme metodologia previamente descrita para avaliagao de diferenciagao
populacional (RAYMOND; ROUSSET, 1995).

A frequéncia de 333 (97%) dos 344 alelos avaliados mostrou-se
semelhante entre a populacdo controle e todos os demais pacientes
agrupados. Para avaliar se a diferengca na frequéncia dos 11 alelos HLA
restantes foi encontrada gragas a uma divergéncia do grupo controle ou do
conjunto dos demais grupos em relagdo a populacéo geral, a frequéncia
destes alelos foi comparada a frequéncia de outra populagcdo brasileira
previamente descrita. Foi realizada uma busca de outros estudos brasileiros
com descrigao de frequéncia de individuos portadores dos respectivos alelos
na populacao geral no banco de dados genotipicos para HLA (GONZALEZ-
GALARZA et al., 2020). Foram incluidos apenas estudos com tipificacao HLA
de alta resolucdo e excluidos estudos baseados em minorias étnicas ou
provenientes de outros bancos de doadores de medula 6ssea. Também foram
excluidos estudos que relataram a frequéncia alélica, mas n&o a frequéncia
de portadores do mesmo alelo. Apenas um estudo adequado aos critérios
acima mencionados foi encontrado. Trata-se de um estudo de frequéncia
alélica para os genes HLA-A e HLA-B em cinco diferentes continentes, este
estudo incluiu 95 individuos caucasoides moradores da regidao metropolitana

de Belo Horizonte - MG, descritos no estudo como brasileiros tipicos da regiao
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(MIDDLETON et al., 2000; WILLIAMS et al., 2001). Os dados completos deste
estudo podem ser encontrados no banco de dados genotipicos para o sistema
HLA ja mencionado (GONZALEZ-GALARZA et al., 2020). A frequéncia de
individuos portadores dos alelos A*02:05 (p=0,054), A*24:02 (p=0,58),
A*31:01:02 (p=0,22) e B*15:01 (p=0,06) daquele estudo foi semelhante a
populacdo controle da presente tese. Isso sugere que o conjunto de sujeitos
RCA+ e RCA- incluidos neste trabalho diverge da populagao geral em relagao
a frequéncia destes alelos, justificando a diferenga encontrada na frequéncia
destes alelos na populacéo controle.

Os demais alelos dos genes HLA-A e HLA-B que mostraram diferenga
entre a populagao controle e todos os demais individuos RCA+ e RCA- foram
alelos raros na populagao geral (% de portadores na populagdo controle):
A*74:03 (0,02), A*07:06 (0,2%), B*39:13 (0,5%) e B*48:02 (0,8%), o que
justificou sua auséncia na amostra de 95 individuos descrita previamente.

Nenhum outro estudo descreveu a frequéncia, com tipificacdo HLA de
alta resolugcado na populagéo geral brasileira, de portadores dos alelos dos
genes HLA-C, -DQB1* e -DRB1*. Entre estes genes, os seguintes alelos
mostraram diferengca na frequéncia de portadores entre o grupo controle e
todos os demais individuos envolvidos neste estudo:

C*07:01: 21% dos controles contra 14,2% nos demais (p=0,01),
DQB1*04:02: 13,3% dos controles contra 19,5% nos demais (p=0,001),
DRB1*14:01: 4% dos controles contra 0,9% nos demais (p=0,003).

Chama a atencao que estes alelos foram frequentes na populagao
controle e provavelmente nao suscetiveis a um viés para a selegcao de alelos
raros. A possibilidade de que a diferenga observada se deva a um desvio da
populagcdo em estudo em relagdo a populagéo geral deve ser considerada.
Tendo em vista estes resultados, optou-se pela seguinte conduta:

Comparagbes envolvendo alelos raros na populagdo controle
(Frequéncia <1%) foram descritas nos apéndices pertinentes, a titulo de
documentagao, porém nao incluidas entre os resultados.

As demais comparagdes envolvendo o grupo controle foram relatadas entre
os resultados se estatisticamente significativas. Contudo, devem ser
apreciadas como resultados secundarios deste estudo, indicadores de um

possivel marcador genético do fenébmeno.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados clinicos

6.1.1Idade e sexo nos grupos RCA+, RCA- e Controle.

Entre os 109 pacientes RCA+ e 99 pacientes RCA-, respectivamente 69
(63%) e 59 (60%) eram do sexo feminino (P=0,68). A idade médiatDP na
entrevista foi de 32+23 anos para casos e 39+13,2 anos para RCA- (P=0,28)
e o tempo mediano (IQR) entre RCA e entrevista foi de 6 (2; 11) anos.

Entre os 3965 doadores de medula éssea incluidos no grupo controle,
1844 (46,5%) eram do sexo feminino. Esse discreto predominio masculino
provavelmente se da devido a preferéncia por este sexo entre os doadores, ja
que por nao passarem pela gestacdo, tém menor chance de apresentar
anticorpos anti-HLA. Como o sistema HLA n&o ¢é codificado pelos
cromossomos X ou Y, 0 sexo, na presente amostra, nao influencia os
resultados apresentados para os alelos HLA. A idade dos doadores néao foi
divulgada pelo REDOME.

6.1.2RCA e MAC.
No total, 124 RCAs foram identificadas entre os 109 pacientes RCA+ e 2
a 133 pacientes tolerantes foram identificados para cada RCA, por MAC
(Tabela 4). CBZ, OXC, PHT, PB, LMT e PRM (farmacos C3POL) foram
responsaveis por 119 (96%) das RCA (index e RCA por sensibilidade cruzada)

e por todas as RCA graves.
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Tabela 4 - Numero de pacientes sensiveis e tolerantes a cada MAC associada
a RCA.

MAC - R_CA+ (n=109) ~RCA- (n=99) Total Tolerantes
Sensiveis Tolerantes Tolerantes

Carbamazepina 53 (48) 19 (17) 87 (88) 106
Lamotrigina 25 (23) 12 (11) 51(52) 63
Fenitoina 20 (18) 20 (18) 54 (35) 74
Fenobarbital 15 (14) 32 (29) 70 (71) 102
Oxcarbazepina 5(9) 15 (14) 18 (18) 33
Clobazam 1(0,9) 32 (29) 56 (57) 88
Gabapentina 1(0,9) 4 (4) 1.(1) S

Levetiracetam 1(0,9) 9(8) 16 (16) 25
Primidona 1(0,9) 2(2) 2(2) 4

Topiramato 1(0,9) 39 (36) 41 (41) 80
Valproato 1(0,9) 64 (59) 70 (71) 134

Dados descritos em n (%).

Sensiveis — pacientes que relataram ocorréncia de RCA para determinada MAC;

Tolerantes — pacientes que relataram uso regular e continuo de determinada MAC por ao
menos 12 semanas, sem a ocorréncia de RCA para aquela MAC.

Apenas 36 (33%) de todos os 109 pacientes RCA+ foram avaliados por
meédico dermatologista durante a fase aguda da RCA. Nenhum paciente
reconheceu a lesdo com caracteristica urticariforme apresentada como
compativel com sua RCA. No total, 70 (64%) apresentaram exantema
maculopapular, 12 (11%) pacientes apresentaram DRESS, 14 (13%) SJS, 6
(5%) sobreposicédo SIS/NET e 7 (6%) NET. A Tabela 5 resume as principais
caracteristicas dos casos, de acordo com sua classificacdo em EMP, DRESS
ou no espectro de necrose epidérmica SJS/NET.

As lesbes mucosas relatadas por 17 (21%) dos pacientes que
apresentaram EMP ou DRESS foram caracterizadas por eritema, edema e
raramente, bolhas. Estes pacientes negaram semelhanga destas lesbes com
as erosbes hemorragicas tipicas da SJS/NET mostradas nas figuras
ilustrativas e presentes em 7 (100%) dos pacientes com NET, 6 (100%) dos
pacientes com sobreposicao SJS/NET e 11 (79%) dos pacientes com SJS.
Dois pacientes com DRESS queixaram-se de les6es com erosdo cutanea; um
relatou presencga de bolhas, porém sem a presenca de outras caracteristicas
sugestivas de SJS/NET e o outro queixou-se de ulceragao cutanea. A bidpsia
deste ultimo mostrou infiltrado eosinofilico e monomorfonuclear em derme

superficial e profunda.
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A dose diaria médiazDP dos MACs index foi de 370+210mg para CBZ,
326,5+87mg para PHT e 45+34mg para LMT. Os pacientes que apresentaram
exantema por PB e OXC estavam em uso de, em mediana (IQR), 100mg (83;
100) e 750mg (525; 900) da medicagao ao dia, respectivamente. O unico caso
de exantema por gabapentina ocorreu com uma dose diaria de 400mg. Nao
houve associagéo entre dose de cada MAC e gravidade de RCA. O MAC foi
prescrito por outra indicagéo que n&o epilepsia para 15 (13,7%) dos casos. As
indicagdes foram doencga psiquiatrica, oito (7%); dor crénica, seis (5%); e
disturbios do movimento, um (0,9%) paciente. Entre todos os pacientes RCA+,
14 (13%) n&o tinham epilepsia.

Os primeiros sinais de EMP ocorreram, em mediana, na primeira
semana de uso de CBZ ou OXC e na terceira semana de uso de PHT, PB,
LMT ou GBP (mediana [IQR] = 1 [1; 2] e 3 [2; 4], respectivamente) (P=0.006).
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Tabela 5 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos casos de RCA, de

acordo com sua classificagéo.

. Leve Grave
Tipo de RCA EMP DRESS SJSINET (p)
N° de pacientes (%) 70 (64) 12 (11) 27 (24)
Sexo - feminino 49 (70) 5 (42) 14 (52) 0,07
Idade na RCA - anos? 29+24 27+23 26+21 0,14
MAC index CBz 32(46) CBZ 4(33) CBzZz 15(55) 0.7
LMT 14 (20) LMT  3(25) LMT 6(22) 0,70
PHT 12(17) PHT 4 (33) PHT 3 (11) 0,91
PB 8 (11) PB 1(8) PB 2(7) 0,74
OXC 3 (4) OXC 1(4) 1
GBP 1(1)
Dias de sintomas® 7 (3; 14) 28 (19; 41) 28 (7; 36) <0,001
Exame dermatolégico
Descamacao 3(4) X X
Edema cuténeo 7 (10) X X
Lesdo mucosa 12 (17) 5 (42) X 0,05
Placas 13 (19) 6 (50) 16 (59) <0,001
Vesiculas 4 (6) 2 (17) 14 (52) <0,001
Pustulas 0 1(8) 4 (15) 1
Internamentos 27 (39) 12 (100) 21 (78) <0,001
Devido a RCA 14 (20) 11 (92) 21 (78) <0,001
Enfermaria 14 (100) 9 (75) 13 (62) <0,001
UTI 0 2(17) 8 (38) 0,39
Duragao®
Outras causas® 13 (19) 1(8) 0 0,017
Politerapia na RCA 21 (30) 6 (50) 11 (41) 0,31
N° de MAC usados
2 13 (62) 4 (66) 6 (55) 0,39
3 7 (33) 1(17) 5 (45) 0,4
4 2(9) 1(17) 0 1
Em uso de VPA? 12 (57) 3 (50) 8 (72) 0,17

FONTE: O autor (2021)

Notas: Dados descritos em n (%) a menos que indicado.

a - média +tDP

b - mediana (IQR)

¢ - RCA como complicagdo de internamento por outras causas: EMP: Estado de mal
epiléptico (4); AVC (3); trauma cranioencefalico (2); encefalite (1); sepse (1); meningioma (1);
transtorno afetivo bipolar (1); DRESS: encefalite (1)

d - Pacientes que durante a RCA estavam politerapia e usando acido valproico.

e - Numero de pacientes que apresentaram mais de uma RCA por MACs diferentes

x - Caracteristicas necessarias ou esperadas para o diagndstico de determinada RCA.
LEGENDAS: CBZ — carbamazepina; CLB - clobazam; DRESS - reacdo a droga com
eosinofilia e sintomas sistémicos; EMP — exantema maculopapular; GBP — gabapentina; LEV
— levetiracetam; LTG — lamotrigina; PB — fenobarbital; PHT - fenitoina; SUS/NET — espectro
sindrome de Stevens Johnson e necrdlise epidérmica téxica; OXC — Oxcarbazepina; TPM —
topiramato, VPA — acido valproico.
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A entrevista ocorreu durante a fase aguda da RCA em 18 (17%) dos
casos. Apenas um destes casos ndo estava em internamento hospitalar
durante a avaliagdo. Quatro (22%) pacientes faleceram durante o mesmo
internamento; dois haviam sido internados e faleceram devido a RCA (um NET
e um DRESS) e dois pacientes com EMP estavam internados por outras
causas quando desenvolveram o exantema, ambos faleceram por
complicagdes da doenga de base (um devido a acidente vascular encefalico e
outro devido a estado de mal epiléptico).

Dez (9%) pacientes relataram RCA induzida por mais de um MAC.
Carbamazepina foi a droga index da RCA de 7 (70%) destes pacientes. Todos
os pacientes que apresentaram sensibilidade cruzada a qualquer MAC e foram
expostos a CBZ apresentaram RCA com CBZ também. Cinco (50%) pacientes
relataram ao menos um episddio de recidiva da RCA ocorrendo na
substituigdo do MAC index, logo apds a melhora completa dos sinais cutaneos
decorrentes da primeira RCA. A Figura 6 mostra as taxas de sensibilidade
cruzada, uso e exposicao aos principais MACs deste estudo. A sensibilidade
cruzada ocorreu mais comumente entre pacientes com SJS e sobreposicéo
SJS/NET (14 e 50%, respectivamente) do que entre pacientes com EMP (7%),
e isso foi estatisticamente significativo (P=0,03). Nao houve histéria de

sensibilidade cruzada entre pacientes com diagnostico de DRESS ou NET.
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Figura 6 - Uso de MACs e reagdes cruzadas entre pacientes com histéria de
RCA.
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FONTE: (O Autor, 2021)

Cada grafico mostra o padréao de uso de MAC entre pacientes com histéria de RCA pelo MAC
no titulo. Uso refere-se ao uso regular por ao menos 12 semanas sem a ocorréncia de RCA.



74

Os farmacos do grupo C3POL representaram uma propor¢ao menor
de todos os MAC usados entre os pacientes RCA+ em relacdo aos RCA-
(mediana [IQR] = 0,33 [0; 0,5]) e 0,57 [0,5; 0,67]; respectivamente) (P<0.001).
N&o houve diferenga no numero de farmacos do grupo Outros usados por
pacientes RCA+ e RCA- (mediana [IQR] de 2 [1; 2] e 2 [1; 3], respectivamente,
P=0.06), mas os pacientes RCA- relataram uso de uma quantidade maior de
farmacos C3POL ao longo da vida em relagdo aos RCA+ (mediana [IQR] de
3[2; 4] e 1]0; 2], respectivamente; P<0,001) (Figura 7). Os farmacos do grupo
Outros permaneceram como os farmacos mais usados por pacientes com
histéria de RCA mesmo quando o farmaco indice foi incluido entre os farmacos
do grupo C3POL (P<0.001).

Figura 7 - Numero de MACs usados ao longo da vida por pacientes com

epilepsia controles e com historia de RCA.

P=0.001 _

7 g - P<0.001
67 T
4 | — %
2 - : ’
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C3POL/RCA- Outros/RCA- C3POL/RCA+  Outros/RCA+

FONTE: O autor (2021)
Legendas:
C3POL/RCA-: Numero de farmacos do grupo C3POL usados por pacientes RCA-.
Outros/RCA-: Numero de farmacos do grupo Outros usados por pacientes RCA-.
C3POL/RCA+: Numero de farmacos do grupo C3POL usados por pacientes RCA+.
Outros/RCA+: Numero de farmacos do grupo Outros usados por pacientes RCA+.
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6.2 HLA e associacgoes alélicas individuais.

Entre as amostras de todos os 208 pacientes RCA+ e RCA-, trés néo
retornaram resultados devido a dificuldades técnicas: dois pacientes com EMP
(devido a CBZ e PB, respectivamente) e um paciente RCA-. Assim, a analise
estatistica da associacao entre HLA, tipo de RCA e farmaco foi realizada para
os 107 RCA+ e 98 RCA- restantes. A Tabela 7 mostra o numero de pacientes
sensiveis e tolerantes a cada MAC apds exclusédo dos pacientes nao tipados

devido a dificuldades técnicas.

Tabela 6 - Numero de pacientes com genotipagem, sensiveis e tolerantes a
cada MAC associada a RCA.

MAC RCA+ (n=107) RCA- (n=98) |Total Tolerantes
Total Sensiveis| Tolerantes Tolerantes (RCA+ e RCA-)
Carbamazepina 52 (48) 19 (17) 86 (88) 105
Lamotrigina 25 (23) 12 (11) 51 (52) 63
Fenitoina 20 (18) 20 (18) 53 (54) 73
Fenobarbital 14 (13) 32 (29) 69 (70) 101
Oxcarbazepina 5(9) 15 (14) 18 (18) 33
Clobazam 1(0,9) 32 (29) 55 (56) 87
Gabapentina 1(0,9) 4 (4) 1(1) S
Levetiracetam 1(0,9) 9(8) 16 (16) 25
Primidona 1(0,9) 2(2) 2(2) 4
Topiramato 1(0,9) 38 (36) 41 (41) 79
Valproato 1(0,9) 63 (59) 70 (71) 133

Dados descritos em n (%).

Sensiveis — pacientes que relataram ocorréncia de RCA para determinada MAC;

Tolerantes — pacientes que relataram uso regular e continuo de determinada MAC por ao
menos 12 semanas, sem a ocorréncia de RCA.

Para cada MAC, o paciente RCA+ poderia ser sensivel OU tolerante Ou nao exposto enquanto
o paciente RCA- poderia ser tolerante OU nao exposto. Por exemplo, foram observados 52
pacientes do grupo RCA+ sensiveis a CBZ, outros 19 pacientes RCA+ eram sensiveis a outro
MAC porém tolerantes a CBZ.

Entre os grupos RCA+ e RCA- foram observados 261 alelos diferentes
entre os 11 genes de HLA estudados nestes pacientes (HLA-A, B, C, DPA1,
DPB1, DQA1, DQB1, DRB1, DRB3, DRB4 e DRB5). Quando o grupo controle
foi incluido, 344 alelos diferentes foram observados ( grupos RCA+, RCA- e
controle somados). Assim, entre 3965 pacientes do grupo controle, foram
observados 83 alelos dos genes HLA-A, B, C, DQB1 e DRB1 que ndo tinham
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sido observados entre os pacientes RCA+ e RCA-. A frequéncia fenotipica por
alelo HLA para pacientes com epilepsia, RCA+, RCA- e controle bem como
uma tabela contendo a somatoria de alelos HLA diferentes por gene e por
grupo estdo apresentadas no APENDICE 4.

Entre os alelos HLA encontrados na populacdo RCA+ e RCA-, trés
ainda ndo haviam sido descritos (C*17:novo e DRB3*01:novo em dois sujeitos
RCA- e A*M1:novo em um caso de SSJ por CBZ). Além disso, trés
ambiguidades foram encontradas (B*44:03/44:459 e B*51:193/51:42
observados no mesmo paciente com SSJ por CBZ e DRB1*03:01/03:147 em
um paciente RCA-). A relevancia estatistica porventura encontrada em
comparagoes envolvendo alelos novos ou ambiguidades foi desconsiderada.
Todos os genes avaliados encontraram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg,
exceto o gene DPA1 nas populagdes EMP, SSJ/NET e RCA-.

As associagbes alélicas individuais foram abordadas de acordo com
os fendtipos descritos na Tabela 8. Quando uma diferenga alélica foi
observada entre tolerantes e controles ou entre pacientes RCA+ e controle
mas nao entre RCA+ e tolerantes, inferiu-se que aquele alelo € um marcador
genético envolvido na patogénese daquela forma. E possivel, no entanto, que
ndo esteja envolvido diretamente ou n&o seja o fator chave para desencadear
aquela RCA. Assim, a auséncia de relevancia estatistica na comparacgao entre
RCA+ e tolerantes pode ter ocorrido devido a um efeito pequeno do alelo sobre
o risco/tolerancia a RCA, que so6 poderia ser evidenciado com uma amostra

maior.
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Tabela 7 - Fendtipos e respectivas categorias comparadas para cada alelo.
RCA+ Tolerantes

Fenétipos RSﬁ& RC\:/§+ vs Tole\r/asntes RCA- Epll\(/aspsm
comparados Tolerantes  Controle Tolerantes Controle vS Controle
RCA- Controles

Qualquer Qualquer  Qualquer Por MAC  Por MAC ngnc?ls

RCA RCA RCA o
epilepsia
Categorias Epilepsia

testadas EMP EMP EMP RCA-
Epilepsia

DRESS DRESS DRESS RCA+

SSJ/NET SSJ/NET  SSJ/NET
Combinagdes 5742 7568 5220 2064 2064 344*

avaliadas - (n)

p<0,05-n(%) 38(0,66) 75(0,99) 12(0,23) 57(2,76) 78(3,78) 10 (2,9)
p<0,01-n (%) 18(0,31) 37 (0,48) 9(0,17) 22 (1,1) 28 (1,35) 6 (1,74)
p<0,01>-n (%) 16 (0,27) 17 (0,22) 7 (0,09) 15 (0,7) 14 (0,7) 4(1,1)
Legendas: Controles: populagéo de doadores de medula 6ssea; Epilepsia — pacientes com
epilepsia, Epilepsia RCA+ - pacientes com epilepsia e histéria de RCA, Epilepsia RCA- -
pacientes com epilepsia sem histéria de RCA; Sensiveis — pacientes com histéria de RCA por
determinada MAC; Tolerantes - pacientes com uso regular de determinada MAC por pelo
menos 12 semanas sem a ocorréncia de RCA (independente de histéria de RCA por outra
MAC); Tolerantes RCA- - pacientes com uso regular de determinada MAC por pelo menos 12
semanas sem a ocorréncia de RCA por qualquer MAC; a- nimero de comparagdes com
p<0,01 apds exclusdo de comparagdes envolvendo apenas um caso e aqueles ocorrendo em
alelos raros (<1% na populagao controle) *Apenas a comparagao entre todos os pacientes
com epilepsia e controles foi realizada inicialmente, as demais comparag¢des da coluna foram
avaliadas apenas para os alelos relevantes

Os topicos a seguir detalham estas comparagdes. Foram organizadas
tabelas com os dados brutos, valor de p, razdo de chances e intervalo de
confianca de 95% das associacbes estatisticamente relevantes para as
comparacgoes:

a) entre grupos de pacientes expostos a MAC (sensiveis, tolerantes e

tolerantes RCA-) e

b) entre a populagado exposta e a populagdo controle (doadores de

medula 6ssea).

As tabelas cujo resultado apresentaram p<0,01 estdo apresentadas
no APENDICE 5 e aquelas com resultado com p entre 0,05 e 0,01, no
APENDICE 6.

As associacbes mais relevantes sao apresentadas de forma

sintetizada, por gene do sistema HLA, nos subtépicos especificos dos
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RESULTADOS (6.2.6 HLA-A; 6.2.7 HLA-B; 6.2.8 HLA-C e 6.2.9 — Classe ll),

nas paginas a seguir.

6.2.1 Associacao entre alelo, sensibilidade e tolerancia a determinado
MAC (comparacao entre RCA+ e tolerantes).

Uma tabela de contingéncia comparando pacientes sensiveis e
tolerantes foi gerada para cada alelo encontrado, por tipo de RCA (EMP,
DRESS, SSJ/NET e qualquer RCA) para cada um dos cinco farmacos que
induziram RCA em pelo menos cinco pacientes (CBZ, LTG, PHT, PB e OXC).
Uma tabela de contingéncia por alelo também foi gerada para associagao de
qualquer farmaco C3POL que induziu RCA e para a combinacdo de CBZ e
OXC ou PB e PRM.

Neste cenario, pacientes tolerantes a um MAC foram comparados a
pacientes sensiveis ao mesmo MAC. Entre os pacientes tolerantes foram
incluidos pacientes sensiveis a um segundo MAC (ex: na comparagao entre
pacientes sensiveis e tolerantes a PB foram incluidos pacientes sensiveis a
CBZ porém tolerantes a PB).

Nenhuma associacdo entre alelo de HLA e EMP por LTG ou OXC;
DRESS por CBZ, PHT ou LTG ou SSJ/NET por OXC foi encontrada entre a
populacdo RCA+ e tolerante a estes MACs. As associagdes com p<0,01 e
entre 0,05 e 0,01 estao apresentadas na Tabela 15 e 20, respectivamente, nos
APENDICES 5 E 6.

Objetivou-se com esta analise, buscar relacédo de cada alelo com
RCAs farmaco especificas, determinando possiveis fatores de risco (OR>1)
ou de protegdo (OR<1), independentemente da ocorréncia de outras

farmacodermias.

6.2.2 Associagcdao entre alelo HLA e RCA a determinado MAC
(comparagao entre RCA+ e tolerante RCA-).

Em oposicdo a analise anteriormente apresentada comparando
pacientes RCA+ por determinado MAC com aqueles tolerantes ao mesmo
MAC (incluindo RCA- e pacientes sensiveis a outros farmacos); apenas

tolerantes RCA- foram comparados a pacientes RCA+, por RCA e MAC. Estes
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dados estdo apresentados na Tabela 16 (para p<0,01) e Tabela 21 (para p
entre 0,05 e 0,01), nos APENDICES 5 E 6.

O propésito desta avaliagao foi ampliar a investigagdo entre RCA e
alelo. Na analise anterior, os pacientes tolerantes a um farmaco incluiam
pacientes sensiveis a outro; se um alelo estiver ligado a uma determinada
RCA mas ndo ao farmaco que a determinou, essa abordagem pode ter
prejudicado sua identificagdo. Contudo, todas as associagdes relevantes na
comparagao entre pacientes RCA+ e tolerantes RCA- foram também
observadas na comparacao entre pacientes RCA+ e tolerantes em geral, a
diferencga de relevancia estatistica entre estas comparacdes foi pequena. Isso
pode ser explicado ou pela auséncia de relagdo entre RCA em geral com o
alelo ou pelo menor tamanho amostral da populacéo tolerante RCA- em

relacao aos tolerantes em geral.

6.2.3 Marcadores genéticos de sensibilidade a determinado MAC
(comparacgao entre RCA+ e populagao controle).

Os genes HLA-A, B, C, DRB1 e DQB1 estiveram disponiveis para
analise na populagéo controle. As MACs e apresentagdes clinicas avaliadas
foram as mesmas avaliadas na comparacdo entre pacientes RCA+ e
tolerantes (descritas nos topicos acima).

Nenhuma associagao entre DRESS por LTG ou entre SSJ por OXC
mostrou-se estatisticamente significativa na comparagcdo entre pacientes
RCA+ e doadores de medula éssea. As associagdes com p<0,01 estédo
apresentadas na Tabela 15 e 16 e aqueles com p entre 0,05 e 0,01, na Tabela
20 e 21, nos APENDICES 5 E 6.

O objetivo desta avaliagdo foi determinar se os pacientes sensiveis
apresentavam uma frequéncia alélica diferente da populagcdo em geral.
Quando o alelo também se mostrou relevante na comparacgéo entre pacientes
RCA+ e tolerantes, o dado reforgou a associagao entre o alelo e a RCA
farmaco especifica.

Para associagdes alélicas observadas apenas na comparagao entre
pacientes RCA+ e controles, as seguintes situagcdes devem ser consideradas:

(1) a amostra foi pequena para a RCA farmaco-especifica na avaliagao
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daquele alelo (ex: alelo pouco frequente ou efeito pequeno do alelo sobre o
risco/ tolerancia a RCA); (2) outro fator que ndo a ocorréncia de RCA explica
a diferenca da frequéncia alélica entre pacientes RCA+ e controles e aquele
alelo € apenas um marcador genético da RCA; (3) a associagédo ocorreu por

fruto do acaso.

6.2.4 Marcador genético de tolerancia a determinado MAC em relagao a

populacao geral (Tolerantes e controles ou tolerantes RCA- e controles).

A fim de melhor entender a relacéo entre o sistema HLA e RCA, a

diferenca de frequéncia alélica entre tolerantes e a populagdo geral foi

investigada tanto para pacientes tolerantes quanto para pacientes tolerantes
RCA-.

O objetivo de avaliar tanto tolerantes quanto tolerantes RCA- foi
ampliar a investigagao entre tolerancia a RCA e alelo. A confrontagéo do
resultado de ambas as analises pode ajudar a identificar o efeito da tolerancia
a RCA sobre a tolerancia especificamente ao MAC. A presenca de relevancia
estatistica em ambas as comparacdes reforca a associagcao observada.
Associagdo observada entre tolerantes (RCA+ e RCA-) mas nao entre
tolerantes RCA- pode ser resultado de um menor tamanho amostral na
segunda populagao e nao refuta a associagdo com tolerancia ao MAC, uma
vez que as populagoes tolerantes RCA- e RCA+ mostraram-se homogéneas,
por MAC testado. A associacdo observada entre tolerantes RCA- mas nao
entre tolerantes pode ter sofrido uma contribui¢cdo do efeito do alelo a RCA em
geral e ndo se dever especificamente a tolerancia ao MAC.

As associagdes com p<0,01 estdo apresentadas na Tabela 17 e 18 e
aqueles com p entre 0,05 e 0,01, na Tabela 22 e 23, nos APENDICES 5 E 6.

Alelos menos frequentemente observados entre tolerantes do que
entre controles e entre pacientes RCA+ estiveram associados a risco de RCA
pelo determinado MAC.

Se a diferenga de proporg¢ao de individuos com o alelo foi observada
na comparagao entre tolerantes e controles, mas n&o na comparagao entre
tolerantes e RCA+ os seguintes cenarios devem ser considerados: (1) o

tamanho amostral foi pequeno para o efeito do alelo sobre os determinados
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RCA e MAC (2) outro fator que n&o apenas a toleradncia ao MAC explica a
diferenca da frequéncia alélica e aquele alelo € um marcador genético de
tolerancia (3) a associagao ocorreu por fruto do acaso.

Por outro lado, alguns alelos foram observados mais frequentemente
entre pacientes tolerantes do que entre controles e entre pacientes RCA-.

Neste caso, a presenca do alelo apresentou-se como um fator de protecao.

6.2.5 Associagao entre alelo HLA e epilepsia (pacientes com epilepsia e
controles).

A fim de estudar outros fatores que poderiam justificar a associagao
de determinado alelo HLA a suscetibilidade ou tolerancia a RCA, a frequéncia
de cada alelo foi comparada entre sujeitos com epilepsia e controles. O efeito
da RCA na associag¢ao encontrada foi avaliado comparando-se a frequéncia
do alelo entre sujeitos com epilepsia RCA- e controles e entre sujeitos com
epilepsia RCA+ e controles. Estes resultados foram apresentados em graficos
de floresta, incluindo comparagdes entre as populagdes sensiveis e tolerantes
aos principais MACs. A relacao de risco ou protecao do alelo foi mantida tanto

em relacao a pacientes com epilepsia RCA- quanto RCA+ .
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Uma vez que as comparagdes entre os grupos foram explicadas, as
sessdes a seguir serdo destinadas a analise das associagdes relevantes.

Alguns alelos HLA apresentaram um resultado relevante do ponto de
vista estatistico (p<0,01), porém foram encontrados em apenas um caso de
interesse e nao foram incluidos nas analises subsequentes uma vez que nao
€ possivel determinar com seguranga se sao de risco ou ndo. Resultados
estatisticamente relevantes na comparagao com a populagédo controle para
alelos raros nesta populagéo (frequéncia <1%) também n&o foram incluidos
nas analises subsequentes. Todos estes alelos, bem como o detalhamento
das comparagdes descritas nas segdes a seguir podem ser encontrados no
APENDICE 5.

6.2.6 HLA-A
Quatro alelos do gene HLA-A estiveram associados a mais de um
fendtipo: A*02:05; A*23:01, A*24:02 e A*31:01. O resumo das associagdes

relevantes para este gene encontra-se na Tabela 9 e nas Figuras 8 e 9.

Alelos HLA com associacoes relevantes tanto na comparagao entre
tolerantes e sensiveis quanto na comparag¢ao com a populagao

controle:

A*02:05 e qualquer RCA por CBZ+0OXC.

Este alelo esteve associado a qualquer RCA por C3POL, CBZ e
CBZ+0OXC quando comparado a populacao controle. Ao todo, foram cinco
pacientes com exantema por CBZ, um por OXC e um por LTG. Sendo a
associagao mais forte aquela secundaria a associacdo CBZ+OXC, com
OR=5,6 (p<0,0001). Além disso, destas trés combinagcbes de farmacos, a
associagao CBZ+0OXC foi a unica que mostrou diferenca estatistica, ainda que
menos relevante entre a populagdo RCA+ e tolerante, com OR=6,28
(p=0,019).
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A*03:01 e EMP por PHT.
Foi observado em seis (46%) pacientes com EMP por PHT contra 11
(15%) pacientes tolerantes (p=0,009) e 727 (18,3%) controles (p=0,009) com

OR = 4,7 e 3,8, respectivamente.

A seguir sao descritos os alelos HLA com associagoes relevantes
encontradas apenas na comparagao da apresentagao clinica de

interesse com a populagao controle:

A*23:01 e tolerancia a PHT e OXC.

Este alelo mostrou-se associado a tolerancia a PHT e OXC. Foi
encontrado em 12 (16,4%) pacientes tolerantes a PHT e 10 (10,9%) dos
pacientes tolerantes a PHT RCA- contra 303 (7,6%) dos pacientes controles,
com diferengas pouco expressivas entre a populacao tolerante e tolerante
RCA-.

Cinco (27,8) entre 18 pacientes tolerantes a OXC RCA- apresentaram
este alelo, com diferenca estatistica em relagcdo a populagao controle OR(IC)
=4,6 (1,3-59,6; p=0,0099). A comparacao entre a populagéo tolerante a OXC
em comparagado ao controle também indicou uma associagdo semelhante,
com OR = 2,68 (p=0,04) porém neste caso o intervalo de confianga incluiu a
unidade e, portanto, a comparacgao foi considerada nao significativa.

Este alelo mostrou uma associagao, ainda que fraca, entre pacientes
com epilepsia RCA- (14 pacientes, 14,3%) e controles, com OR(IC)=2,01
(1,04-3,62) (p=0,015), 13 destes pacientes eram tolerantes a PHT ou OXC. E
pouco provavel que a epilepsia por si s6 tenha influenciado estes resultados
uma vez que ndo foi observada associacao entre o alelo e pacientes com
epilepsia RCA+.

Considerando estes resultados, € possivel também que o alelo

influencie a tolerancia a RCA e ndo apenas a RCA MACs especificas.

A*24:02 (auséncia de) e epilepsia, tolerancia a CBZ, PB e PHT.
Em comparagéo a 785 (19,8%) controles, este alelo foi encontrado em
nove (8,6%) pacientes tolerantes a CBZ (OR=0,38, p=0,004), sete (6,9%) a
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PB (ORO0,3 p=0,001); e quatro (5,5%) tolerantes a PHT (OR=0,23 p = 0,001),
mostrando associagao entre a auséncia deste alelo e a tolerancia aos MACs
citados. Os resultados na comparacado entre pacientes tolerantes RCA- e
controles foram semelhantes, porém com valores de p menos relevantes.
Embora os pacientes RCA+ tenham apresentado uma frequéncia absoluta
maior deste alelo do que os tolerantes (10 a 15%), ndo houve diferenca
relevante entre RCA+ e tolerantes ou RCA+ e controles.

Observou-se uma menor frequéncia deste alelo entre pacientes com
epilepsia (10,9%) em relacdo ao controle (p=0,0026). Embora apenas a
populacdo com epilepsia RCA- tenha se mostrado diferente do controle
(p=0,009), apenas a ocorréncia de RCA nao explica o resultado, uma vez que
nao houve diferencga estatistica na frequéncia deste alelo entre pacientes com
e sem histéria de RCA (p=0,21). Todos os pacientes com epilepsia RCA- eram
tolerantes a CBZ. Os resultados das comparagdes relevantes para este alelo
sdo mostrados na Figura 8.

Entre os 12 pacientes RCA+ com epilepsia e A*24:02, trés
apresentaram SSJ/NET (dois por CBZ e um por PHT), um DRESS (LTG) e
oito EMP (quatro por LTG, trés por CBZ e um por PHT) porém estas

associag¢des nao foram estatisticamente significativas.
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Figura 8 - Associacg&o entre o alelo A*24:02 e diversos fenotipos clinicos.

A*24:02
i e e e e A RC____(p)_
Sensivels vs tolerantes
CB7 2 19 02
PHT 19 06
LTG E 25 012
PB 221 03
C3POL 15 036
Sensiveis vs controle
CcBZ —a 0.73 0.3
PHT — 0.45 04
LTG ' 1.28 0.6
PB 0.67 1
Tolerantes vs controle
CBZ —— 0.38 0.004
PHT N 0.23 0.0009
LTG — 0.5 0.09
PB i 0.3 0.001
Epilepsia vs controle
Epi RCA+ vs controle —— 06 01
Epi RCA- vs controle — 04 0.009
Todos Epi vs controle e o : : : . 0.5 0.0026
g 02 as 1 15 2 25 3
Razdo de Chances & 55% IC
FONTE: O autor (2021)
Legendas:
CBZ - carbamazepina; C3POL (carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primidona,

oxcarbazepina e lamotrigina); LTG — lamotrigina; PB —fenobarbital; PHT —fenitoina; Epi RCA+
- pacientes com epilepsia e histéria de RCA; Epi RCA- - pacientes com epilepsia sem historia
de RCA; Todos Epi — todos os pacientes com epilepsia.

A*31:01 e associagao a RCA e EMP por CBZ, epilepsia e RCA
induzida por MAC.

Em comparagdo ao controle, o alelo A*31:01 esteve associado a
qualquer RCA por CBZ (OR=3,87; p=0,6.10"), CBZ+OXC (OR=3,4.10¢), PHT
(OR=4,4; p=0,0009), e por qualquer MAC do grupo C3POL (OR=2,7;
p=0,00002). Entre os pacientes controle, 350 (9%) apresentaram o alelo,
contra 15 (28,8%), 15 (27%), 6 (30%) e 22 (21%) dos pacientes com RCA por
CBZ, CBZ+OXC, PHT e C3POL, respectivamente. Na comparagao entre
pacientes RCA+ e tolerantes apenas na avaliagao de qualquer RCA por CBZ
foi observada uma associagcdo de risco, com OR= 2 (p=0,04), porém o
intervalo de confianga que inclui a unidade nao permite que este risco seja

estabelecido com seguranca (IC = 0,99-5,06).
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A associacdo entre o alelo e CBZ+OXC ocorreu exclusivamente
devido a presengca de RCA por CBZ. A associagdo a C3POL ocorreu
principalmente devido a somatéria de RCA por CBZ e PHT (com um caso de
reagao cruzada entre os dois MACs); embora um caso de EMP por LTG e
outro por PB também tenham ocorrido entre estes pacientes.

Entre os casos de RCA por CBZ, nove foram do tipo EMP,
correspondendo a 29,3% dos casos devido a este MAC e isso também foi
estatisticamente significativo em relagédo a populagdo controle (OR =3,87;
p=0,0002).

Surpreendentemente, este mesmo alelo esteve ligado a tolerancia a
RCA por PB, PHT e LTG, presente respectivamente em 19 (18,8%, p=0,0006),
13 (17,8%, p=0,008) e 13 (20,6%, p=0,004) dos pacientes tolerantes a estes
MACs, contra 8,8% dos controles.

O fato de o mesmo alelo estar associado tanto a ocorréncia de
qualquer RCA quanto a tolerancia a RCA por PHT sugere que outro fator néo
analisado interfira nesta relacao, desequilibrando-a a favor de um ou outro
desfecho.

Por fim, o HLA-A*31:01 esteve associado a maior risco de epilepsia.
Ocorreu mais frequentemente presente entre pacientes com epilepsia (36
pacientes, 18,8%) do que entre controles, com OR (IC) = 2,4 (1,6-3,5)
(p=0,000003). Este alelo ocorreu com maior frequéncia entre pacientes com
epilepsia tanto RCA- (16%) (p=0,01) quanto RCA+ (21,5%) (p=000027).

A Figura 9 mostra as principais comparagdes de frequéncias do alelo

A*31:01 entre os diversos grupos.
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Figura 9 — Associacao entre o alelo A*31:01 e diversos fendtipos clinicos.

A*31:01
e RC_ ____ -
Sensiveis vs tolerantes AP}
CBZ 2.2 0.04
PHT 1.96 0.23
LTG L a 0.16 0.06
PB o 0.33 0.45
C3POL —_— 134 042
S$8J vs tolerante
CBZ 2 0.27
Sensiveis vs controle
CBZ 4.2 0.0000006
PHT — 442 0.0009
LTG - 043 0.72
PB L 0.79 1
Tolerantes vs controle
CBZ — 1.85 0.02
PHT 2.24 0.008
LTG 2.68 0.001
PB — 2.39 0.0006
Epilepsia vs controle
Epi RCA+ vs controle 2.8 0.000027
Epi RCA- vs controle — 2 0.01
Todos Epi vs controle — o s— 24 0.000003

ans as 1 6 .. I8 3 a5 4 45 5
Razdc de Chances & 95% IC
FONTE: O autor (2021)
Legendas:
CBZ - carbamazepina; C3POL (carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primidona,

oxcarbazepina e lamotrigina); LTG — lamotrigina; PB —fenobarbital; PHT — fenitoina; Epi RCA+
- pacientes com epilepsia e histéria de RCA; Epi RCA- - pacientes com epilepsia sem historia
de RCA; Todos Epi — todos os pacientes com epilepsia.

Outros alelos HLA-A: A*33:01 e tolerancia a RCA.

O alelo A*74:01 foi associado a maior risco de RCA por PB ou PRM
pois esteve presente em dois pacientes RCA+ (13%) contra 46 (1,1%)
controles (p=0,014). Embora a relagdo tenha sido estatisticamente
significativa, deve ser considerada com cautela dada a baixa frequéncia do
alelo na populagao controle e baixo numero absoluto de casos positivos para
o alelo.

O alelo A*33:01 foi observado em sete (8,1%) dos pacientes tolerantes
a CBZ RCA- contra 120 (3%) dos controles (p=0,007). Como estas
associagdes nao foram observadas quando uma amostra maior, composta por
pacientes tolerantes a estes farmacos, porém sensiveis a outros foram

comparados aos controles, & possivel que este efeito esteja associado a
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tolerancia a RCAs em geral e ndo MACs especificas. De fato, ao comparar
todos os pacientes RCA- com controles, observou-se um OR (IC) = 2,46 (0,94-
5,44, p=0,032) para o alelo A*33:01.
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6.2.7HLA-B
Trés alelos do HLA-B estiveram associados a mais de um fenétipo: B*
07:02, B*41:01e B* 53:01. O resumo de todas as associacdes estatisticamente

significativas do HLA-B esta apresentado na Tabela 10.

Alelos HLA com associagodes relevantes tanto na comparagao entre
tolerantes e sensiveis quanto na comparagao com a populagao

controle:

B*35:02 e SSJ/NET por CBZ

O alelo B*35:02 esteve associado a maior risco de SSJ/NET por CBZ;
com OR=24,6 em comparagao ao grupo tolerante ao mesmo MAC (P=0,005),
OR=20,1 em comparacgédo aos tolerantes RCA- (p=0,0099) e OR=7,5 em
relagéo a populacéo controle (p=0,01). Este alelo foi observado em trés (20%)
dos 15 pacientes com histéria de SSJ/NET por CBZ contra apenas 1 paciente
(0,9%) tolerante, 123 (3,1%) dos controles; além de dois pacientes com EMP
por LTG, um EMP e um SSJ/NET por PHT.

B*41:01 e tolerancia a CBZ e PHT.

A presenca deste alelo esteve associada a tolerancia a CBZ e PHT
quando comparado a populacédo controle. Embora tenha sido observado em
apenas 51 sujeitos controle (1,3%), esteve presente em seis (5,7%)
(p<0,0001) e quatro (7,5%) (p=0,0056) pacientes RCA- tolerantes a CBZ e
PHT respectivamente.

Observou-se ainda uma associacdo a tolerancia a C3POL entre
pacientes B*41:01, porém os seis pacientes nesta categoria eram também os
tolerantes a CBZ e PHT. Nenhum dos 106 pacientes com RCA a MACs C3POL
apresentou o alelo (p=0,01), ainda assim ndo € possivel afirmar que este
numero seja diferente do esperado para a populagao controle dada a baixa
frequéncia do alelo. Por outro lado, a baixa frequéncia alélica na populagao
geral também pode explicar a auséncia de relevancia estatistica na
comparagao entre tolerantes a PHT e CBZ e RCA+. Isso porque se esta

populacao apresentar a mesma frequéncia alélica que os controles, seriam
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necessarios pelo menos 100 casos de RCA para cada uma destas MACs para

encontrar apenas um paciente com o alelo.

B*53:01 e RCA por OXC

Pacientes B*53:01 apresentaram maior risco de qualquer RCA por
OXC (OR=21,6; p=0,008). Dois (40%) pacientes com RCA a OXC
apresentaram este alelo, contra 118 (3%) controles. Nenhum paciente
tolerante a OXC apresentou B*53:01, porém a diferenca entre pacientes RCA+
e tolerantes foi mais fraca (p=0,014). Entre pacientes RCA+ e RCA-, oito
apresentaram o alelo (trés sensiveis a CBZ, um a CBZ e OXC, um a OXC, um
a PHT e dois RCA-).

A seguir sao descritos os alelos HLA com associagoes relevantes
encontradas apenas na comparagao da apresentacgao clinica de

interesse com a populagao controle:

B*07:02 e associacao a RCA e EMP por LTG.

Esse alelo mostrou-se um fator de risco tanto para RCA quanto para
EMP por LTG. Foi observado em seis (37,5%) pacientes com EMP e oito
(32%) pacientes com RCA (dois DRESS somados aos casos de EMP) contra
510 (12,8%) controles, com OR (p) respectivamente de 3,2 (p=0,004) e 4,06
(p=0,0004).

Os pacientes tolerantes a LTG apresentaram uma frequéncia alélica
semelhante a do controle (12,7%). Na comparagao entre pacientes RCA- e
RCA+ o alelo também se apresentou como risco para EMP e RCA ao MAC,
OR (IC, p) =4 (0,94-16,9, p=0,02) e 3,2 (0,9-11,5, p=0,03), porém a relevancia
estatistica € questionavel uma vez que o intervalo de confianga inclui a

unidade.
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Outros alelos marcadores de sensibilidade ou tolerancia.

Nenhum dos 53 pacientes RCA- tolerantes para PHT apresentou o
alelo B*44:02, observado em quase 10% dos individuos controles (p=0,008).
A frequéncia do alelo entre pacientes sensiveis a este MAC foi de 5%, porém
nao houve diferencga estatistica deste grupo em relagdo aos tolerantes RCA-
ou em relacdo aos controles. O alelo ndo esteve associado a epilepsia ou
pacientes com epilepsia RCA-.

Uma maior frequéncia alélica entre pacientes tolerantes a OXC
também foi observada para B*44:03, presente em oito (24,2%) dos pacientes
tolerantes a este MAC em relagdo a 399 (10%) dos sujeitos controles (OR =
2,86; p=0,007). Seis destes pacientes eram do grupo RCA- (os outros dois
apresentaram EMP por CBZ e SSJ por PB). Também houve diferenga entre o
grupo tolerante a OXC RCA- e controle (OR=4,47; p=0,001). Como esperado
de acordo com a frequéncia alélica observada entre controles, nenhum dos
cinco pacientes sensiveis a OXC apresentou o alelo. Entre todos os pacientes
RCA+ e RCA-, 27 pacientes (13,2%) apresentaram o B*44:03, frequéncia
semelhante a observa entre controles (p=0,152).

Nenhum dos 4170 sujeitos avaliados apresentou o alelo B*15:20.
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6.2.8 HLA-C
Trés alelos do gene C estiveram ligados a mais de uma
apresentacao clinica: C*02:10, C*17:01 e C*18:02. O resumo de todas as
associagdes estatisticamente significativas do HLA-C esta apresentado na
Tabela 11.

Alelos HLA com associagodes relevantes tanto na comparagao entre
tolerantes e sensiveis quanto na comparagao com a populagao

controle:

C*02:10 e RCA por PB

Este alelo esteve associado a maior risco de RCA por PB tanto na
comparagao com a populagao tolerante (OR=25,7, p=0,005) quanto com a
populacdo controle (OR=13,9, p =0,0023). A frequéncia deste alelo na
populacdo controle foi de 2% e entre tolerantes, 0,9% contra 21% (trés
pacientes) dos pacientes com historia de RCA por PB.

O paciente com RCA por PRM nao apresentou o alelo e, portanto,
apesar da analise de risco da combinacao PB e PRM mostrar associacédo ao
alelo, esta deveu-se exclusivamente a presenca do alelo entre pacientes

sensiveis a PB.

C*17:01 e tolerdncia a MACs C3POL (CBZ, PB e PHT).

Este alelo esteve associado a tolerancia a CBZ, PB e PHT. Enquanto
sua frequéncia na populacéo controle foi de 3%, esse alelo foi observado em
oito (7,9%) dos pacientes tolerantes a PB; seis (11,3%) e oito (9,3%) dos
pacientes RCA- tolerantes a PHT e CBZ, respectivamente. Também foi
observada uma maior frequéncia do alelo entre tolerantes a PHT em relagéo
a controles (p=0,027), OR = 2,81, porém com um intervalo de confiangca que
incluiu a unidade (0,98 a 6,64) e tolerantes a CBZ (p=0,18) OR (IC) = 2,6 (1,06-
5,48).

Observou-se um risco muito baixo de RCA (OR=0,095) entre os

portadores deste alelo (p=0,008), evidenciada na comparacao de tolerantes e
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sensiveis a MACs C3POL. Apenas um (1,9%) paciente RCA+ apresentou o
alelo. No entanto, este unico paciente apresentou SSJ a CBZ e EMP a LTG.

A seguir sao descritos os alelos HLA com associagoes relevantes
encontradas apenas na comparacao da apresentacao clinica de

interesse com a populagao controle:

Outros alelos do HLA-C:

C*04:01 e tolerancia a OXC.

Este alelo foi muito frequente na populagéao controle (30,3%), porém
ainda mais frequente entre pacientes RCA- tolerantes a OXC (66,7%), sendo
encontrado em 12 pacientes (p=0,008). Dois pacientes sensiveis a este
farmaco (40%) apresentaram o mesmo alelo, sem diferenga em relagéo a
populacao tolerante. Uma vez que a frequéncia foi alta em todos os grupos
estudados, este achado deve ser confirmado por estudo semelhante em uma

amostra maior.

C*05:01 e tolerancia PHT.

O alelo C*05:01 foi observado em 12% dos sujeitos controles e 20%
dos pacientes RCA+ para PHT, porém em 0% dos 53 pacientes RCA-
tolerantes a PHT. Dois pacientes RCA+ tolerantes para PHT apresentaram
este alelo e a diferenca entre tolerantes a PHT e controles também foi
relevante, OR (IC)= 0,2 (0,02-0,78, p=0,009). Nao houve diferenca estatistica
na comparacgao entre pacientes RCA+ e tolerantes RCA- (p=0,07) mas sim na

comparacgao entre tolerantes RCA- e controles (p=0,002).
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6.2.9 Alelos HLA de Classe Il.
Oito alelos do HLA de classe Il estiveram associados a mais de uma
apresentacao clinica. Apenas os HLA-DRB1 e DQB1 estiveram disponiveis
para a populagdo controle. A Tabela 12 resume todas as associacdes

estatisticamente significativas do HLA de classe |I.

Alelos HLA com associagoes relevantes tanto na comparagao entre
tolerantes e sensiveis quanto na comparagao com a populagao

controle:

DPA1*02:02 e RCA por CBZ, CBZ+OXC e EMP por CBZ.

Este alelo esteve associado a maior risco de RCA por CBZ (p=0,003)
e combinagdo de CBZ com OXC (p=0,0008) bem como a EMP por CBZ
(p=0,005) em relagdo aos pacientes tolerantes aos mesmos MACs (OR

respectivamente de 4,16, 5,08 e 4,41).

DPA1*03:01 e DPB1*105:01 e RCA a PB.

Estes alelos foram associados a maior risco de RCA por PB
(OR=25,6). Cada alelo foi observado em trés (21%) dos 14 pacientes sensiveis
a PB contra apenas um (0,9%) dos 101 tolerantes ao mesmo MAC (p=0,005).

O paciente sensivel a PRM nao apresentou nenhum dos alelos.

DPB1*04:01

Este alelo esteve associado a menor risco de RCA por CBZ e C3POL
(OR=0,38 e 0,42, respectivamente). No entanto, ainda esteve presente em
uma alta proporgéo dos pacientes sensiveis a estes MACs (35% e 40% contra
58% e 59% dos tolerantes, respectivamente). Sendo assim, sua aplicabilidade

clinica é provavelmente baixa.

DRB1*04:02 e RCA e EMP a PHT.
Este alelo esteve associado a maior risco de RCA e EMP por PHT
tanto na comparagdo com individuos controles (OR=7,19 e 8,6,

respectivamente) quanto na comparagédo com tolerantes (OR=17,2 e 20,2,
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respectivamente). Foi observado em quatro (20%) e trés (23,1%) dos
pacientes com RCA e EMP por PHT contra 144 (3,4%) e um (1,3%) dos

pacientes tolerantes ao mesmo MAC.

A seguir sao descritos os alelos HLA com associagoes relevantes
encontradas apenas na comparacao da apresentacgao clinica de

interesse com a populagao controle:

DRB1*04:04 e RCA por CBZ
Este alelo foi observado mais frequentemente entre pacientes com
RCA por CBZ (13,6%) em relagcéo a controles (4%) (p=0,0019). Nao houve

diferenca estatistica entre sensiveis e tolerantes (p=0,09).
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DQB1*04:02 e epilepsia

Este alelo foi mais frequentemente observado entre RCA- (tolerantes
C3POL, 21,4%) do que em relagdo a controles (11,8%) (p=0,003), e entre
tolerantes a CBZ (20,9%) em relacdo a controles (p=0,0096) porém n&o houve
diferenga estatistica na comparacéo entre RCA+ (17,9%) e RCA-.

Este alelo esteve associado também a epilepsia, sendo presente em
18,3% dos pacientes nesta condicdo (p=0,007). Em relacdo a populagdo
controle, apenas o grupo com epilepsia RCA- mostrou-se estatisticamente
diferente (p=0,004). Nao houve diferengca estatistica entre os grupos de
paciente com epilepsia RCA+ e RCA- (p=0,25). A Figura 10 mostra a relagéo

entre o alelo e os diversos grupos.

Figura 10 — Associacdo entre o alelo DQB1*04:02 e diversos fendtipos

clinicos.

DQB1*04:02
. RC____(p)
Sensiveis vs tolerantes
CB7 = 082 1
PHT 168 051
LTG 149 052
PB + 067 1
C3POL LI T E— 08 052
Sensiveis vs controle
CBZ 1.56 0.22
PHT & 2.5 0.08
LTG 1.67 0.21
PB : 124 0.67
Tolerantes vs controle
CBZ : 198 0.004
PHT & 147 022
LTG : 124 054
PB 164 0.014
Epilepsia vs controle
Epi RCA+ vs controle ' : / 1.32 0.32
Epi RCA-vs controle ' : 204 0.004
Todos Epi vs controle . . . , : 1.68 0.007

as f] 15 2 25 3
Razdo de Chances & 95% IC
FONTE: O autor (2021)
Legendas:
CBZ - carbamazepina; C3POL (carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primidona,

oxcarbazepina e lamotrigina); LTG — lamotrigina; PB —fenobarbital; PHT — fenitoina; Epi RCA+
- pacientes com epilepsia e histéria de RCA; Epi RCA- - pacientes com epilepsia sem historia
de RCA; Todos Epi — todos os pacientes com epilepsia.
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DRB1*14:01 e epilepsia

Este alelo ndo esteve associado a nenhuma RCA. Observou-se que
pacientes com epilepsia apresentaram menos frequentemente este alelo em
relacdo a populagao controle (OR=0,12, p=0,006; IC=0,003 a 0,72). Apenas
um (0,5%) paciente com epilepsia apresentou o alelo, em comparagéo a 160
(4%) controles. A Figura 11 mostra a relagdo entre o alelo e os diversos

grupos.

Figura 11 — Associagao entre o alelo DRB1*14:01 e diversos fenotipos clinicos.

DRB1*14:01
oy i e s e s s e e RC____(p)
Sensiveis vs tolerantes
CBZ 2 1
PHI - 11.3 0.21
LTG : 249 1
PB 7 1
C3POL 321 1
Sensiveis vs controle
CBZ —— 0.22 0.27
PHT — 1.25 0.56
LTG - 0.46 062
PB —B 0.81 1
Tolerantes vs controle
CBZ — 0.11 0.035
PHT — 0.16 0.11
LTG — 0.19 0.18
PB | 0.11 0.03
Epilepsia vs controle
Epi RCA+ vs controle - 0.25 0.18
Epi RCA- vs controle — 012 0.03
Todos Epi vs controle .- O 0O O OO 012 0.006
205 1 ') 3 u'—‘ 5 B T ] 9 w112
Razso de Chances e 35% I1C
FONTE: O autor (2021)
Legendas:
CBZ - carbamazepina; C3POL (carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primidona,

oxcarbazepina e lamotrigina); LTG — lamotrigina; PB — fenobarbital; PHT — fenitoina; Epi RCA+
- pacientes com epilepsia e histéria de RCA; Epi RCA- - pacientes com epilepsia sem historia
de RCA; Todos Epi — todos os pacientes com epilepsia.
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Outros alelos de classe Il - DRB1*14:02 e SSJ/NET a CBZ

DPA1*01:03 — este alelo foi observado em quase todos os pacientes
tolerantes a PB (96%) contra 63% dos sensiveis. Embora tenha se associado
a tolerancia ao farmaco, a alta frequéncia em ambos os grupos compromete
sua relevancia clinica.

DRB1*01:03 foi observado em dois (18,2%) dos pacientes com EMP
por PB; ndo houve diferenca em relagdo aos pacientes tolerantes (2,9%)
(p=0,07), mas sim em relagdo ao controle (1,2%), sendo associado a maior
risco de EMP (OR=18,9, p=0,0073).

DRB1*14:02 este alelo foi associado a maior risco de SSJ/NET a CBZ
(OR=11,8) em relacéo a controles (p=0,003). Foi observado em 20% dos
casos contra 2% dos controles e 2,8% dos tolerantes. Na comparagédo com
tolerantes, mostrou um risco duvidoso, com OR=8,22 (0,99-58,6) (p=0,025),

que deve ser comprovado ou refutado com uma amostra maior.
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6.3 Alelos HLA e interagoes alélicas.

As interacao entre os alelos que mostraram associacdo a RCA foram
estudadas de acordo com a metodologia demonstrada no Quadro 1 e
apresentadas, por farmaco ou grupo de farmaco na Tabela 13. Apenas os
alelos que apresentaram uma associagao estatisticamente relevante na
comparacao entre RCA+ e tolerantes foram avaliados por esta metodologia.

Para os casos em que apenas uma associacado entre alelo, RCA e
farmaco foi encontrada, foram descritas no texto a raz&o de chances calculada
pelo método de Haldane (OR Haldane) e os resultados dos testes exatos de
Fisher na comparagao entre populacdo RCA+ e tolerantes ao MAC (RCA+ e
RCA-).

Qualquer RCA por CBZ:

Quando todos os tipos de RCA foram agrupados, o alelo DPA1*02:02
foi associado a maior chance de RCA e o DPB1*04:01 mostrou-se um fator de
protecado. O fator de risco observado para DPA1*02:02 manteve-se presente
tanto em pacientes DPB1*04:01 positivos quanto negativos (a associacao de
DPA1*02:02 mostrou-se independente de DPB1*04:01), porém a protecao
associada a DPB1*04:01 manteve-se apenas entre pacientes DPA1*02:02
negativos. Assim, a protecéo observada entre pacientes DPB1*04:01 nao foi
mantida na presenca do alelo DPA1*02:02. Surpreendentemente, a presenca
do alelo DPB1*04:01 aumentou o risco entre pacientes DPA1*02:02 (embora
a relevancia estatistica tenha sido perdida apds a corregao, p=0,053) e sua
auséncia a diminuiu. Houve diferenca na associacio entre estes dois alelos e
nao foi observado desequilibrio de ligagao entre pacientes RCA+ entre ou

tolerantes.

Qualquer RCA por CBZ + OXC:

Devido a semelhanca da estrutura quimica da CBZ e da OXC, a
associagao entre qualquer RCA causada por qualquer um destes farmacos
também foi avaliada. O alelo DPA1*02:02 também se mostrou um fator de

risco para RCA por esta associacdo de MAC. Além disso, O alelo A*02:05
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também foi associado a maior risco de qualquer RCA quando CBZ e OXC
foram agrupados. Quanto um alelo esteve presente e o outro ndo, tanto o alelo
A*02:05 quanto o DPA1*02:02 mantiveram-se como fatores de risco para RCA
por CBZ + OXC (embora a relevancia do alelo A*02:05 tenha se perdido apos
corregdo). O mesmo nao pbéde ser comprovado na presenga de ambos 0s
alelos. Nao houve desequilibrio de ligagéo, diferenca ou combinacdo de

associacao.

Qualquer RCA por OXC:
O alelo B*53:01 mostrou-se um fator de risco para RCA por OXC
(p=0,014, OR Haldane = 47,8, IC=1,4-«).

EMP por CBZ:
Apenas o alelo DPA1*02:02 esteve ligado a EMP por CBZ, como fator
de risco (p=0,005, OR Haldane = 4,38, 1C=1,26-15,8).

Espectro SSJ-NET:
Apenas um alelo foi associado ao espectro SSJ-NET provocado por
CBZ, 0 B*35:02 (p=0,005, OR Haldane =19,5, 1C=1,81-1363).

Qualquer RCA por PHT:
O alelo DRB1*04:02 esteve associado a maior risco de qualquer RCA
por PHT (p= 0,007, OR Haldane=13,2; IC=1,57-893).

EMP por PHT:

Dois alelos estiveram associados a EMP por PHT: A*03:01 e
DRB1*04:02. Nenhum paciente tolerante apresentou ambos os alelos, mas
dois entre os trés pacientes DRB1*04:02 com EMP por PHT apresentaram
também A*03:01. Nao foi possivel estabelecer um desequilibrio de ligagao ou
independéncia entre estes alelos, porém observou-se um aumento da razao
de chances para EMP por PHT com a combinacéo destes alelos; a relevancia

estatistica deste achado, contudo, foi perdida apés a corregao.
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Qualquer RCA por PB:

Todos os sujeitos positivos para DPA1*03:01 tinham também o alelo
DPB1*105:01 (n=8), destes, trés apresentaram RCA por PB e apenas um era
tolerante a este MAC. Entre estes oito pacientes, trés apresentaram RCA por
outro MAC (um por PHT, CBZ, VPA, PB e OXC, um por CBZ e um por PHT).
ApOds a correcao, as associagdes entre RCA por PB e os alelos DPA1*03:01 e
DPB1*105:01 mantiveram-se estatisticamente significativas, com OR=20,4
para ambos. O teste [9] mostrou um desequilibrio de ligagdo destes alelos
entre pacientes sensiveis, mas ndo entre os tolerantes (teste [10]) (Tabela 13).

Como esperado, o estudo de associacédo entre os alelos C*02:10 e
DPA1*03:01 foi semelhante ao estudo entre os alelos C*02:10 e DPB1*105:01.
Observou-se que o alelo C*02:10 manteve-se como fator de risco entre
pacientes negativos para os demais alelos mas nao entre os positivos. O
mesmo ocorreu para os outros dois alelos em relagao a C*02:10. Entretanto,
estas relagdes ndao mantiveram uma relevancia estatistica com p<0,01 apés a
correcdo (associagdes provavelmente significantes). Nao foi observado
desequilibrio de ligacdo, combinagao ou diferenga de associagéo entre estes

alelos.

EMP por PB:

O alelo DPA1*01:03 foi 0 unico associado a este fenotipo e mostrou-se
um fator de prote¢cdo para EMP por PB (p=0,003, OR Haldane=0,07, IC=0-
0,38).

Qualquer RCA por C3POL.:

Apenas um alelo mostrou-se associado, como fator de protecao, a
qualquer RCA por MACs do grupo C3POL, o C*17:01 (p=0,007; OR
Haldane=0,13; IC=0,002-0,7).
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Tabela 12 - Relacao entre multiplos alelos do sistema associados a RCA.

Associagoes | . . Diferenca Combina- Associagdes

. Aindepen- B indepen- . ~

independen de associa- ¢aode entre

dente dente ~ .
-tes ¢coes associagoes AeB
Alelo Alelo [1]A [2]B [3]+ [4]+-/ [5]++/ [6]+-/ [7]+-/-+ [8] ++/-- [9]S [10]T
A B +/-+ - +- --

Qualquer RCA - apenas CBZ
DPA1 DPB1

02:02 oa:01 »05 038 66 27 (0,78) 0,32 8,54 2,1 (2,28) (0,93)
Qualquer RCA - CBZ + OXC
A  DPA1
02:05 02:02 > &9 (1,56) 57 (1,36) 3 (1,14) (7,8)  (0,84) (3,1)
Apenas EMP - PHT
DRB1 A
04:02 0301 V7 161 (5) (3,7) (12,7) (9,4) (0,39) 47,3 (2,4) (1,8)
Qualquer RCA - PB
C DPAl
02:10 03:01 204 204 (18) 206 (1,8) 20,6 (1) (31,4)  (2,1) (221)
C DPB1
02:10 105:01 204 204 (1,8) 20,6 (1,8) 20,6 (1) (31,4) 2,1) (22,1)
DPA1 DPB1
03:01 105:01 204 204 (23) (87) (23) (87) (1) 20,4 161 603

Legendas: CBZ — carbamazepina; OXC — oxcarbazepina; S — pacientes RCA+ ao farmaco; T
— pacientes tolerantes ao farmaco.

Dados apresentados em razao de chances calculada através do método de Haldane (método
de Woolf modificado por Haldane).

O detalhamento das comparagdes [1] a [10] € apresentado no Quadro 1.

Valores apresentados em negrito correspondem aqueles com p<0,05 apds corregao, valores
sem negrito aqueles que tinham p<0,05 antes da corregdo, porém ndo apds, aqueles
apresentados em parentes correspondem aqueles com valor de p sem relevancia estatistica.
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7 DISCUSSAO

7.1 DADOS CLINICOS

7.1.1 MACs mais frequentemente associados a RCA

Os farmacos mais frequentemente associados a RCA neste estudo
foram CBZ, LMT, PHT e PB; este resultado esta alinhado com aqueles
reportados por Hirsch et al. e Yang et al. (HIRSCH et al., 2008; YANG et al.,
2011). Juntos, os farmacos do grupo C3POL foram responsaveis por 96% de
todas as RCAs em geral e por todas as nossas RCAs graves. A
preponderancia destes farmacos entre os causadores de RCA estd em
consonancia com dados previamente publicados (ARIF et al., 2007;
BORRELLI et al., 2018; FREY et al., 2017; HIRSCH et al., 2008; HOSOHATA
et al., 2019; HYSON; SADLER, 1997; MANI et al., 2019; ORDONEZ et al.,
2015).

Os farmacos do grupo C3POL foram assim agrupados devido a seus
maiores escores de notoriedade para RCA grave, de acordo com o projeto
RegiSCAR (MOCKENHAUPT et al., 2008), porém em nosso estudo,
observamos propor¢des semelhantes de RCA leve e grave provocadas por
estes farmacos. Assim, é possivel que a aplicabilidade deste indice possa ser
estendida para RCAs em geral associadas a MACs e que este index tenha
pouco valor para predizer gravidade de RCA quando o farmaco indutor é desta
classe.

Uma associagado, ainda que pequena, entre VPA, LEV e CZP e
SJS/NET foi recentemente descrita em um estudo realizado através do
sistema americano eletrénico de notificagao de eventos adversos (BORRELLI
et al., 2018). RCA induzido por LEV ou VPA foi raro em nosso estudo, mas
muitos pacientes ja estavam em uso de VPA quando da apresentagdo do
exantema. O acido valproico € reconhecido por aumentar o risco de SJIS/NET
uma vez que inibe o metabolismo de outros MACs, particularmente a
lamotrigina, além de aumentar o nivel sérico de fracdes livres de PB, PHT e
CBZ, devido a sua maior afinidade de ligacao a proteinas séricas em relagao

a estas outras MAC (MANI et al., 2019). Por si s6, o VPA tem uma relagao de
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causalidade com SJS/NET mais fraca do que farmacos C3POL
(MOCKENHAUPT et al., 2008). A combinacao terapéutica com VPA foi
encontrada em cerca de metade dos pacientes com SJS/NET induzida por
lamotrigina em uma revisdo de 70 casos publicados entre 1999 e 2014 (WANG
et al., 2015).

7.1.2 Apresentacao clinica da RCA

A classificagdo precisa das RCAs a MACs € um ponto fundamental
tanto de seu manejo como do acompanhamento dos pacientes com epilepsia,
uma vez que esta é uma doenca crénica e que frequentemente requer
tratamento farmacolégico por toda a vida. Entretanto, a distingao entre formas
leves e graves nem sempre € nitida. Em nosso estudo, o envolvimento mucoso
foi relatado por 17% dos pacientes com formas leves e 42% dos pacientes
com DRESS e isso, por si s, ja pode dificultar a diferenciacéo destas formas
de exantema com SJS/NET. Essa delimitacdo pode se tornar especialmente
capiciosa na presenga de febre, mal estar geral e um exantema mais intenso,
sinais comumente presentes no DRESS e possiveis no EMP. Placas e
vesiculas foram observadas mais comumente na RCA grave (P<0,001), mas
mesmo estes sinais foram encontrados em alguns casos de EMP. Enquanto o
exantema maculopapular € uma apresentagdo comum a todas as RCA, a
progressao de um verdadeiro EMP a DRESS ou SJS/NET desencadeada pela
ndo descontinuacdo do farmaco causal ainda é controversa (CRISAFULLI et
al., 2019). Por outro lado, a sobreposi¢cao de alguns dos mecanismos imunes
associados a EMP, DRESS e SJS é conhecida, e possivelmente mais de um
destes mecanismos estédo presentes na maioria das RCA (HOETZENECKER
et al.,, 2016; LERCH; PICHLER, 2004). Nesse sentido, € compreensivel
encontrar quadros clinicos atipicos, sobretudo entre pacientes com EMP,
cujos critérios diagnosticos sao menos estritos em relagcéo aqueles do DRESS
ou da SJS/NET (CASAGRANDA et al., 2017; GARCIA-GUTIERREZ et al.,
2019; HORCAJADA-REALES; PULIDO-PEREZ; SUAREZ-FERNANDEZ,
2018; PINTO GOUVEIA et al., 2016).

A diferenciagao entre exantema maculopapular e formas graves de

RCA é um tema de interesse recorrente na literatura. Em um estudo
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retrospectivo que avaliou lesbes exantematosas provocadas por farmacos, a
presenca de dor cutanea, envolvimento mucoso ou o uso de MACs estiveram
associados a progressao para RCA grave (MANRIQUEZ et al., 2016). Em
outro estudo retrospectivo de 208 casos suspeitos para SJS/NET, EMP e
DRESS foram os principais mimetizadores (WEINKLE et al., 2019). Este
estudo sugeriu que a presencga de lesdes em alvo atipicas, linfopenia, febre e
sinal de Nikolsky foram preditores de SJS/NET (WEINKLE et al., 2019).
Entretanto, apenas um terco de nossos casos tiveram acesso a um
especialista durante a fase aguda de sua doenga e infelizmente estas
informagdes dificiimente podem ser resgatadas na entrevista com paciente.
Assim, o médico neurologista pode encontrar dificuldades para classificar a
RCA quando o paciente se apresenta em consulta anos depois da fase aguda.
Nesta circunstancia a RCA pode ser encarada como grave até que o contrario
seja provado. Em nosso estudo, o uso de figuras ilustrativas auxiliou no
reconhecimento dos sinais cutaneos. Este é um procedimento simples e util

para a investigacdo de RCAs prévias no cenario da vida real.

7.1.3 Padrao de uso de MACs entre pacientes RCA+ e RCA-

Neste estudo, os pacientes com epilepsia e historia de RCA usaram
os farmacos do grupo C3POL menos frequentemente do que o grupo RCA-
(mediana [IQR] de 1 [0; 2] e 3 [2; 4], respectivamente), e essa diferenga foi
estatisticamente significativa. O uso menos frequente de carbamazepina,
fenitoina e lamotrigina em relagdo a outro MACs entre pacientes com historia
de RCA ja foi relatada previamente (CHEN et al., 2017). Embora recomende-
se que os MACs com maior indice de notoriedade sejam evitados para
pacientes com histéria de RCA grave — para os quais VPA, GBP, CZP, TPM e
LEV ja foram sugeridos como farmacos seguros — a maioria dos nossos
pacientes apresentou RCA leve. Nao € possivel estabelecer se a extensao
desta conduta a todos os casos de RCA, leves ou graves, foi responsavel pela
baixa incidéncia de sensibilidade cruzada observada entre nossos pacientes
(9%), em relacao a taxas apresentadas em outros estudos, de 8,8 a 36% (ARIF
et al., 2007; HIRSCH et al., 2008; HYSON; SADLER, 1997).
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7.1.4 Sensibilidade cruzada a MACs

Metade dos pacientes com sensibilidade cruzada apresentaram a
RCA secundaria dias depois da melhora completa daquela provocada pelo
MAC index. Estes quadros podem representar reacdes de reativagcao devido
a uma estimulagado imune macica ou verdadeira reatividade cruzada a MACs
diferentes (PICHLER et al., 2010, 2017). Curiosamente, a hipersensibilidade
cruzada foi mais comum entre pacientes com SJS e sobreposicdo SJS/NET
(25%) do que entre pacientes com EMP (7%) (p=0,03). Entre os pacientes com
historia de mais de uma RCA, a maioria apontou a primeira como sendo a mais
grave (80%). Isso ocorreu tanto entre pacientes com histéria de RCA leve
quanto de RCA grave e, portanto, o viés de memoria ndo pode explicar este
achado. Estudos futuros serdo necessarios para estabelecer se isso pode ser
explicado por aprendizado do paciente, levando a um reconhecimento da RCA
e suspensdo mais precoce da MAC ou por uma verdadeira adaptagao

imunoldgica.

7.1.5Inicio dos sintomas

O inicio mais rapido dos sintomas no EMP quando o MAC causador
era CBZ ou OXC foi um resultado inesperado. Em um estudo avaliando
caracteristicas clinicas da SCAR induzida por MACs a duragao da exposi¢ao
a carbamazepina e oxcarbazepina no SJS/NET foi respectivamente, em
médiatDP de 1215 e 18+10 dias e para PHT, LMT e PB, 21+0 a 26£20 (YANG
et al., 2011). Neste estudo, entretanto, ndo foi realizada uma comparagao
estatistica da duragdo de exposigao entre estes MACs. Até o presente
momento, nenhum outro estudo comparando inicio dos sintomas em RCA leve
induzida por MACs foi encontrado. Entre os pacientes de nosso estudo, uma
dosagem mais elevada nao parece explicar este achado. Isso porque apenas
pacientes cuja RCA foi induzida por PB, PHT e OXC estavam tomando doses
proximas a dose minima diaria preconizada. Os demais pacientes, incluindo
aqueles que tiveram RCA induzida por CBZ estavam em uso de uma dose
significativamente menor do que a minima para tratamento de manutengao em
um adulto. Ademais, nenhum destes pacientes relatou exposi¢cao prévia ao

farmaco.
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Entretanto, a carbamazepina é um dos principais poluentes organicos
persistentes entre os farmacos (ANDERSSON; FICK; RANNAR, 2011) e € um
dos residuos farmacéuticos mais frequentemente detectados em corpos
d’agua (ZHANG; GEISSEN; GAL, 2008), tendo sido identificado em agua
potavel de torneira (BENOTTI et al., 2009), rios (TERNES, 1998), agua apés
o tratamento de esgoto (GUEDES-ALONSO et al., 2020; RAMIREZ et al.,
2009) e peixes (RAMIREZ et al., 2009), podendo constituir uma fonte de
sensibilizagao involuntaria.

Outro ponto digno de mencgao é a formulacdo da CBZ mais utilizada
na populacado estudada. Em oposi¢cao a outros paises onde as preparagdes
de liberagdo prolongada sdo amplamente disponiveis, a formulagdo de
liberacdo imediata &€ a mais comumente usada no Brasil (MINISTERIO DA
ECONOMIA, 2020).Vale lembrar que a CBZ de liberagao imediata apresenta
uma maior biodisponibilidade do que a preparacéao de liberagéo prolongada.
Além disso, a CBZ apresenta um metabolismo de auto-indugdo com o
tratamento prolongado, ou seja a eliminagdo do farmaco é menor nas
primeiras semanas de uso. Assim, o0 que pode parecer uma baixa dose na
verdade representa uma maior concentracio sérica de CBZ e seu metabdlito
epoxido de CBZ no inicio do tratamento. Foi demonstrado que o epdxido de
CBZ altera a conformacgao da fenda de apresentacédo de peptideos do HLA-
B*15:02 (SIMPER et al., 2018). Essa molécula é classicamente associada a
RCA por CBZ entre asiaticos, entretanto, apenas um (1%) dos pacientes em
nossa amostra era neto de asiaticos. Até o presente momento, nenhum estudo
avaliou a relacdo entre a diferenca de metabolizacdo da CBZ de acordo com

a preparacao e o tempo de inicio dos sintomas da RCA.

7.1.6 Consideragoes sobre os dados clinicos.

Algumas limitagcbes podem ser apontadas na avaliagdo das
caracteristicas clinicas deste estudo. Primeiramente, a maior parte de nossos
casos foi entrevistada retrospectivamente, e ainda que a identificacdo da
maioria dos casos tenha ocorrido durante o periodo de farmacovigilancia
iniciada em 2011, a perda de dados neste formato € inevitavel. Desta forma,

foi necessario nos atermos a sinais facilmente reconheciveis e descritores de
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lesbes cutaneas trivialmente utilizados pelo médico generalista, o que limitou
nossa descrigdo clinica dos casos. Por fim, ndo foi possivel parear os grupos
RCA+ e RCA- para classificacao de epilepsia e tempo de doenca uma vez que
um pareamento tao especifico poderia prejudicar nossa correlagdo entre RCA
e o sistema HLA. Entretanto, até o fim da coleta de dados, CBZ, PHT, PB,
LMT, VPA, TPM e CLB estavam disponiveis via Sistema Unico de Saude
(SUS), viabilizando assim, tratamento de primeira linha gratuito para a maior
parte dos tipos de epilepsia (GLAUSER et al., 2013). Considerando-se que
quatro destes sete MACs fazem parte do grupo C3POL, CLB né&o esta
disponivel no SUS em monoterapia e LEV e LCM s6 se tornaram disponiveis
em nosso pais nos ultimos quatro anos, nos acreditamos que o grupo RCA-
represente o padrao de uso de MAC por pacientes com epilepsia em geral em
NOSSOo pais.

Neste trabalho n6s demonstramos que os farmacos do grupo C3POL
sdo 0s mais associados a RCA em nossa populacido. Além disso, estes seis
MACs foram menos frequentemente usados pelos pacientes RCA+ do que os
11 demais MACs disponiveis e esse padrao foi significativamente diferente do
observado entre pacientes RCA-. E possivel que isso se deva a
recomendacao de evitar o uso destes farmacos entre os pacientes com
histéria de RCA grave, ainda que a maioria dos casos tenha sido leve. Embora
essa ideia possa parecer a mais segura, ao se evitar farmacos C3POL
aumenta-se o custo do tratamento e diminui-se o leque terapéutico disponivel
para estes pacientes. Além disso, dificulta consideravelmente o manejo do
estado de mal epiléptico, ja que PHT e PB, as principais MACs endovenosas
nos hospitais publicos e privados brasileiros, sdo evitadas para estes
pacientes. Assim, uma ferramenta capaz de determinar com preciséo o risco
de RCA para cada paciente em relacdo a cada MAC tem o potencial ndo
apenas de melhorar a seguranga do tratamento, mas também de tornar o

tratamento mais acessivel e de aumentar a chance de uma vida livre de crises.
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7.2 DADOS GENETICOS

Esse estudo possui alguns diferenciais. Além de ser o primeiro estudo
a avaliar a associacdo entre RCA por MAC e os alelos do sistema HLA na
populagdo brasileira e possuir um dos maiores tamanhos amostrais, em
numero absoluto de casos e de controles higidos, poucos avaliaram tantos
genes do sistema HLA.

Uma proporgéo consideravel dos estudos semelhantes avaliou
apenas alelos especificos ou somente genes HLA da classe | (HLA-A, B ou
C). Mesmo entre aqueles que incluiram a analise dos genes HLA da classe Il,
a maioria avaliou apenas o gene DRB1* (CHANG et al., 2011; HUNG et al.,
2010; IHTISHAM et al., 2019; MIN et al., 2019; RAMANUJAM et al., 2016; SHI
et al.,, 2017; WANG et al., 2019) ou DRB1 e DQB1 (KAZEEM et al., 2009;
MOON et al., 2015, 2016; PARK et al., 2016). Os estudos mais amplos neste
aspecto sdo um estudo japonés com oito casos de RCA por LTG e oito
controles tolerantes comparados a frequéncia alélica da populagao geral para
oito genes do sistema HLA (ITO et al., 2015) e um estudo com pacientes
chineses com 36 casos de EMP por CBZ ou OXC e 373 tolerantes aos
mesmos MACs, com avaliagdo de 13 loci do sistema HLA (ZHAO et al., 2020).

A avaliagao dos alelos de classe Il do sistema HLA no estudo das
RCAs é essencial. Isso porque é esta classe do sistema HLA que apresenta
antigenos extracelulares aos linfocitos T helper (LTh, CD4+) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015). Estes, por sua vez, sdo os elementos chave na
fisiopatologia do EMP e do DRESS, com participagdo também no espectro
SJS/NET (HOETZENECKER et al., 2016; HORCAJADA-REALES; PULIDO-
PEREZ; SUAREZ-FERNANDEZ, 2018; LERCH; PICHLER, 2004; REDWOOD
et al.,, 2018). A apresentacao de CBZ para células T CD4+ através das
moléculas de classe Il dos loci DR e DQ de pacientes com histdria de DRESS
ja foi previamente demonstrada (NAISBITT et al., 2003b).

No presente estudo, diversos alelos estiveram ligados a fenoétipos
clinicos especificos. E como esperado, muitos foram os alelos de classe Il.
Entre os mais relevantes estdo a associacao de risco do DPA1*02:02 e RCA
por CBZ+OXC, DRB1*04:02, EMP ou qualquer RCA por PHT e
DPA1*03:01/DPB1*105:01 e RCA por PB.
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Em relagdo aos genes da classe |, observou-se maior risco de EMP
por PHT entre portadores do alelo A*03:01 e de SSJ/NET por CBZ entre casos
B*35:02 positivos. Além disso, observou-se maior risco de qualquer RCA por
CBZ+OXC entre portadores do A*02:05, por OXC nos B*53:01 e por PB
naqueles C*02:10 positivos. Outros, mostraram-se fatores de protecao para
qualquer RCA por MACs C3POL, como o B*41:01 e C*17:01.

Os resultados numéricos destas associagdes, no entanto, reforcam a
nocéo de que a molécula HLA n&o € nem suficiente nem necessaria para a
ocorréncia de determinada RCA, mas sim constitui um dos fatores envolvidos
em sua patogénese. A associagdo entre o alelo e a propria epilepsia,
observada para os alelos A*24:02, A*31:01, DQB1*04:02 e DRB1*14:01 neste
estudo corrobora esta ideia. Esta hipdtese também é ratificada pela
observagédo de que alguns alelos estiveram mais ou menos presentes entre
pacientes RCA+ ou tolerantes em relacédo aos controles, porém sem diferenca
de frequéncia entre RCA+ e tolerantes. Nesta situagéo, o efeito do alelo sé
pode ser observado em amostras muito maiores, sugerindo que o alelo seja
um marcador genético da RCA, mas ndo o elemento chave ou que esteja
diretamente envolvido em sua patogénese. Além do sistema HLA, outros
fatores genéticos estdo associados a ocorréncia de RCA, incluindo o sistema
complemento (MCCORMACK et al., 2018; WANG et al., 2020) e o sistema
citocromo (CHUNG et al, 2014; MANUYAKORN et al, 2013;
TASSANEEYAKUL et al., 2016).

E plausivel que apenas com um conhecimento aprofundado da
interacdo entre estes diversos fatores seja possivel definir com preciséo
individuos suscetiveis a RCA por MACs de forma a viabilizar sua aplicagao
mais ampla na medicina personalizada. A descrigdo das associagdes entre
alelos do sistema HLA e RCA por determinada MAC é um dos passos
necessarios para o desenvolvimento desta competéncia. Nos topicos a seguir,
as principais associagdes alélicas observadas neste estudo sao discutidas em
comparagao aos dados disponiveis na literatura e no banco de dados de alelos
associados a RCA (GHATTAORAYA et al., 2016; GONZALEZ-GALARZA et
al., 2020). Exceto quando assinalado, a frequéncia do alelo foi descrita com

base em individuos (n) e nao em relagao a haplétipo (2n por individuo).
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7.2.1 Alelos ja associados a RCA em outras populagoes

A*03:01

Este alelo esteve associado a uma chance de EMP por PHT 4,7 vezes
maior (p=0,009) na comparagao entre casos e tolerantes (1C=1,09-20,22). O
alelo também esteve mais frequentemente presente entre casos do que entre
controles (OR =3,8; IC= 1,05-13,3) (p=0,009). A associagéo entre A*03:01 e
RCA por PHT ja foi descrita, na populagdo indiana, porém em relagéo a
erupcgao cutaénea fixa (dois de cinco casos), com uma razao de chances de
2,23 em relagao a controles (p=0,005), porém com um intervalo de confianga
desfavoravel (IC 95%= 0,4-12,24) (IHTISHAM et al., 2019). Na presente tese,
o intervalo de confiangca para este alelo também se encontrou proximo da
unidade; um estudo com maior tamanho amostral podera confirmar ou refutar

os atuais resultados

B*07:02

Portadores deste alelo apresentaram uma chance 3,2 vezes maior de
qualquer RCA (p=0,03) e quatro vezes maior de EMP por LTG (p=0,02) em
relacao a tolerantes, porém a relevancia deste alelo deve ser confirmada por
estudos maiores, ja que o intervalo de confianga incluiu a unidade em ambas
as comparagbes (0,9-11,5 e 0,94-16,9 respectivamente). O mesmo néo
ocorreu no intervalo de confianga do estudo entre casos e controles (p=0,004
para RCA e 0,004 para EMP), reforgcando que os resultados encontrados entre
pacientes RCA+ e tolerantes poderdo se mostrar mais relevantes em uma
amostra maior.

Este alelo também esteve associado a risco de EMP por MAC (20 por
OXC, 15 por CBZ e um por LTG) tanto em relagao a tolerantes (OR=21,4;
IC=3,5-67,5) (p<0,001) quanto em relagdo a populagcdo geral (OR=23,9;
OR=3,96-74,8) (p<0,001) (ZHAO et al., 2020). Por outro lado, a associagao
entre este alelo e protecao a formas graves de RCA por CBZ também foi
descrita (OR = 0,083, OR 95%=0-0,65) (p=0,011) (ALFIREVIC et al., 2006).

De fato, este alelo ndo foi encontrado em nenhum dos 19 pacientes com
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DRESS ou SJS/NET por CBZ do presente estudo, porém nao houve diferenca
da frequéncia alélica destes sujeitos e dos tolerantes (p=0,124).

B*44:02

Foi observada uma menor frequéncia deste alelo entre tolerantes a
PHT RCA- (nenhum de 53) em relagdo aos controles (9,6%) (OR=0; IC=0-
0,68) (p=0,008). Este mesmo alelo foi descrito em um caso de SJUS/NET (entre
dois casos) por CBZ e em nenhum RCA- tolerante (OR=47; 1C=1,08-«)
(p=0,017) (RAMIREZ et al., 2017).

Embora no estudo de Ramirez o alelo tenha se associado a risco de
SJS/NET, é interessante observar que na presente amostra, o alelo n&o foi
observado com maior frequéncia entre os pacientes sensiveis a PHT em
relagcao a controles. A associagao entre auséncia do alelo e protegcao a RCA
observada neste estudo ou presenca do mesmo e aumento de risco, portanto,

devera ser reavaliada em estudos futuros.

B*53:01

Observou-se, nesta tese, uma maior frequéncia deste alelo em
pacientes com RCA por OXC tanto em relagao a tolerantes quanto em relagcao
a controles. Embora tenha sido observado maior frequéncia do alelo entre
chineses com historia de EMP por OXC em relagao a controles e tolerantes, o
dado néo teve relevancia estatistica (LV et al., 2013). Este alelo também ja foi
observado mais frequentemente entre pacientes espanhdis com DRESS por
PHT em relagdo a tolerantes (p=0,013), porém o dado deve ser visto com
cautela ja que apenas um caso foi positivo para o alelo (RAMIREZ et al., 2017).
Na mesma populagdo espanhola, foi observada maior frequéncia do alelo
B*53:01 em pacientes com SSJ por PHT, porém sem relevancia estatistica
(RAMIREZ et al., 2017). Em nosso estudo, pacientes com DRESS por PHT e
SSJ/NET também apresentaram uma frequéncia maior deste alelo (25% e
33%, respectivamente; um caso de cada) em relagéo a tolerantes (2,8%),
porém este dado n&o apresentou relevancia estatistica. Assim, as demais
associagbes do alelo com outras MACs que ndao a OXC devera ser

corroborada por outros estudos em pacientes brasileiros.
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C*04:01

Este alelo foi observado mais frequentemente entre pacientes RCA-
tolerantes a OXC (67%) em relagédo aos controles (30,3%) (OR=4,6; 1C=1,6-
15) (p=0,0008).

O mesmo alelo foi descrito como de risco para RCA grave por LTG
entre coreanos, com uma frequéncia de 16,7% entre casos em relacéo a 6,6%
observada entre 485 controles da populacdo geral (OR=3,4; 1C=1,24-9,42)
(p=0,024)(KIM et al., 2017a). Além disso, o] haplétipo
A*02:01:01/B*35:01:01/C*04:01:01 esteve ligado a EMP por LTG (FRICKE-
GALINDO et al., 2014).

Entre chineses, o alelo C*04:01 foi observado mais frequentemente
em tolerantes (15%) do que em relacéo a pacientes com SSJ devido a PHT,
LTG ou OXC (3,8%), porém este dado ndo apresentou relevancia estatistica
(HUNG et al., 2010). Até o momento n&o foi encontrada na literatura nenhuma
hipétese que se proponha a explicar o mecanismo pelo qual a presencga de

uma molécula de HLA exerga um fator protetor na fisiopatologia das RCAs.

C*05:01

Foi observada uma maior frequéncia do alelo entre controles
espanhais (17,8%) em relacéo a tolerantes a PHT (14,3%) e a CBZ (4,3%), a
diferenca foi relevante apenas para este ultimo (p=0,01) (RAMIREZ et al.,
2017). Assim como entre espanhois, este alelo esteve presente mais
frequentemente entre controles (11,9%) do que entre RCA- tolerantes a PHT
(0%) (p=0,002) e tolerantes a PHT (2,7%) (p=0,009), sugerindo que a auséncia
do alelo seja um marcador de tolerancia a este farmaco. O inverso, ou seja, a
presenca do alelo associada a maior risco de RCA por PHT devera ser

avaliado por outros estudos.

C*17:01
O risco de RCA por farmacos C3POL entre os portadores deste alelo

foi muito baixo na comparacao com pacientes RCA+ (OR=0,095) (p=0,008).
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Pacientes tolerantes a estas medicagbes (9,2%) apresentaram uma
frequéncia maior do alelo em relacdo a controles (3%) (p=0,0007). Ainda
assim, portadores deste alelo ndo se mostraram livres de RCA, como
observado em um paciente da presente amostra, com histéria de SSJ a CBZ
e EMP por LTG e um paciente com DRESS induzido por PHT descrito
previamente em uma amostra de cinco casos pelo mesmo MAC (p=0,038)
(RAMIREZ et al., 2017).

7.2.2 Alelos sem associagao a RCA ou sem descrigao de associagao.

Alguns dos alelos do presente estudo que se mostraram mais ou
menos frequentes em alguns grupos em relagao a populagédo controle foram
descritos também entre pacientes espanhdis, porém sem diferengca na
frequéncia observada entre pacientes sensiveis, tolerantes ou controles da
populacado geral. Este € o caso dos alelos A*23:01, B*41:01 e B*44:03 (20%
entre pacientes com DRESS por PHT, cada) e B*44:03 (presente em 22% dos
casos de SSJ/NET por PHT) (RAMIREZ et al., 2017). A Frequéncia destes
alelos na populacdo geral espanhola foi de 1,2 a 26,5% (RAMIREZ et al.,
2017).

No presente estudo, o alelo B*44:03 foi observado mais
frequentemente entre pacientes tolerantes a OXC (24,2%) do que entre
controles (10%) (p=0,007) e isso foi ainda mais relevante quando apenas
pacientes tolerantes RCA- foram analisados (p=0,001). Nenhum paciente
sensivel a OXC apresentou o alelo. Este alelo foi observado mais
frequentemente entre pacientes javaneses tolerantes a CBZ (29,4%) do que
entre casos de SSJ/NET (25%) e controles (17,8%), porém sem relevancia
estatistica (YULIWULANDARI et al., 2017). Nenhuma diferenga foi observada
entre casos de EMP por OXC (7,1%), tolerantes (8,9%) e controles (2,6%)
chineses (LV et al., 2013). Por outro lado, foi relatada uma tendéncia a maior
risco de SJS/NET por LTG entre coreanos com este alelo (p=0,053, OR 12,75,
IC:1,03-157,14) (PARK et al., 2016).

O alelo B*35:02 esteve presente mais frequentemente entre pacientes
com SSJ/NET por CBZ em relagao a tolerantes (p=0,005), controles (p=0,001)

e tolerantes RCA- (p=0,0099) na presente amostra. Este alelo foi observado
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em um caso (25%) de DRESS por CBZ entre pacientes espanhois, com
frequéncia maior do que tolerantes (0) ou controles (2,8%), porém ainda assim
sem relevancia estatistica; este mesmo estudo avaliou dois pacientes com
SSJ/NET por CBZ porém nenhum deles apresentou o mesmo alelo (RAMIREZ
et al., 2017).

Os seguintes alelos observados no presente estudo n&o foram
descritos por nenhum outro que tenha avaliado RCA secundaria a MAC:
A*02:05, A*23:17, A*74:01, C*02:10, C*18:02, DQB1*04:02, DRB1*01:03,
DRB1*04:02, DRB1*04:04e DRB1*14:02. E digno de nota que entre os genes
da classe Il, apenas os alelos DRB1 e DQB1 estao relatados na base de dados
de frequéncias alélicas associadas a RCA (GHATTAORAYA et al., 2016;
GONZALEZ-GALARZA et al., 2020). Além disso, vale ressaltar que a auséncia
de dados na literatura acerca destes alelos n&o diminui a relevéancia das
associagcdes encontradas no presente trabalho, uma vez que nenhum outro

estudo publicado até o momento avaliou a mesma populagao.

7.2.3 Associagao entre alelo e epilepsia e sua relagao com RCA

A*24:02

Na presente tese observou-se uma menor frequéncia deste alelo entre
tolerantes a CBZ, PB e PHT em relagao a populagao controle, sugerindo que
este alelo pode ser um marcador genético de protecdo a RCA por estas MACs.

Em outros contextos, contudo, este alelo ja esteve associado a maior
risco de RCA por diversas MACs aromaticas, sobretudo a LTG. Na populagao
chinesa, por exemplo, ja esteve associado a SSJ/NET por CBZ (p=0,03), por
MACs aromaticos agrupados, LTG e PHT e a EMP por CBZ e LTG, neste
ultimo caso quando associado ao alelo C*01:02 (SHI et al., 2017, 2012). Entre
espanhais, foi descrito maior risco DRESS por LTG e associagao LTG+PHT
(RAMIREZ et al., 2017) e entre nordicos, de qualquer reacdo por LTG
(p=0,027) (SHIRZADI et al., 2015). Entre coreanos foi observado um maior
risco de EMP por LTG com este alelo (MOON et al., 2015).

Interessante notar que a significancia estatistica da associagao de

risco descrita por SHI et al.,, 2017 foi ampliada quando os pacientes sem
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epilepsia ndo foram incluidos na amostra (SHI et al., 2017), além disso, o risco
de SSJ/NET por CBZ associado ao alelo foi muito maior nos pacientes
A*24:02/B*15:02 (OR=24,9) do que nos pacientes B*15:02 negativos
(OR=3,27, p=0,0013, com perda da significancia apds corregéo) (SHI et al.,
2017).

Mas este mesmo alelo ja foi descrito como fator de prote¢do entre
chineses contra sensibilidade cruzada entre MACs aromaticos, classe dos
farmacos C3POL (p=0,04; OR=0,13; IC95%=0,015-1,11) (WANG et al., 2014)
e protecéo contra SSJ/NET por CBZ em chineses (p=0,026; OR=0,23; IC=0,1-
0,6) (HUNG et al., 2006). Em outros estudos observou-se uma tendéncia a
protecao contra SSJ/NET por PHT, CBZ e LTG ou EMP por CBZ porém sem
relevancia estatistica (KIM et al., 2011; SHI et al., 2017). Em uma metanalise
com 720 pacientes sensiveis a CBZ, o alelo A*24:02 mostrou-se um fator de
protegdo para SSJ/NET (OR=0,27; 1C95%= 0,11-0,64; p=2,7x10-%) (GROVER;
KUKRETI, 2014). Assim, a associacdo entre este alelo e RCA por
carbamazepina e fenitoina sem sido considerada contraditéria por alguns
estudiosos (MULLAN et al., 2019).

No presente estudo, observou-se também uma menor frequéncia
deste alelo entre todos os pacientes com epilepsia, em relacdo a controles
(p=0,0026) e entre pacientes com epilepsia RCA- em relagdo a controles
(p=0,009). Embora nado tenha sido observada uma diferenga estatistica na
frequéncia do alelo entre pacientes com epilepsia RCA+ (12,9%) e controles
(19,8%) (p=0,11), o primeiro grupo de fato teve uma frequéncia absoluta
menor do que o segundo. Um estudo com uma maior amostra sera necessario
para confirmar ou refutar a menor frequéncia deste alelo entre pacientes com
epilepsia RCA+. Nenhum estudo avaliando a frequéncia deste alelo na
populagdo de pacientes com epilepsia foi encontrado. Considerando a
variabilidade das associagdes ja descritas para o alelo e discutidas acima, é
possivel que o alelo atue como marcador tanto para RCA quanto para
epilepsia. Neste caso, a interagao destes fatores pode influenciar a associagao

do alelo a RCAs e MACs especificas.
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A*31:01

Em contraste com os demais alelos discutidos até o momento, o alelo
A*31:01 esteve associado apenas a RCA por CBZ ou OXC.

Observou-se aumento de risco para SSJ/NET por CBZ em europeus
(MCCORMACK et al., 2011) e malaios portadores deste alelo, neste caso com
aumento de risco para a combinacdo A*31:01/B*15:02 (KHOR et al., 2017),
EMP por CBZ em asiaticos, canadenses e europeu (AMSTUTZ et al., 2013;
HSIAO et al., 2014; IHTISHAM et al., 2019; MCCORMACK et al., 2011),
DRESS em europeus, africanos e asiaticos (HSIAO et al., 2014; KIM et al.,
2011; KSOUDA et al.,, 2017; MCCORMACK et al., 2011), associagéo
DRESS/EMP em chineses e canadenses (AMSTUTZ et al., 2013; HUNG et
al., 2006) e qualquer RCA por CBZ em japoneses (OZEKI et al., 2011).

Muitos dos estudos que encontraram relagcédo do alelo com DRESS e
MPE por CBZ nao encontraram diferenca para SSJ/NET por CBZ em relagao
a controles tolerantes na populacdo canadense, asiatica e europeia
(AMSTUTZ et al., 2013; GENIN et al., 2014; HSIAO et al., 2014; IHTISHAM et
al., 2019; KIM et al., 2011; SHI et al., 2012). Outros estudos negativos incluem
dois estudos chineses que procuraram a relagéo entre EMP por CBZ (LI et al.,
2013) ou OXC (MOON et al., 2016) em relacédo a tolerantes ou controles da
populagao geral.

Em uma metanalise, o alelo A*31:01 apresentou uma forte relacdo de
risco para DRESS por CBZ (p<0,001; OR=13,2 1C95%=8,4-20,8) e uma
associagao mais fraca com SSJ/NET pelo mesmo MAC (p=0,01, OR=3,94;
1C95%=1,4-11,5) (GENIN et al., 2014).

Outros estudos também n&o puderam estabelecer uma relagao entre
o alelo e RCA, incluindo um estudo sobre SJS por diversos farmacos, incluindo
MAC (ESMAEILZADEH et al., 2019), e RCA por LEV (RAMANUJAM et al.,
2016).

No presente estudo, a associagdo entre RCA por CBZ em relagéo a
tolerantes (RCA+ e RCA-) nao foi significativa, ainda que de forma limitrofe
(p=0,043; OR=2,24 1C=0,99-5,06). A analise por tipo de RCA (EMP, DRESS e
SJS/NET), combinacdo EMP/DRESS e combinagdao CBZ-OXC foi ainda
menos relevante. Assim, € possivel que o efeito deste alelo sobre a ocorréncia

de RCA por CBZ seja menos expressivo em nossa populagao. Por outro lado,
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observou-se uma frequéncia alta do alelo entre pacientes com histéria de RCA
em relagéo a populagdo controle (p=2,7.10°). Esta diferenga foi ainda maior
ao comparar o grupo de pacientes com epilepsia (RCA+ e RCA-) com a
populagdo geral (p=3.10F). Isto posto, faz-se necessario considerar a
possibilidade de que o alelo também seja um marcador de epilepsia e nao

apenas de RCA.

DRB1*14:01

Na populacdo avaliada no presente estudo, a auséncia deste alelo
esteve associada a epilepsia (p=0,006); observou-se uma maior frequéncia
entre controles (4%) do que entre pacientes com epilepsia RCA+ (1,1%),
nenhum paciente RCA- apresentou o alelo. Esta observagdo nao foi descrita
em outras populagdes, mas outros estudos ja relataram a presenga deste alelo
entre casos de RCA e tolerantes.

Na populacéao indiana observou-se uma frequéncia menor deste alelo
entre pacientes com EMP por PHT (3,57%) em relagdo a tolerantes (11%)
(p=0,03)(IHTISHAM et al., 2019), porém uma frequéncia semelhante entre
casos de EMP por LEV e tolerantes a este MAC (p=1) (RAMANUJAM et al.,
2016). Na populagao chinesa a frequéncia do alelo foi semelhante entre
pacientes com SSJ/NET (7,7%) por PHT (8%) e tolerantes (HUNG et al.,
2010).

Alelos associados a epilepsia descritos em outros estudos.

No Brasil, foi descrita a associagao entre alelos dos genes DRB1, DQA1
e DQB1 e epilepsia do lobo temporal com esclerose mesial temporal resistente
ao tratamento farmacoldgico (HORTA et al., 2015). Foram comparados 42
casos e 89 controles; apenas o alelo DRB1*13:02 ocorreu mais
frequentemente entre casos em relagcéo aos controles (p=0,01) (HORTA et al.,
2015).

Na Turquia, o grupo alélico DRB1*13 também foi observado mais
frequentemente entre 100 casos de epilepsia do lobo temporal com esclerose
hipocampal em relagao a controles (ALTINTAS et al., 2017). Um estudo sobre

epilepsia mioclonica juvenil relatou um maior risco da sindrome entre
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portadores da associacdo DRB1*13:01+DRB1*13:02/DQB1*06:04 ou
DQB1*06:03 (OR=13,8, p<0,005), sugerindo que o locus associado ao quadro
provavelmente encontra-se préximo a regido destes alelos (GREENBERG et
al., 1996). Na presente amostra, ndo houve diferengca na frequéncia de
individuos controles e com epilepsia em relagdo ao alelo DRB1*13:02 (p=0,1).
Vale ressaltar, porém, que a amostra foi composta por individuos com
epilepsia de diversas classificacdes, embora pelo perfil do principal centro de
estudo, uma proporgéo grande dos pacientes provavelmente tenha epilepsia
do tipo focal, particularmente do lobo temporal com esclerose mesial temporal.

Um estudo multicéntrico avaliando o sistema HLA de 29 individuos
europeus e estadunidenses com sindrome epiléptica febril associada a
infecgdo (FIRES) e 529 controles, encontrou uma associacédo com os alelos
HLA-A*03:01 (OR=0,1, 95%IC=0,01-0,77) (p=0,0028); HLA-A*02:05 (OR
12,99; 95%IC: 3,56-47,39) (p=0,0011) e HLA-C*07:01 (OR 8,7; 95% 3,55-
21,3) (p=4,26.107), em relagédo a populagéo controle (HELBIG et al., 2020).
No texto original, os autores discutem que estas associagdes foram
provavelmente espurias, uma vez que nao explicavam completamente o
quadro e ndo tinham sido relatadas em outras desordens até entdo. E curioso
notar que todos estes trés alelos se mostraram relevantes na presente
amostra. Enquanto foi observada uma frequéncia maior do alelo C*07:01 entre
pacientes com FIRES do que entre controles, no presente estudo observou-
se uma frequéncia maior deste alelo entre controles do que entre pacientes
com epilepsia tolerantes a CBZ, PHT e LTG (vide APENDICE 6). O alelo
A*02:05 por sua vez, associou-se tanto a maior risco de FIRES quanto de RCA
por CBZ ou OXC em relagao as respectivas populagdes controle. Por outro
lado, em relagao ao controle, o alelo A*03:01 ocorreu menos frequentemente
entre pacientes com FIRES e mais frequentemente entre pacientes com
historia de EMP por PHT na presente amostra. No caso do atual estudo, no
entanto, houve diferenga entre a populacao sensivel e tolerante a PHT em
relacdo ao alelo A*03:01, sugerindo que o alelo ndo esteja associado a
epilepsia, mas de fato a EMP por PHT. Embora Helbig et al. ndo tenham
detalhado se os sujeitos incluidos em sua amostra apresentaram ou nao
algum tipo de farmacodermia, estes resultados corroboram a ideia de que as

associagdes observadas entre o sistema HLA e RCA dependem de uma
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intrincada relagdo de fatores que possivelmente incluem a presenca de
epilepsia, sua classificagao, além de etnia e outras caracteristicas do sujeito.

No contexto das epilepsias de etiologia imune, foi relatado uma
associagcao de aumento de risco entre a encefalite anti-leucina-rica glioma-
inativada 1 (anti-LGI1) os alelos B*44:03, C*07:06 bem como da combinag¢ao
DRB1*07:01/DQB1*02:02 (KIM et al., 2017b). Interessante notar que o alelo
B*44:03 foi mais frequentemente observado na populacado de pacientes com
epilepsia RCA- em relagdo aos controles, na presente amostra. Na amostra
de Kim et al, 73% dos pacientes com encefalite apresentaram o alelo, mas a
frequéncia do alelo entre os pacientes com epilepsia (11%) nao foi maior do
que entre os controles (16%) (KIM et al., 2017b). Quando todos os pacientes
com epilepsia da presente amostra foram comparados ao controle, o alelo
mostrou-se igualmente frequente (p=0,53), sugerindo que de fato na
populacdo estudada, o alelo esteja associado a protegcédo contra RCA e néo a
epilepsia.

Os alelos B*42:01, C*17:01, DQA1*04:01, DQB1*04:02 e DRB1*03:02
estiveram associados a sindrome do cabeceio (Nodding syndrome), um tipo
de epilepsia ligado a reatividade cruzada entre um agente infeccioso e
receptores glutamatérgicos (BENEDEK et al., 2020). Em nossa amostra, tanto
os alelos C*17:.01 quanto DQB1*04:02 foram observados mais
frequentemente entre individuos com epilepsia RCA- do que em relacédo a
controles, sugerindo que estes alelos possam ser marcadores genéticos de
protecao contra RCA pelos MACs estudados.

Embora poucos estudos tenham abordado a relagdo direta entre
sistema HLA, sistema imune e epileptogénese € sabido que a inflamagao tem
0 seu papel na patogénese de epilepsias tanto imuno-mediadas quando de
outras etiologias, como a esclerose hipocampal. Recentemente, foi publicada
a relagdo entre maior expressao de HLA-DR entre linfécitos no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com epilepsia do lobo temporal e de
pacientes com encefalite autoimune em relagao a controles (LANGENBRUCH
et al., 2020). Nao é possivel determinar se este achado apresenta uma relagao
causal com epilepsia, se ocorre de forma secundaria a atividade epiléptica ou
mesmo se a conformacao da molécula de HLA tem algum papel nestes fatores

ou ndo. Da mesma forma, nao é possivel determinar se as associagdes entre
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epilepsia e alelos do sistema HLA descritas acima impliquem na participacao

direta da molécula de HLA em sua fisiopatologia.

7.2.4 Consideragoes sobre os dados genéticos

O sequenciamento de nova geragdo (NGS) trouxe uma mudanga no
conceito de alelos raros e pouco frequentes. Isso porque em comparacao aos
meétodos mais antigos, como SSO, SSP e Sanger, o NGS tem maior poder de
resolucado de ambiguidades e de sequenciamento de regides encontradas fora
de exons chave (BRAVO-EGANA; SANDERS; CHITNIS, 2021). Com isso,
alelos anteriormente desconhecidos ou que eram descritos como
ambiguidades passaram a ser identificados com precisao.

Por outro lado, por ser uma técnica relativamente nova, os estudos
populacionais baseados neste método ainda sao escassos. Além disso, a
maior diversidade alélica encontrada por este método se reflete na
necessidade de um grupo de pacientes e de controles consideravelmente
maior do que o usual para a identificacdo de associacdes relevantes. Na
populacido paranaense, nenhum outro banco de dados publicado poderia
atender melhor aos requisitos de tipificacdo HLA de alta resolugdo e tamanho
amostral do que a populagao controle obtida junto ao REDOME. Mesmo
considerando sequenciamento de alta resolugao realizados em outros estados
brasileiros, nenhum outro estudo populacional mostrou-se mais adequado
como grupo controle para as comparacgoes realizadas.

A preocupagao com o viés de selecao inerente ao recrutamento de
doadores voluntarios de medula éssea é um fenémeno observado
globalmente, apesar dos 38 milhdes de doadores registrados no planeta
(NUNES et al., 2020; SOLBERG et al., 2008; WMDA, 2021). O REDOME é o
terceiro maior registro de doadores do mundo, conta com quase 5 milhdes de
sujeitos cadastrados e representa aproximadamente 5% da populagéo
brasileira (WMDA, 2021). Além disso, € de particular relevancia por recrutar
doadores de um dos paises com maior miscigenagao genetica do planeta,
sendo que entre os anos de 2016 e 2018 o REDOME exportou 282 amostras
de células hematopoiéticas para a Europa, Estados Unidos e Asia (ARRIETA-
BOLANOS; OLIVEIRA; BARQUERA, 2020). Tendo em vista o exposto acima
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e a analise de diferenca populacional descrita nos métodos, embora néo seja
possivel afirmar que o grupo controle obtido junto ao REDOME represente de
forma ideal a populagéo local, é legitimo considera-lo um grupo aceitavel. A
composi¢cdo de outra amostra controle de tamanho semelhante especifica
para este estudo esbarraria em uma dificuldade financeira e possivelmente
também incorreria em um viés de selegdo no recrutamento de sujeitos
voluntarios dispostos a participar de uma pesquisa cientifica.

E interessante recordar que o gene DPA1 foi o Unico a ndo se
encontrar em equilibrio de Hardy-Weinberg. Quase metade dos pacientes
RCA+ e RCA- eram homozigotos para este gene (n=99, 48,3%). O alelo
DPA1*01:03:01 esteve presente em 192 pacientes da amostra, e destes, 93
(48%) eram homozigotos (94% de todos os homozigotos para o gene). Nao
houve diferenca de frequéncia entre pacientes com epilepsia (93,2%) ou sem
(92,8%). Considerando o genotipo destes 205 sujeitos (2n), o alelo
DPA1*01:03:01 correspondeu a 69,5% de todos os alelos observados. Este
alelo é muito frequente em algumas populagdes, tendo sido descrito em 97%
dos individuos caucasianos da Eslovénia. Quando todo o gendtipo é
contabilizado (2n), corresponde a 98% de todos os alelos deste gene
observados entre individuos amerindios nos Estados Unidos da América, 42
a 73% daqueles observados entre individuos polinésios na Oceania € menos
de 35% entre individuos da Asia e Africa. No Brasil, a frequéncia do alelo foi
descrita apenas no Rio de Janeiro, onde corresponde a 71% de todos os alelos
do gene entre Brancos e 48 a 60% entre Pretos e Pardos da rede REDOME
do estado (GONZALEZ-GALARZA et al.,, 2020). Nao ha descrigdao da
frequéncia deste alelo para a populagdo paranaense, porém esta € uma
populacdo composta predominantemente por pessoas brancas (71%)
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE), 2010).
Além disso, imigrantes europeus, principalmente alemées, italianos e
poloneses contribuiram para a colonizagdo da regidao. De fato, um estudo
sobre as frequéncias alélicas e haplotipicas dos genes HLA-A, HLA-B e HLA-
DRB1 na populagdo de Curitiba-PR demonstrou padrdes tipicamente
europeus entre estes sujeitos (RUIZ et al., 2005). Assim, é possivel que a

propor¢ao de individuos portadores do alelo DPA1*01:03:01 observada entre
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0s pacientes da atual amostra seja proxima da populagdo geral da mesma
regido e daquela observada na populagéo branca do Rio de Janeiro.

Outro dado digno de destaque € o fato de nenhum dos 4170 sujeitos
avaliados - com histéria de RCA, de epilepsia ou controles — ter apresentado
o alelo B*15:02. Reconhecidamente, este é o alelo mais fortemente associado
a RCA por MAC, especialmente CBZ (CHONG et al., 2014; CHUNG et al.,
2004; CHUNG; HUNG, 2010; FRANCO; PERUCCA, 2015a; HUNG et al.,
2010; LOCHARERNKUL et al., 2008; SUN et al., 2014). Observou-se que 0
risco associado a este alelo é variavel com a etnia do individuo e esta em
franca relagao com a frequéncia do alelo na populacao, que é de 1 a 34% na
populacdo asiatica, mais suscetivel, e muito baixa (<0,5%) na populagéo
europeia e norte asiatica, nas quais uma associagao entre o alelo e RCA por
MAC néo foi confirmada (ALFIREVIC et al., 2006; AN et al., 2010; FRANCO;
PERUCCA, 2015b; FRICKE-GALINDO et al., 2014; KANIWA et al., 2010;
LONJOU et al., 2008). Pouco se sabe sobre a frequéncia deste alelo entre
brasileiros. O unico registro encontrado acerca deste dado refere-se a um
estudo populacional envolvendo sujeitos de cinco diferentes continentes,
incluindo 95 brasileiros procedentes de Minas Gerais; nenhum deles
apresentou o alelo B*15:02 (GONZALEZ-GALARZA et al., 2020; WILLIAMS et
al., 2001).

A relagao entre alelo, etnia e RCA tem sido observada também para
outros alelos. Nesse sentido, o estudo de uma populagdo profundamente
miscigenada como a brasileira, que possui raizes amerindias, africanas e
europeias, torna-se de particular interessante (KEHDY et al., 2015; PENA,;
SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020). A primeira das raizes ancestrais
dessa populagdo foi formada por amerindios. Presentes no territério nos
ultimos 14.000 anos os amerindios contribuiram para a primeira miscigenagao,
iniciada com a chegada dos colonizadores portugueses (KEHDY et al., 2015).
Cerca de 500.000 portugueses constituiram o primeiro grupo de europeus a
participar da formagao do povo brasileiro, entre 1500 e 1808 (IBGE, 2007). Em
contrapartida, entre 1550 e 1850, quatro milhdes de africanos chegaram ao
territério do pais, compondo a terceira raiz ancestral (IBGE, 2007). Mais
recentemente, no entanto, entre 1872 e 1975, a maior corrente migratoéria foi

novamente de europeus. Neste periodo, dos 5,5 milhées de imigrantes, 81%
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eram de origem europeia, 5% japoneses, 2% libaneses e sirios e 12% de
outras origens. (IBGE, 2007). A maioria destes imigrantes fixou-se nas regides
sul e sudeste, contribuindo para a miscigenacao genética local (DE ALENCAR
et al., 2018; IBGE, 2007). Nao surpreendentemente, estudos genéticos na
populagao brasileira mostraram que a ancestralidade predominante no pais foi
a europeia, com proporgdes de 43 a 60,6% no nordeste e 77,7% no sul
(KEHDY et al.,, 2015; PENA; SANTOS; TARAZONA-SANTOS, 2020). A
ancestralidade observada nestes estudos correlaciona-se fortemente com os
dados historicos, sendo que a analise gendbmica na regido nordeste
demonstrou uma relagdo mais estreita com ancestrais ibéricos enquanto
aquela da regido sul e sudeste esteve associada a uma maior variedade de
povos europeus (KEHDY et al.,, 2015). Foi observado também uma
significativa ancestralidade amerindia (6-8%), introduzida em diversas regides
do Brasil logo no inicio da colonizagcdo (KEHDY et al., 2015). A ancestralidade
africana esteve mais presente na populagao do nordeste (51%) do que na do
sudeste ou sul (15 e 16%, respectivamente) (KEHDY et al., 2015).

A histéria da formagao do povo brasileiro e seus dados de gendémica
populacional ajudam a compreender o resultado observado para o alelo
DPA1*01:03:01, altamente frequente na populagao estudada bem como entre
europeus e amerindios, duas das principais raizes ancestrais dos brasileiros.
Correlacionam-se também com a auséncia do alelo B*15:02, presente com
baixa a moderada frequéncia entre asiaticos, povo que constitui uma minoria
dos imigrantes no ultimo século e da amostra estudada.

A singular composi¢cao da populagcdo estudada e a auséncia de
estudos semelhantes neste grupo justificam a extensa investigagcdo alélica
desenvolvida no presente trabalho. Por outro lado, o grande numero de
comparagdes realizadas constitui também uma de suas principais limitagdes.
Isso porque, ao investigar detalhadamente cada um dos 344 alelos
observados na populagao incorre-se em um aumento do risco de erro do tipo
I, ou seja, que os resultados encontrados sejam espurios (SVEJGAARD;
RYDER, 1994). Considerando que no total 23002 comparagdes foram
realizadas, uma correcao formal do valor de p (ou seja, p multiplicado por
23002)(SVEJGAARD; RYDER, 1994) por sua vez, aumentaria o risco de erro

do tipo Il, em que uma diferenga real ndo pode ser detectada. Com o intuito



129

de diminuir estes riscos, o valor de p necessario para considerar um dado
relevante foi reduzido do valor usual de <0,05 para <0,01 (SVEJGAARD;
RYDER, 1994). Admite-se, contudo, que este procedimento € provavelmente
insuficiente para garantir a eliminagéo do erro do tipo | (SVEJGAARD; RYDER,
1994). E interessante notar que o numero de resultados relevantes
encontrados na comparagdo do grupo RCA+ com demais grupos foi bem
inferior ao esperado caso estes resultados tivessem sido frutos do acaso (0,17
a 0,48% de resultados positivos para p<0,01 e 0,23 a 0,99% de resultados
positivos para p<0,05). No entanto, para a comparagéo de tolerantes em
relagéo a controles, essa diferenga nao foi tdo relevante (0,6 a 0,8% e 2,76 a
3,78% de resultados positivos para p<0,01 e <0,05, respectivamente).

Por fim, é preciso enfatizar que mesmo os alelos notoriamente
associados a RCA e MAC em outras populagdes nao sdo nem suficientes nem
necessarios para a ocorréncia da determinada farmacodermia. Da mesma
forma, as associacdes entre alelos do sistema HLA e epilepsia observadas
neste ou em outros estudos nio sao determinantes da doenca. Embora varias
associacdoes entre alelo deste sistema e RCA ou epilepsia tenham sido
demonstradas neste estudo, ndo é possivel estabelecer se estes alelos tém
relagcéo direta com a fisiopatologia da RCA ou da epilepsia ou se sdo apenas
marcadores genéticos destas enfermidades. Contudo, a relagao entre alelo,
RCA e MAC foi detalhadamente pesquisada em uma populagdo com raizes
étnicas singulares, o que torna este trabalho inédito. Além disso, a relagéo
entre alelos do sistema HLA e a epilepsia também foi estudada em
comparagao a populagdo saudavel; essa abordagem também foi pouco
realizada em estudos anteriores. Finalmente, toda a avaliacao foi realizada em
sequenciamento de nova geragcdo, em alta definicho e abrangendo 11
diferentes genes de HLA entre pacientes RCA+ e RCA- e cinco entre os
controles; pouquissimos estudos fizeram uma avaliagdo tdo ampla. Os
resultados aqui apresentados ressaltam o fato de que a aplicagdo da
genotipagem do sistema HLA na medicina de precisao com o objetivo de evitar
RCAs depende, além da etnia do paciente, da compreenséao da relagao entre
os alelos do sistema HLA e epilepsia. Além disso, estes resultados sdo o
primeiro passo para tornar esta ferramenta disponivel e util para pacientes

brasileiros com epilepsia.
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7.3 Consideragoes sobre a aplicacao destes resultados na pratica
clinica.

Tendo como pano de fundo o conhecimento ja bem estabelecido em
termos de farmacodermias desencadeadas por MACs, alguns
direcionamentos praticos podem ser sugeridos a partir dos dados observados
nesta pesquisa.

As RCAs sdo eventos comuns entre pacientes com epilepsia e
usuarios de MACs, particularmente os da classe C3POL — carbamazepina,
fenobarbital, fenitoina, primidona, oxcarbazepina e lamotrigina. O médico
assistente deve orientar seu paciente quanto a ocorréncia de quaisquer lesdes
cutaneas iniciadas nas primeiras 12 semanas de tratamento bem como da
necessidade de retirada da medicacao nestas situacoes.

A caracterizagao destas lesbes também €& um passo essencial, com
registro em prontuario, sempre que possivel, da presenca ou ndo de febre,
linfonodomegalia, edema de face ou outros sinais sistémicos bem como de
lesdes purpuricas ou outros sinais de necrdlise, além da ocorréncia do
exantema maculopapular. A observacado destes sinais é essencial para a
suspeita de RCA grave, e esse diagnostico é relevante ndo apenas para o
manejo dos sintomas agudo, mas também para o tratamento a longo prazo da
epilepsia. Neste trabalho observamos uma associagao entre a Sindrome de
Stevens-Johnson e a ocorréncia de RCA por mais de um MAC e, portanto, o
diagnodstico dermatologico pode ajudar a estimar o risco de iniciar um novo
MAC da classe C3POL no futuro.

Embora a incidéncia geral de sensibilidade cruzada deste estudo
tenha sido baixa (9%), a taxa de sensibilidade cruzada observada entre
expostos a um novo MAC C3POL foi alta (11 a 63%) e maior do que a taxa de
RCA relatada na literatura para pacientes sem histéria de RCA, em torno de
8% (BLOOM; AMBER, 2017). O maior risco de RCA com um novo MAC entre
pacientes com um quadro prévio de RCA também ja estd documentado na
literatura (ARIF et al., 2007).

Na pratica, a ocorréncia de uma farmacodermia costuma ser um
evento marcante para o paciente. Ainda que o quadro seja classificado como
leve, 0 exantema em geral € generalizado ou muito extenso e causa bastante

desconforto, por no minimo alguns dias. Para o médico prescritor o quadro
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também pode causar um impacto emocional, ainda que esta seja uma reagao
imprevisivel, nos dias de hoje. Assim, € compreensivel que tanto paciente
quanto médico assistente desejem diminuir ao maximo o risco de recorréncia.
E possivel que a menor utilizacdo de farmacos do grupo C3POL entre os
pacientes com RCA neste estudo deva-se ao menos em parte a este
fendbmeno.

Por outro lado, a maior parte dos pacientes com histéria de RCA que
foi de fato exposta a outro MAC do grupo C3POL na verdade tolerou bem a
nova medicacdo. No caso da epilepsia, a limitacido das opgdes terapéuticas
também pode ser extremamente deletéria na medida em que diminui as
chances de uma vida livre de crises. Neste sentido, estudos que colaborem
para a constru¢cado de uma ferramenta capaz de avaliar a seguranga de MACs
— tanto para pacientes virgens de tratamento quanto para aqueles que ja
apresentaram uma RCA — sdo muito bem-vindos.

Nesta tese identificamos varios alelos associados a RCA, porém
nenhum deles foi suficiente nem necessario para justificar a ocorréncia do
quadro, ainda que varios resultados tenham sido estatisticamente muito
relevantes. Vale ressaltar mais uma vez que os alelos considerados
marcadores de RCA — ou seja, aqueles identificados na comparagédo com a
populagao controle — tém o papel de apontar uma possivel associacdo, mas
tem uma relacdo mais fraca com o risco e protecdo a RCA. Assim, apenas a
tipificacdo dos alelos do sistema HLA, ainda que inclua um painel amplo de
varios genes, nao é suficiente para estabelecer satisfatoriamente um perfil de
risco ou protecdo para ocorréncia de RCA. Com efeito, é possivel que a
testagem do sistema HLA com os dados disponiveis hoje tivesse o efeito de
limitar o leque terapéutico ao apontar alelos de risco sem o beneficio de indicar
seguranga com o uso de outros MACs. Portanto, os demais fatores envolvidos
na ocorréncia de RCA devem ser elucidados, incluindo variaveis pertinentes a
metabolizagdo do farmaco, outros componentes do sistema imune e a
interacdo do sistema imune com a doengca de base do paciente,
particularmente a epilepsia.

Considerando o impacto de RCAs no bem-estar do paciente € no
tratamento da epilepsia a longo prazo, justificam-se os esforgcos no sentido de

lapidar uma ferramenta capaz de determinar com precisdo a seguranga do
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tratamento. Com isso, a descricao dos resultados encontrados neste estudo
significa um passo relevante na elucidacdo de um algoritmo que considere

todas as variaveis e possa determinar risco e seguranga com exatidao.
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8 CONCLUSAO

1. As medicag¢des do grupo C3POL (carbamazepina, fenobarbital, fenitoina,
primidona, oxcarbazepina e lamotrigina) sdo as principais responsaveis pelo
desenvolvimento de RCA na populacao estudada. Destas, a carbamazepina é
a mais relevante, seguida de lamotrigina e fenitoina. As formas graves de RCA
acometem mais de um terco dos pacientes. A sindrome de Stevens-Johnson
e a sobreposicao de sindrome de Stevens-Johnson e necrélise epidérmica
téxica estdo mais associadas a sensibilidade cruzada do que pacientes com
historia de exantema maculopapular. O inicio dos sintomas da EMP ocorre de

forma mais rapida quando a MAC responsavel foi CBZ ou OXC.

2. A comparagao entre pacientes sensiveis e tolerantes a determinado MAC
mostrou que o0s principais alelos do sistema HLA associados a
susceptibilidade a RCA sao: A*02:05 e DPA1*02:02 para RCA por CBZ ou
OXC, B*53:01 para RCA por OXC, B*35:02 para SSJ/NET por CBZ, A*03:01
e DRB1*04:02 para EMP por PHT, C€*02:10 e associacao
DPA1*03:01/DPB1*105:01 para RCA por PB. Os principais alelos associados
a tolerancia a RCA séao: B*41:01 e C*17:01 para C3POL.

3. A comparacao entre pacientes sensiveis e a populacao controle doadora de
medula 6ssea mostrou que os principais marcadores de susceptibilidade a
RCA séao: B*07:02 e MPE por LTG, DRB1*04:04 ¢ RCA por CBZ e
DRB1*14:02 e SSJ/NET por CBZ. A comparacgao entre pacientes tolerantes e
a populagdo controle mostrou os seguintes alelos como marcadores de
tolerancia a RCA: A*33:01 e CBZ, A*23:01 e PHT ou OXC, C*18:02 e CBZ ou
PB, A*23:17 e PHT, B*44:03 e OXC, e auséncia do alelos B*44:02 ou
C*05:01 para tolerancia a PHT.

4. Os principais alelos associados a epilepsia sdo: A*31:01e DQB1*04:02,
bem como auséncia de A*24:02 e DRB1*14:01. Para todos estes alelos, a
mesma relagao de maior ou menor frequéncia em comparagao a populagao

controle foi observada tanto para pacientes com epilepsia RCA- quanto RCA+,
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contudo, de forma mais ou menos relevante para um ou outro grupo. Nao
houve diferenca na frequéncia destes alelos entre pacientes com epilepsia
RCA- e RCA+. Isso sugere que estes alelos tenham sobretudo na ocorréncia

de epilepsia, com pouca ou nenhuma associagao a RCA.
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APENDICE 2 - Cartazes informativos confeccionados para a divulgagao

do estudo.

SEU PACIENTE APRESENTOU RASH
(REACAO CUTANEA ADVERSA) DEVIDO
A FARMACOS ANTIEPILEPTICOS?

PROJETO ACEITO PELO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL.

ENTRAR EM CONTATO: TALLULAH
(DOUTORADO UFPR).

Tallulah CRM-PR 28288
Neurologia e Neurofisiologia cll’nica|
WHATSAPP — 41-9 6

PERGUNTE A SEU PACIENTE SE ELE JA APRESENTOU
REACAO CUTANEA ADVERSA A FARMACOS
ANTIEPILEPTICOS.

PROJETO ACEITO PELO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL.
ENTRAR EM CONTATO: TALLULAH

(DOUTORADO UFPR).

Tallulah CRM-PR 28288
Neurologia e Neurofisiologia clinica
WHATSAPP — 41-9 6

REMEMBER REMEMBER...

PERGUNTE A SEU PACIENTE SE ELE JA

APRESENTOU REACAO CUTANEA ADVERSA A
FARMACOS ANTIEPILEPTICOS.

PROJETO ACEITO PELO COMITE DE ETICA DO HOSPITAL.

ENTRAR EM CONTATO: TALLULAH

(DOUTORADO UFPR).

Tallulah CRM-PR 28288
Neurologia e Neurofisiologia clinica
WHATSAPP — 41-9 6

PERGUNTE A SEU PACIENTE SE ELE JA
APRESENTOU REACAO CUTANEA
ADVERSA A FARMACOS
ANTIEPILEPTICOS.

PROJETO ACEITO PELQ COMITE DE ETICA DO HOSPITAL.

ENTRAR EM CONTATO: TALLULAH

(DOUTORADO UFPR).

Tallulah CRM-PR 28288
Neurologia e Neurofisiologia clinica
WHATSAPP — 41-9 6
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APENDICE 3 - Cédigo base em linguagem R para analise da correlagio

entre alelo de HLA, RCA e farmaco envolvido

frequenciageral.R

Tallulah Spina Tensini
2021-02-23

RCA_por_ASM_PH <- function(HLA = character(), farmaco = character(),

rash = character()){

library(readxl)

library(dplyr)

library(stringr)

base <- read_xlsx("D:/Tallulah/Documents/Medicina/Arquivos do Dout
orado/Matrix/HLA2niveisP.x1sx")

gene <- names(base[2:12])

MAC <- names(base[15:25])

n <- which(gene == HLA) ## descobre a coluna do HLA escolhido
x <- which(MAC == farmaco) ## descobre a coluna do MAC escolhido

HLA desta_analise <- data.frame(base[,1], base[,1+n], base[,14+x],
base[,14], base[,13])

## faz uma nova DF apenas com ID, HLA e MAC e tipo de rash

HLA com_uso _MAC <- subset(HLA desta_analise, HLA desta_analise[ ,3
] '= "Nao") ## exclui pacientes que ndo usaram aquele MAC

total Sim <- length(which(HLA com_uso_MAC[,3]=="Sim")) ## retorna
o total de "sim" para aquela classe de HLA, excluindo NA (pacientes
com 2 alelos de mesmo grupo P ou alelo ausente)

total _rash <- length(which(HLA com_uso_MAC[,5]== farmaco & HLA com
_uso_MAC[,4] == rash)) ## retorna o total de determinada RCA para aq
uela classe de HLA e aquele MAC

names (HLA _com_uso_MAC) <- c("ID", "MHC", "MAC", "RCA", "ASM index"
) ##unifica os nomes das colunas, para ser o mesmo independente do H
LA ou MAC

por_ HLA <- split(HLA com_uso_MAC, HLA com_uso_MAC$MHC) ## divide
em vdrias DF, por HLA

genes_distintos <- names(por HLA) ## descobre nomes dos genes dist
intos aquele HLA

HLA Sim <- lapply(por_ HLA, function(x){length(which(x[,3] == "Sim"
))}) ## criando cada pedaco da minha tabela de contingencia, aqui
tem o alelo e usou a MAC

HLA_Rash <- lapply(por HLA, function(x){length(which(x[,5] == farm
aco & x[,4]== rash))}) ## tem o alelo e teve aquele RCA com aquela
MAC

outro HLA Sim <- lapply(por HLA, function(x){ ## ndo é o HLA e
usou a MAC
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s <- length(which(x[,3] == "Sim"))
(total Sim - 2*s)/2 ## ndo é o HLA e usou a MAC
P

outro_HLA Rash <- lapply(por_ HLA, function(x){
r<- length(which(x[,5] == farmaco & x[,4]== rash))
(total_rash - 2*r)/2 ## ndo é o HLA e fez rash com a MAC
1)

final <- data.frame(genes_distintos) ## construindo nossa DF final
final$HLA <- HLA

final$HLA Sim <- HLA_Sim

final$HLA Rash <- HLA_Rash

final$outro Sim <- outro HLA Sim

final$outro Rash <- outro HLA Rash

## agora vou juntar colunas para fazer minhas tabelas de contingén
cia, uma a uma, por alelo:

tabelas <- lapply(final$genes_distintos, function(x){matrix(data =
c(final$HLA_Rash[[x]], final$outro_Rash[[x]], final$HLA_Sim[[x]], f
inal$outro_Sim[[x]]) , nrow = 2, ncol=2)})

Fisher <- lapply(tabelas, fisher.test) ## aqui tenho uma Lista de
todos os resultados dos testes exatos de Fisher

y <- length(Fisher)

Fisher_p <- lapply(Fisher, function(x){x[[1]1})
Fisher_o <- lapply(Fisher, function(x){x[[3]1]1[[1]1})
Fisher_int <- lapply(Fisher, function(x){x[[2]]})
Fisher_inta <- lapply(Fisher_int, function(x){x[[1]]})
Fisher_intb <- lapply(Fisher_int, function(x){x[[2]1]1})

final$p <- Fisher_p ## faz acoluna de p

final$0DDs <- Fisher_o ## faz a coluna de OR

final$IC_a <- Fisher_inta ##faz a coluna do primeiro numero do IC
final$IC b <- Fisher_intb ##faz a coluna do ultimo numero do IC
final$RCA <- rash

final$ASM <- farmaco

## aqui vou fazer uma prova real de que analisei o numero certo de
pacientes.

final$Rash <- total rash/2 ## total de pacientes RCA+ analisados

final$Sim <- total Sim/2 ## total de pacientes tolerantes

final$prova <- final$Rash + final$Sim

}
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APENDICE 4 - Distribuigio dos alelos HLA-A, B, C, DPA1, DPB1, DQAA1,
DQB1, DRB1, DRB3, DRB4 e DRB5 entre pacientes RCA+, RCA-, com

epilepsia e controle.

HLA-A RCA+ (N=107) RCA- (N=98) Epilepsia (N=191) Controle (N=3965)
Alelo n (%) n (%) n (%) n (%)
01:01 14 13,08411 14 14,28571 28 14,65969 689 17,37705
01:02 0 0 0 13 0,327869
01:03 0 0 0 3 0,075662
02:01 42 39,25234 39 39,79592 79 41,36126 1733  43,70744
02:02 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241 41 1,034048
02:03 0 0 0 1 0,025221
02:04 2 1,869159 0 2 1,04712 28 0,706179
02:05 7 6,542056 3 3,061224 8 4,188482 83 2,093317
02:06 1 0,934579 0 0 13 0,327869
02:07 0 1 1,020408 1 0,52356 2 0,050441
02:09 0 0 0 1 0,025221
02:11 2 1,869159 2 2,040816 4 2,094241 43 1,084489
02:12 0 0 0 2 0,050441
02:17 0 0 0 7 0,176545
02:19 0 0 0 1 0,025221
02:20 0 1 1,020408 1 0,52356 6 0,151324
02:22 0 0 0 1 0,025221
02:30 0 0 0 1 0,025221
02:48 0 1 1,020408 1 0,52356 0

02:52 0 0 0 1 0,025221
02:66 0 0 0 2 0,050441
02:665 1 0,934579 0 1 0,52356 0

03:01 23 21,49533 20 20,40816 40 20,94241 727 18,33544
03:02 2 1,869159 0 2 1,04712 31 0,781841
03:20 0 0 0 2 0,050441
03:63 0 0 0 1 0,025221
03:81 1 0,934579 0 1 0,52356 0

11:01 6 5,607477 8 8,163265 13 6,806283 442 11,14754
11:12 0 0 0 1 0,025221
11:New 1 0,934579 0 0 0

23:01 6 5,607477 14 14,28571 19 9,947644 303 7,641866
23:05 0 0 0 7 0,176545
23:17 0 2 2,040816 2 1,04712 7 0,176545
23:18 0 0 0 1 0,025221
24:02 14 13,08411 9 9,183673 21 10,99476 785 19,79823
24:03 0 0 0 50 1,261034
24:05 0 0 0 1 0,025221
24:20 0 0 0 2 0,050441
24:26 0 0 0 1 0,025221

(continua)



175

(continuagao)

HLA-A RCA+ (N=107) RCA- (N=98) Epilepsia (N=191) Controle (N=3965)
Alelo n (%) n (%) n (%) n (%)
25:01 3 2,803738 1 1,020408 3 1,570681 128 3,228247
26:01 8 7,476636 8 8,163265 13 6,806283 286 7,213115
26:03 0 0 0 1 0,025221
26:08 1 0,934579 0 1 0,52356 12 0,302648
26:09 0 0 0 1 0,025221
26:17 0 0 0 1 0,025221
29:01 0 0 0 26 0,655738
29:02 6 5,607477 8 8,163265 13 6,806283 282 7,112232
30:01 6 5,607477 5 5,102041 10 5,235602 135 3,404792
30:02 3 2,803738 3 3,061224 5 2,617801 149 3,757881
30:04 0 0 0 15 0,37831
31:01 22 20,56075 16 16,32653 36 18,84817 350 8,827238
31:13 0 0 0 1 0,025221
31:15 0 0 0 7 0,176545
32:01 8 7,476636 6 6,122449 13 6,806283 290 7,313997
33:01 2 1,869159 7 7,142857 8 4,188482 120 3,026482
33:03 1 0,934579 1 1,020408 2 1,04712 55 1,387137
34:02 2 1,869159 1 1,020408 3 1,570681 27 0,680958
36:01 0 1 1,020408 1 0,52356 17 0,428752
66:01 1 0,934579 2 2,040816 3 1,570681 41 1,034048
66:02 0 1 1,020408 1 0,52356 5 0,126103
68:01 8 7,476636 6 6,122449 13 6,806283 326 8,221942
68:02 5 4,672897 2 2,040816 6 3,141361 117 2,95082
68:05 0 1 1,020408 1 0,52356 2 0,050441
68:17 0 0 0 2 0,050441
68:21 0 0 0 1 0,025221
68:23 0 0 0 1 0,025221
69:01 0 1 1,020408 1 0,52356 8 0,201765
74:01 4 3,738318 2 2,040816 6 3,141361 46 1,160151
74:03 2 1,869159 0 1 0,52356 1 0,025221
80:01 0 0 0 7 0,176545
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HLA-B RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
07:02 17 15,88785 12 12,2449 28 14,65969 510 12,86255
07:05 0 0 0 31 0,781841
07:06 2 1,869159 1 1,020408 2 1,04712 8 0,201765
07:15 0 0 0 1 0,025221
07:20 0 0 0 1 0,025221
08:01 10 9,345794 8 8,163265 17 8,900524 364 9,180328
13:01 0 0 0 1 0,025221
13:02 6 5,607477 6 6,122449 12 6,282723 125 3,152585
14:01 1 0,934579 2 2,040816 3 1,570681 71 1,790668
14:02 9 8,411215 10 10,20408 17 8,900524 292 7,364439
14:03 0 0 0 1 0,025221
15:01 2 1,869159 5 5,102041 7 3,664921 281 7,087011
15:03 4 3,738318 1 1,020408 4 2,094241 86 2,168979
15:04 1 0,934579 2 2,040816 3 1,570681 75 1,891551
15:05 0 0 0 2 0,050441
15:07 1 0,934579 0 1 0,52356 3 0,075662
15:08 1 0,934579 0 1 0,52356 9 0,226986
15:09 0 0 0 5 0,126103
15:10 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241 37 0,933165
15:11 0 0 0 2 0,050441
15:15 0 1 1,020408 1 0,52356 4 0,100883
15:16 0 2 2,040816 2 1,04712 15 0,37831
15:17 1 0,934579 1 1,020408 2 1,04712 48 1,210593
15:18 0 1 1,020408 1 0,52356 18 0,453972
15:20 4 3,738318 0 4 2,094241 20 0,504414
15:22 0 0 0 2 0,050441
15:24 0 0 0 2 0,050441
15:29 0 0 0 1 0,025221
15:39 0 0 0 1 0,025221
15:47 1 0,934579 0 1 0,52356 0

18:01 8 7,476636 7 7,142857 12 6,282723 433 10,92055
18:03 1 0,934579 0 1 0,52356 14 0,35309
18:04 0 0 0 0,050441
18:05 0 0 0 7 0,176545
27:02 1 0,934579 0 1 0,52356 20 0,504414
27:03 0 0 0 4 0,100883
27:04 0 0 0 1 0,025221
27:05 4 3,738318 2 2,040816 6 3,141361 171 4,312736
27:07 0 0 0 6 0,151324
27:08 0 0 0 1 0,025221
27:13 0 1 1,020408 1 0,52356 0

35:01 8 7,476636 14 14,28571 20 10,4712 446 11,24842

(continua)
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(continuagao)

HLA-B RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
35:02 7 6,542056 1 1,020408 7 3,664921 123 3,102144
35:03 3 2,803738 2 2,040816 4 2,094241 210 5,296343
35:04 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241 48 1,210593
35:05 2 1,869159 1 1,020408 3 1,570681 49 1,235813
35:06 0 0 0 1 0,025221
35:08 2 1,869159 2 2,040816 4 2,094241 85 2,143758
35:10 0 0 0 2 0,050441
35:11 0 0 0 5 0,126103
35:20 2 1,869159 0 2 1,04712 18 0,453972
35:32 0 0 0 1 0,025221
35:95 0 0 0 1 0,025221
37:01 2 1,869159 1 1,020408 3 1,570681 85 2,143758
37:04 0 0 0 4 0,100883
38:01 5 4,672897 4 4,081633 8 4,188482 188 4,741488
38:05 0 0 0 1 0,025221
39:01 2 1,869159 1 1,020408 3 1,570681 108 2,723834
39:02 0 0 0 2 0,050441
39:03 1 0,934579 1 1,020408 1 0,52356 40 1,008827
39:05 2 1,869159 1 1,020408 3 1,570681 42 1,059269
39:06 0 3 3,061224 3 1,570681 39 0,983607
39:09 0 1 1,020408 1 0,52356 23 0,580076
39:10 1 0,934579 0 1 0,52356 5 0,126103
39:12 0 0 0 1 0,025221
39:13 3 2,803738 2 2,040816 5 2,617801 19 0,479193
39:14 0 0 0 1 0,025221
39:24 0 0 0 5 0,126103
39:37 0 0 0 2 0,050441
40:01 4 3,738318 3 3,061224 7 3,664921 158 3,984868
40:02 4 3,738318 2 2,040816 5 2,617801 157 3,959647
40:03 0 1 1,020408 1 0,52356 1 0,025221
40:04 1 0,934579 2 2,040816 3 1,570681 62 1,563682
40:06 0 0 0 9 0,226986
40:09 0 0 0 1 0,025221
40:11 0 0 0 1 0,025221
40:12 0 0 0 1 0,025221
40:16 0 0 0 3 0,075662
40:17 0 0 0 1 0,025221
41:01 0 6 6,122449 6 3,141361 51 1,286255
41:02 0 2 2,040816 2 1,04712 31 0,781841
42:01 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241 52 1,311475
42:02 0 0 0 9 0,226986
44:02 11 10,28037 6 6,122449 17 8,900524 380 9,583859

(continua)
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(continuagao)

HLA-B RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
44:03 12 11,21495 15 15,30612 22 11,51832 399 10,06305
44:03/44:459 1 0,934579 0 1 0,52356 0

44:04 0 0 0 1 0,025221
44:05 0 2 2,040816 2 1,04712 26 0,655738
44:27 0 1 1,020408 1 0,52356 14 0,35309
45:01 2 1,869159 6 6,122449 8 4,188482 100 2,522068
46:01 0 0 0 3 0,075662
47:01 0 0 0 18 0,453972
48:01 0 1 1,020408 1 0,52356 4 0,100883
48:02 3 2,803738 4 4,081633 7 3,664921 31 0,781841
48:03 1 0,934579 0 1 0,52356 3 0,075662
49:01 4 3,738318 1 1,020408 5 2,617801 201 5,069357
50:01 5 4,672897 3 3,061224 6 3,141361 131 3,303909
50:02 2 1,869159 1 1,020408 2 1,04712 29 0,7314
51:01 21 19,62617 15 15,30612 35 18,32461 850 21,43758
51:02 0 0 0 1 0,025221
51:03 0 0 0 1 0,025221
51:04 0 0 0 8 0,201765
51:05 0 1 1,020408 1 0,52356 4 0,100883
51:07 1 0,934579 1 1,020408 1 0,52356 7 0,176545
51:08 0 0 0 14 0,35309
51:193 0 1 1,020408 1 0,52356 0

51:193/51:42 1 0,934579 0 1 0,52356 0

51:32 0 0 0 6 0,151324
52:01 4 3,738318 3 3,061224 6 3,141361 150 3,783102
52:02 0 0 0 1 0,025221
52:11 0 0 0 1 0,025221
52:21 0 0 0 1 0,025221
53:01 6 5,607477 2 2,040816 7 3,664921 118 2,97604
53:04 0 0 0 0,025221
54:01 0 0 0 7 0,176545
55:01 1 0,934579 1 1,020408 2 1,04712 83 2,093317
55:02 0 0 0 3 0,075662
56:01 2 1,869159 0 2 1,04712 32 0,807062
57:01 5 4,672897 2 2,040816 7 3,664921 137 3,455233
57:02 0 0 0 6 0,151324
57:03 1 0,934579 2 2,040816 3 1,570681 26 0,655738
58:01 1 0,934579 4 4,081633 5 2,617801 116 2,925599
58:02 0 0 0 29 0,7314
67:01 0 0 0 1 0,025221
73:01 0 0 0 6 0,151324
78:01 0 0 0 2 0,050441
81:01 0 0 0 14 0,35309
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HLA-C RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
01:02 6 5,607477 6 6,122449 12 6,282723 247 6,229508
01:22 0 0 0 1 0,025221
01:32 0 0 0 1 0,025221
02:02 11 10,28037 11 11,22449 21 10,99476 359 9,054224

02:10 5 4,672897 2 2,040816 6 3,141361 76 1,916772
03:02 0 2 2,040816 2 1,04712 30 0,75662
03:03 6 5,607477 5 5,102041 11 5,759162 355 8,953342
03:04 10 9,345794 11 11,22449 21 10,99476 396 9,98739
03:38 0 0 0 1 0,025221
04:01 36 33,64486 30 30,61224 60 31,41361 1201 30,29004
04:03 0 0 0 1 0,025221
05:01 13 12,14953 7 7,142857 19 9,947644 474 11,9546
05:08 0 0 0 1 0,025221
05:09 0 0 0 3 0,075662
05:11 0 0 0 1 0,025221
05:37 0 0 0 1 0,025221
06:02 20 18,69159 14 14,28571 31 16,23037 568 14,32535
06:07 0 0 0 1 0,025221
07:01 17 15,88785 12 12,2449 27 14,13613 860 21,68979
07:02 21 19,62617 21 21,42857 40 20,94241 705 17,78058
07:04 0 3 3,061224 3 1,570681 86 2,168979
07:05 0 0 0 2 0,050441
07:07 0 0 0 5 0,126103
07:17 0 0 0 1 0,025221
07:18 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241 27 0,680958
07:27 0 0 0 3 0,075662
07:93 0 0 0 1 0,025221
08:01 1 0,934579 1 1,020408 2 1,04712 12 0,302648
08:02 9 8,411215 11 11,22449 18 9,424084 349 8,802018
08:03 0 0 0 3 0,075662
08:04 0 0 0 5 0,126103
12:02 1 0,934579 3 3,061224 3 1,570681 75 1,891551
12:03 11 10,28037 8 8,163265 17 8,900524 498 12,5599
12:04 0 0 0 1 0,025221
12:05 0 0 0 1 0,025221
12:12 0 0 0 2 0,050441
14:02 5 4,672897 3 3,061224 6 3,141361 230 5,800757
14:03 0 0 0 14 0,35309
15:02 10 9,345794 7 7,142857 17 8,900524 363 9,155107
15:03 0 0 0 5 0,126103
15:04 0 0 0 14 0,35309
15:05 3 2,803738 1 1,020408 3 1,570681 55 1,387137

(continua)
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HLA-C RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
15:06 0 0 0 2 0,050441
15:08 1 0,934579 0 1 0,52356 2 0,050441
15:09 0 0 0 1 0,025221
15:13 0 0 0 24 0,605296
15:24 0 0 0 1 0,025221
15:41 0 1 1,020408 1 0,52356 0

16:01 10 9,345794 8 8,163265 15 7,853403 313 7,894073
16:02 3 2,803738 2 2,040816 5 2,617801 58 1,462799
16:04 2 1,869159 0 2 1,04712 13 0,327869
17:01 1 0,934579 9 9,183673 10 5,235602 122 3,076923
17:03 0 2 2,040816 2 1,04712 11 0,277427
17:New 0 1 1,020408 1 0,52356 0

18:01 0 0 0 17 0,428752
18:02 0 2 2,040816 2 1,04712 5 0,126103
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HLA-DQB1 RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
02:01 17 15,88785 9 9,183673 22 11,51832 705 17,78058
02:02 21 19,62617 20 20,40816 36 18,84817 753 18,99117
03:01 38 35,51402 34 34,69388 72 37,69634 1365  34,42623
03:02 25 23,36449 18 18,36735 41 21,46597 714 18,00757
03:03 5 4,672897 6 6,122449 9 4,712042 238 6,002522
03:04 1 0,934579 0 1 0,52356 20 0,504414
03:05 0 0 0 5 0,126103
03:09 0 0 0 1 0,025221
03:12 0 0 0 1 0,025221
03:19 4 3,738318 4 4,081633 7 3,664921 78 1,967213
04:01 0 0 0 9 0,226986
04:02 19 17,75701 21 21,42857 35 18,32461 467 11,77806
05:01 26 24,29907 23 23,46939 46 24,08377 881 22,21942
05:02 3 2,803738 5 5,102041 7 3,664921 264 6,65826
05:03 7 6,542056 4 4,081633 10 5,235602 289 7,288777
05:04 0 0 0 8 0,201765
05:160 1 0,934579 0 1 0,52356 0

06:01 2 1,869159 4 4,081633 5 2,617801 87 2,194199
06:02 16 14,95327 20 20,40816 35 18,32461 693 17,47793
06:03 12 11,21495 10 10,20408 21 10,99476 577 14,55233
06:04 8 7,476636 5 5,102041 13 6,806283 231 5,825977
06:05 0 0 0 1 0,025221
06:08 0 0 0 1 0,025221
06:09 2 1,869159 3 3,061224 5 2,617801 85 2,143758
06:11 0 0 0 2 0,050441
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HLA-DRB1 RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%) n = 3965 (%)
01:01 13 12,14953 8 8,163265 18 9,424084 471 11,87894
01:02 7 6,542056 9 9,183673 16 8,376963 236 5,952081
01:03 2 1,869159 3 3,061224 5 2,617801 46 1,160151
03:01 17 15,88785 9 9,183673 22 11,51832 654 16,49433
03:01/03:147 0 1 1,020408 1 0,52356 0

03:02 3 2,803738 3 3,061224 6 3,141361 51 1,286255
03:15 0 0 0 2 0,050441
04:01 4 3,738318 4 4,081633 8 4,188482 186 4,691047
04:02 6 5,607477 4 4,081633 10 5,235602 133 3,354351
04:03 4 3,738318 1 1,020408 5 2,617801 95 2,395965
04:04 7 6,542056 6 6,122449 13 6,806283 176 4,43884
04:05 4 3,738318 4 4,081633 6 3,141361 146 3,682219
04:06 1 0,934579 1 1,020408 1 0,52356 17 0,428752
04:07 3 2,803738 0 3 1,570681 69 1,740227
04:08 0 4 4,081633 4 2,094241 28 0,706179
04:09 0 0 0 1 0,025221
04:11 3 2,803738 4 4,081633 7 3,664921 128 3,228247
04:88 0 0 0 1 0,025221
07:01 24 22,42991 22 22,44898 40 20,94241 885 22,3203
08:01 6 5,607477 9 9,183673 13 6,806283 191 4,81715
08:02 5 4,672897 6 6,122449 9 4,712042 107 2,698613
08:03 4 3,738318 0 4 2,094241 29 0,7314
08:04 2 1,869159 2 2,040816 3 1,570681 66 1,664565
08:06 0 0 0 4 0,100883
08:07 4 3,738318 1 1,020408 5 2,617801 69 1,740227
09:01 2 1,869159 3 3,061224 4 2,094241 120 3,026482
10:01 1 0,934579 1 1,020408 2 1,04712 132 3,32913
11:01 16 14,95327 13 13,26531 29 15,18325 548 13,82093
11:02 4 3,738318 2 2,040816 5 2,617801 76 1,916772
11:03 1 0,934579 0 1 0,52356 57 1,437579
11:04 5 4,672897 6 6,122449 11 5,759162 329 8,297604
11:10 0 0 0 1 0,025221
11:17 0 0 0 1 0,025221
11:36 0 0 0 1 0,025221
12:01 2 1,869159 3 3,061224 5 2,617801 106 2,673392
12:04 0 0 0 1 0,025221
12:10 0 0 0 1 0,025221
13:01 12 11,21495 10 10,20408 21 10,99476 581 14,65322
13:02 11 10,28037 11 11,22449 22 11,51832 325 8,196721
13:03 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241 84 2,118537
13:04 0 0 0 6 0,151324
13:05 0 1 1,020408 1 0,52356 7 0,176545
13:08 0 0 0 1 0,025221
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HLA-DRB1 RCA+ RCA- Epilepsia Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n=191 (%) n = 3965 (%)
13:14 0 0 0 1 0,025221
13:15 0 0 0 1 0,025221
13:16 0 0 0 1 0,025221
13:17 0 1 1,020408 1 0,52356 0

13:56 0 0 0 2 0,050441
13:76 0 0 0 1 0,025221
13:80 0 0 0 1 0,025221
14:01 1 0,934579 0 1 0,52356 160 4,035309
14:02 4 3,738318 3 3,061224 7 3,664921 82 2,068096
14:03 0 0 0 2 0,050441
14:04 0 0 0 3 0,075662
14:05 0 0 0 5 0,126103
14:06 1 0,934579 0 1 0,52356 14 0,35309
14:13 0 1 1,020408 1 0,52356 0

14:17 0 0 0 1 0,025221
14:21 0 0 0 2 0,050441
14:54 6 5,607477 5 5,102041 10 5,235602 126 3,177806
15:01 10 9,345794 14 14,28571 23 12,04188 574 14,47667
15:02 2 1,869159 4 4,081633 5 2,617801 76 1,916772
15:03 5 4,672897 4 4,081633 9 4,712042 117 2,95082
16:01 2 1,869159 4 4,081633 6 3,141361 212 5,346784
16:02 6 5,607477 1 1,020408 6 3,141361 131 3,303909
16:22 0 0 0 1 0,025221
HLA-DPA1 RCA+ RCA- Controle

Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%)

01:03 99 92,52336 93 94,89796 180 94,24084

01:04 0 3 3,061224 3 1,570681

02:01 39 36,44860 41 41,83673 74 38,74346

02:02 15 14,01869 6 6,122449 18 9,424084

02:03 0 1 1,020408 1 0,52356

02:06 2 1,86916 0 2 1,04712

02:07 2 1,86916 0 1 0,52356

02:12 2 1,86916 0 2 1,04712

03:01 5 4,67290 3 3,061224 8 4,188482
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HLA-DPB1 RCA+ RCA- Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n=191 (%)
01:01 13 12,14953 15 15,30612 27 14,13613
02:01 37 34,57944 26 26,53061 60 31,41361
02:02 1 0,934579 1 1,020408 1 0,52356
03:01 17 15,88785 18 18,36735 35 18,32461
04:01 40 37,38318 58 59,18367 93 48,6911
04:02 24 22,42991 20 20,40816 43 22,51309
05:01 8 7,476636 5 5,102041 11 5,759162
06:01 2 1,869159 0 2 1,04712
06:04 1 0,934579 0 0

09:01 1 0,934579 1 1,020408 1 0,52356
10:01 2 1,869159 3 3,061224 5 2,617801
104:01 5 4,672897 6 6,122449 9 4,712042
105:01 5 4,672897 3 3,061224 8 4,188482
11:01 4 3,738318 3 3,061224 6 3,141361
126:01 1 0,934579 0 0

13:01 9 8,411215 3 3,061224 11 5,759162
14:01 8 7,476636 11 11,22449 18 9,424084
15:01 1 0,934579 3 3,061224 4 2,094241
16:01 2 1,869159 1 1,020408 3 1,570681
17:01 7 6,542056 8 8,163265 15 7,853403
18:01 0 1 1,020408 1 0,52356
19:01 1 0,934579 0 1 0,52356
23:01 1 0,934579 0 0

27:01 3 2,803738 0 2 1,04712
34:01 1 0,934579 0 1 0,52356
63:01 0 1 1,020408 1 0,52356
85:01 2 1,869159 0 2 1,04712




HLA-DQA1 RCA+ RCA- Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%)
01:01 22 20,56075 18 18,36735 37 19,37173
01:02 30 28,03738 33 33,67347 62 32,46073
01:03 13 12,14953 14 14,28571 26 13,61257
01:04 6 5,607477 4 4,081633 9 4,712042
01:05 2 1,869159 2 2,040816 4 2,094241
01:10 1 0,934579 0 1 0,52356
02:01 24 22,42991 22 22,44898 40 20,94241
03:01 24 22,42991 14 14,28571 37 19,37173
03:02 2 1,869159 3 3,061224 4 2,094241
03:03 7 6,542056 15 15,30612 19 9,947644
04:01 19 17,75701 17 17,34694 31 16,23037
04:02 0 1 1,020408 1 0,52356
05:01 17 15,88785 9 9,183673 22 11,51832
05:03 5 4,672897 6 6,122449 11 5,759162
05:05 30 28,03738 24 24,4898 53 27,74869
06:01 4 3,738318 0 4 2,094241
HLA-DRB3 RCA+ RCA- Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n=191 (%)
01:01 21 19,62617 17 17,34694 36 18,84817
01:62 2 1,869159 3 3,061224 5 2,617801
01:74 0 1 1,020408 1 0,52356
01:New 0 1 1,020408 1 0,52356
02:02 42 39,25234 32 32,65306 69 36,12565
02:24 1 0,934579 0 1 0,52356
03:01 13 12,14953 13 13,26531 26 13,61257
HLA-DRB4 RCA+ RCA- Controle
Alelo n =107 (%) n =98 (%) n =191 (%)
01:01 12 11,21495 11 11,22449 19 9,947644
01:03 39 36,4486 41 41,83673 76 39,79058
HLA-DRB5 RCA+ RCA- Controle
Alelo n =107 (%) n=98 (%) n =191 (%)
01:01 15 14,01869 18 18,36735 32 16,75393
01:02 2 1,869159 4 4,081633 5 2,617801
02:02 8 7,476636 5 5,102041 13 6,806283
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Numero de alelos distintos encontrados entre sujeitos RCA+, RCA- e controles, para

cada gene de HLA.

Classe HLA - | HLA - Il Total
Gene A B C DPA1 DPB1 DQA1 DQB1 DRB1 DRB3 DRB4 DRB5 ¢
RCA+ 31 56 23 7 23 15 17 38 5 2 3 220
RCA- 31 58 27 6 19 14 15 38 6 2 3 219
Soma 39 70 29 9 26 16 17 43 7 2 3 261
RCA+ e RCA-
Controle 67 123 55 - - - 25 64 - - - 334
Soma
Contraom® cas 70 127 56 - ; . 25 66 - ; - 344
Soma 70 127 56 25 66 344

Controle e RCA-
Em negrito destacam-se os genes testados pelo REDOME (controle).




(enunuod)

z00‘0 (e‘zecy-6'c)9L's. (zo'0)L s96e| (2)z 90l 0 g6 [g'ol (c=£1°0) U Jenbenb ¢oiy. VY 70d€D
20000°0 (r'v-9°L) L2 (6) os¢ s96c| (12)2zz 90L] (QL)9L 86  [g'0] (62-9'0) €L Jenbenb 1011e VvV 70d€D
200°0 (¥'2-s2°L) €€ (@) es  s96e| ()2 90| ()¢ 86 [0l ('€1-G'0) 2’z | Jenbjenb  G0:iz0 vV 70d€D
8000 (z‘i6L-6L1) 9k (g)sLL  s96g| (ov)Z S 0 €e  ¥l00 (-6€°L) 6'Ly | Jonbenb  10:gg g OXO
#00°0 (8°2-2'1) Z'¢ (cL)ors s96c| (2e)s sz | (cb)8 €9 [eo'ol (G‘LL-6'0) 2’ | Jenbjenb  Zz0:20 g 911
#00°0 (L22-2V) 61L°L (e)ecr g96g| (02)y o0z | (4D L €L 20000 (£68-26°L) 2ZZ‘'LL | Jenbenb Zo:y0 1L9YQA 1Hd
G000 (co=11G) Ju 0 goee| (S)1L 02z 0 ¢. [z'ol (-60°0) U Jenblenb 091:50 190A 1Hd
Goo0‘'0 (9'201-zv'2)e6'zz  (s0)6L s96e| (0L)z oz| (L1 €2 [1'ol  (9'9/+-8¢'0) 'L | Jenblenb ¢Li6e g 1Hd
00’0  (£V11-62) Z'vT (v'o)8L s9ec| (oL)z oz 0 [+0°0] (0=2'0) Y| Jenblenb (0z:ge g 1Hd
60000  (£‘ZL-8€L) ¥'¥ (6) ose g96e| (0€)9 oz | (el €2 [z'ol (8'9-G'0) 6L Jenblenb 10:Le v 1Hd
G000 (0 = G) Ju 0 go6e| (S)1L oz 0 ¢L [zol (-60°0) U Jenblenb G99:z0 VvV 1Hd
(k2)e v ] (6001 1LOL S00°0 (8°6Z¥L-6°L) L9°GZ | Jenbjenb |0:50L 149dd ad

(k2)e v ] (6001 1LOL S00°0 (8°62Z¥L-6°L) L9°GZ | Jenbjenb 100 Lvdd ad

€z00'0 (L'vs-vv'T) 6°€l (@92 s96e| (12)e w1 | (6001 1OL G000 (8'62¥L-6°L) L9°GZ | Jonbenb 0L:20 O ad
000 (o=G*2) Ju 0 goee| (L)1 I 0 Lol [zi'ol (-81°0) U Jenbenb  p:G) g ad
61000 (9°2-52°1) €€ (W) oz s96g| (b'eb)2 2s ] (99 soL [60°0l (2'6-2'0) ST Jenbjenb  $0:%0 1940 Z490
(ge)gL 2s | (89) 19 <S0L 9000  (8°0-8L°0)8€‘0 | Jonbenb 100 19dA yAS 1)

(ez)zr es| (2 soL €000 (ev'cL-6€°L) 9Ly | Jonbenb 20:z0 Lvdd yAS1)

L0000°0>  (6°2-L°2) 2V (6) os¢  s96g|(8'82)GL 25 | (SL) 9L <ol [90°0] (¥'s-z6'0) 2’z | Jenblenb  10:1le v Z490
G000 (6°21-S°L) L6'Y (@)es  sg96e| (0L)s 25| ()¢ soL [zi'ol (¥2-9'0) 9°¢ Jenblenb  G0:z0 VvV Z490

(d) (01 %S6) (%) u N | U e ) (1 %S6)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou ojgle  V1H IVIN
9]0J3U092 [+ ajoJyuod +VOu ajueusjo] ajueId|0}/+yY Oy

"9]0JJu0d B +yDY Ssejusioed asus
9 DV Bwsaw e sajuels|0} 8 +yDy sajualoed aljus sagdiesedwo) — L0 0>d wWoo ‘DY Jod ‘YO B SOpeloosse soely — 171 ejeqe ]

"10°0 >d Wo9 sienpiAlpul seajjgle sag5el00ssy — G 3OIANIdY

181



(enunuod)

#0000  (¥'21-2°L) 90'¥ (cL)ors s96g| (5°2€)9 9L | (c1)8 €9 [zo'ol (6'9L-16'0) ¥ dnN3  20:20 g 911
8000 (b8cal-sL'e)ssz  (zo'0) L <96g| (S29) L 9l 0 €9 [z'ol (c0-1°0) oo dN3 €0vL VY 911
€£00°0 (co=2°8) 3 0 goee| (221 €I 0 ¢L [siol (cot71°0) oo dWN3  091:G0 L9DA 1Hd
18000 (re-6‘1) €98 (r'e)ect g96g| (L'ez)e s | (€))L €2 100 (BELL-Z¥L) €202 | dANT  2Z0'v0 L9dd 1Hd
6000 (¢‘ci-s0‘L) 28‘c  (g'81) 2z <96g| (L'ov)9 €L | (L)Ll €2 6000 (22°02-60°L) L.V | dINT 0’0V 1Hd
€000 (8'v6-c6'L) 988l  (ZL) oy s96c| (2Z'8L)z L] (62¢ LoL [z0'0] (L'02-2g'0) £ dnN3 €010 Lg¥a ad
(e‘'c9)2 11| (96) 26 LOL €000 (8€‘0-0) L0‘0 dAN3 €00 Lvda ad
82000 (o=2°6) $ul 0 goes| ()L LI 0 1oL [60°0] (0-€2°0) oo dN3  Z¥GL g ad
(Zv2)8 ¢€c| (9902 soL s00‘'0 (8°GL-92°L) Lv'¥ dN3 2020 Lvda Z90
2000'0  (1'8-291) 18°S (8'8) 0se <96c| (c'62)6 €€ |(2'sL) 9L soL [zLol (2's-L2'0) 2 d3 lo'Le v Z90
(02)e s1] (6001 +tOL 9000 (9°0S€L-8°L) 9g‘vz | Jonbjenb |L0:G0L 19dd INYd + 9d
(02)e sL] (6001 +tOL 9000 (9°0S€L-8°L) 9g‘vz | Jonbjenb 1010 Lvdd INYd +9d
82000 (S9'8¥-92°2) 8°C1 (@92 s96e| (02)e SL| (6001 ¥OL 9000 (9°0G€L-8°L) 9¢'¥Z | Jonblenb 0L:20 O NYd + 9d
000 (-8°9) Ju 0 goee| (L)1 SiI 0 zoL Dol (co=210) $U| Jenbenb  p:G) g NYd+ad
7100 (€°09-¥'1) €1 (L'L)oy s9ec| (€)z sSL| (¢ 2oL [1ol (9'8-8€'0) G | Jonblenb L0z, VY NYd + 9d
000 (6°9-5L°L) € (P)ozL s96g| (2L)2 9s] (99 oL [60°0] (2'6-G9°'0) ¥'z | Jenblenb  $0:y0 194A OXO + 7490
(ez)er 95| (9)9 801 80000 (¥'21-29°1)80°G | Jonblenb z0:z0 Lvdd OXO +290
1000°0> (2-6°1) 8°¢ (6) ose  s96g| (22)sL 9s ] ()91 +0L [60°0] (-28'0) L'C Jenblenb 101l ¥V OXO+7Z89D
1000°0>  (9°€1-6°L) 9°S (@)es  s96c| (L1)9 95| (81)z 8oL 6100 (6'G9-20°L)82'9 |Jeonbenb Go:igo v OXO +29D
(8e)or 90L| (65)8S 86 <2000 (9.°0-€2°0) Z¥‘0 | Jonbenb LO:y0 1G4 10dED
[2€°0] (2'1-2000) €'0 (€)zzL  <co6e| (6°'0) L 90L] (6)6 86 8000 (2°0-200°0) S60°0 | Jenbjenb 10:/| ) 70d€D
€000 (9°cz-6°L)L'L (s‘0)oz s96c| (W¥ 90l 0 g6 [e1'0l (-9°0) JU| Jenbjenb  0z:g| g 70d€D
(d) (01 %S6) (%) u N | U R q) (1 %S6)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou ojele  V1H IVIN
9]0J1u092 /+VOY ajoJyuod +VOy ajueusjo] ajueId|0}/+VY Oy

(oedenunuod)

881



"apepiun e Injoul 9] olnd no go‘p<d sopejuasalde oes [ ] seAeyd sep osjuaq “L0‘0>d woo sopep so sopejuasalde oes opibau w3

"DV Opep Ok sajuela|o)} sajualoed — SajuURIS|0] ‘BOIXQ) BoluwIdpIde 8SI|0J08N/UOSUYO -SUBABLS

ap awolpujs oJjadse — 1SS {DVIA Opep Ok BSISAPE Baueind oedeal ap elLo)SIy Woo sajuaoed - +yDy ‘euldazeqiedxQ — DXO ‘Bulojusy - | Hd ‘euopiwiud
no |ejigieqousy Jod YOy — INYd + 9d ‘[elgieqous) — gd ‘vDy B BpeIdosSe aslioljue oededlpa|\ — DVYIN ‘eulbujowe| — 9] 7 Jeinded ojnoew ewsjuexg — 4N
{SOOILIQISIS SBWO}UIS @ Bl|IjouIsod wod eboiq e oedeay — SSIYQ ‘B9SSO e|npaw ap sajopeop ap oedejndod — ajo;uo) ‘euidezeqieoxo no euidezeweqled
Jod yD — DXO + ZgD ‘euidezeweqled — zgD ‘euopiwlid no euibujowe| ‘|ejgleqous; ‘eujoyusy ‘euidazeqieoxo ‘euidazeweqled Jjod YOy - 1OdED sepuaban

€000 (6'Pb-12) 8°LL (2)zs  g96e| (02)e L | (82 ¢ <ol [szo'0]l  (9'85-66'0) 22'8 rss 20yl L9¥a Z90
100 (¥'62-6€°1) 82 (L'e)ezt goe6e| (02)e sSL| (6001 soL S00'0 (€9€L-18°L) 9'vT rss 20:s¢e g Z490
000 (1618-€°9) ¥L¥ (2o'0)e s96c| (S2)1L v 0 eL [so0l (c0=/°0) oo SS3¥A 2061 g 1Hd
1000 (compL°€) oo 0 goee| (s2)1L ¥ 0 eL [so0l (c0=2°0) oo SS3UA  §99:20  V 1Hd
8100 (c0-Z')) oo (2'1)69 g96c| (00L) L 1 0 L0l 6000 (-8G°2) o SS3¥A  L0'¥0 L9dd ad
9000 (compL°€) oo (9'0)9z s96c| (0oL) L 1 |(2's2)9Z LOL 6200 (co-$78°0) oo SS3™A  €0:4§ g ad
1200 (c0-8L°)) oo (2e8  g96e| (00OL) L 1 0 L0l 6000 (-8G°2) o SS3¥A  L0:SS g ad
000 (1618-€°9) ¥L¥ (2o'0)e s96c| (S2)1L v 0 G0l €00 (0=29°0) oo SS3¥A €08y g Z490
100°0 (co-1°GZ) oo 0 go6e| (s2)1 ¥ 0 GoL €00 (0=29°0) oo SS3™A  18'€0 VY Z490
(d) (1 %56) (%) u N | WU e ) (01 %56)

oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou ojele  V1H IVIN

9]0J1u092 /+VOY ajoJyuod +VOy ajuelisjo] ajueId|0}/+v Oy

(oesnjouo9)

681



"apepiun e Injoul 9| olnd no go‘p<d sopejuasalde oes [ ] seAeyd sep oquaq “L0‘0>d woo sopep so sopejuasalde oes oyibau w3
WOy 9p BLIOISIY WS DY\ OpPep Oe sajuela|o} sajuaioed — -yDy SaJUela|o | ‘BdIX0) edlwiapide asijoloaN,/uosuyor
-SUBA9)S Bp awolpuls oJjoadse — PSS ‘DY OpPep Oe BSIOApE Bauelnd oedeal ap eLOlSIY Wod sajuaioed - +yDy ‘[elgieqous) — gdd ‘YD e epeloosse
asuonue oedeaipa\ — DVIN ‘Jeinded ojnoew ewsjuexg — dINT ‘B9SSO enpaw ap saltopeop ap oedeindod — sjosuo) ‘euidezeweqied — zgD sepuabo

10'0 (P'6z-681) 82 (L'€) €2l S96€ (02) € Gl 1)1 98 66000 (6'8LLL-8¥°L) L0 rss zo:se 9 Z90
(9°¢9) L | (1'26)29 69 212000 (Z¥‘0-¥00°0) 9500 | dWNI  ¢o:0 vda ad
(e'ee) L ee| (219)es 98 G000  (8L'0-2L°0) LEO dn3 L0:v0  +add Z490
(z'v2) 8 €¢ (8°6) g 98 1000 (2°12-€€V) L's dN3  zoizo lvdd Z490
000 (L22Z-2L°1) 6L°L (b'E) €61 S96¢€ (02) v 0z 6°1) 1L €S 8L0°0 (¥'6v9-ZL'L) ¥TL | Jenbenb zZo:0 19HA 1Hd
(v'12) € 14 0 69 000 (0-22°2) Jul Jenbjenb | 5:60, 19dd ad
(r'12) € 14 0 69 000 (0-22°2) Jul Jenbenb | n:eg  LVdA ad
2000 (LL'vS-vv'2)e'cL (6°1)9L s96e| (v'12)¢€ 14 (‘1)1 69 ¥10‘0  (086-82°L) G‘LL | Jenblenb (Q}:20 ) ad
(9'9¢) 8L 2z | (9°19)es 98 zoo‘o  (L2'0-GL‘0) €€'0 | Jenblenb ;0 19dA Z490
(L'ez)zr  2s (8°6) g 98 9000  (9'8L-S¥‘L) 8y |Jenbenb z5:zg LVdA Z490

O e T v S [ W we
9]013u0d /+VOY sajonuo) (1anbjenb) +y0y | -vOY sajueId0l  +VYDY/-VOY djueId|0] vod o  VIH OVIN

'S9|0JJu0D ©

+VDOY sejualoed aJjus 8 -y S8jueI9|0) 8 +y DY Sojualoed aljua sagdesedwo) — L 0‘0>d WO ‘YO¥ B SOpeIdoSSe soj9y — G| ejeqe ]

061



"apepiun e Injoul D] olno no go‘g<d sopeiussalide oes [ ] seaeyd sep oJjuaq "L0‘0>d Woo sopep so sopejussaide oes ouibau w3 (-yDY © +v¥OY) DVIN opep oe
S9)uURJ9|0] SajuBIoed — S8JURIBI0] ‘DVIN OPEP O YOY 8p BUOISIY W09 sajuaioed - +yOy ‘euidazeqieoxQ — DXQ ‘BUJONUS) - | Hd ‘[elgieqous) — g9d ‘vDyY no

BIOURIS|0] B BPEIDOSSE aslIoijue oededipa — DVIA ‘eulbujowe] — 9| 7 ‘easso ejnpaw ap sajopeop ap oedendod — ajo5juo) ‘euidezeweqied — zg) :sepuaban
1000 (85°Z1-6%°L) 86°S (2‘0) 8z  S96¢ W v 86 0 90l [so‘0l (8€°1-0) 0 BwnNyuau  g80:¥0 19dd 10dED
€000 (sc'c-6L‘L) ¥O'T  (8°bL) 29 <S96E| P12z 86| (6'2L)6L 901 [zG'0]l (69°1-8€°0) 8°0 | ewnyusu Z0:¥0 1L9OA 10dED
L0000 (S‘9-8€‘L) 8L°E (e)zzr c96e| (2'6)6 86 (6°0) L 901 8000 (120-200°0) L0 | BWNYUBU  LO:/) O 10dgD
6000  (2'GL-9¢‘L) ¥'s (8‘°0) Le  S96¢ W v 86 (82) ¢ 90l [12'0l (Z14-60'0) 89°0 | BWNYUBU  Z0:8Y g 10de€o
1000°0> (Lzr-2'v) s (1) 1s  s96g| (1L9)9 86 0 90L 100  (92'0-0) 20'0 | Bwnyusu QLY g 10de€o
800°0 (co=11€) Juy 0 G96¢ (€)1 €¢ 0 s Il (¥'952-0) 0 ewnyuau  /L:¢l 194d OXO
€000 (SL'vr-ge2) 992k  (8°0) L€  S96¢€ (6) € e¢ 0 s Il (81-0) 0 BwnNyuau  z0:8y g OXO
L00°0  (6G°9-LL°L) 98°C (o) e6e  s96c| (z'v2)8 €€ 0 G [9s0l (@'¥-0) 0 Bwnyuau g0y g JXO
800°0 (o=1°€) $uj 0 G96¢ (€)1 X 0 s [l (+'952-0) 0 Bwnyuau  8%:z0 \' JXO
800°0  (00L-¥8°L) 5'81 (002 g96e| (22 €9 0 gz [l (G'€1-0) 0 Bwnyuau  /0:1§ g 911
#00°0 (5-z€‘1) 89° (8'8) ose¢ g96| (902) €L €9 (20} Gz [90'0] (2'L-€£00'0) 9L'0 | BwWnyuau  LO:LE \' 911
600'0  (82'0-20'0)20  (B'LL)viv G96e| (22T €l (onz oz [z'ol (2'95-92'0) /8¢ | ewnyuau 1050 o) 1Hd
1000 (ZL'v-zL'L) ve'e (8'8) oge g96c| (8'2L)€L €L (0e) 9 oz [gz'ol (8'9-1G'0) 96°L | ewnyuau |O:LE \ 1Hd
Loo‘0  (€9'0-90°0) cz'0  (8'6L)G8L S96E| (SQ) ¥ €L oLz oz [19'0] (S'vL-91'0)6°L | ewnyuau  zope \' 1Hd
G00'0 (25'v-GL°L) 8eC (9°2) coc  s96e| (b'oL)zL €L oLz oz [gz'0] (£6'2-50°0) 2G'0 | ewnyuau  |O:€2 \ 1Hd
9000  (e2's-L1°V) LT (e)zzL  sc96e| (6°2)8 L0l 0 vl [6s°0l (6€'1-0) 0 Bwnyuau  1L0:/) o) ad
90000 (€0'P-GE°L) 6€°C (8'8) o g96¢| (3'8L)6L LOL (ANt vl [ov'o]l ((6%'2-200°0) 0 | ewnyuau |O:LE \ ad
Loo‘o  (s9‘0-zL0) €0 (8‘61) G8L S96E| (6'9) L Ll (€ve vl [e'ol (9'¢cL-2'0) LZ'Z | ewnyuau  ZOpE \ ad
6000 (c€'91-6€°L) 9G°S (2'0)8z s96c| (8¢)¥  soL 0 zs l[eol (¢-0) 0 Bwnyuau  80:¥0 LgYAd Zz49D
00'0  (b2'e-ZL°L)86'L  (8°LL) 29v S96¢| (6'02)2Z SOL| (€ZL)6 Zs [8sol (86°'L-62°0) Lz’ | ewnyuau  zo0 LEOA 79D
6000  (8%'S-90T) 65‘C (e)ezer  <996g| (92)8  soT (6T)T ZS [z20] (£8T-S00°0) ¥2'0| ewnyuau  10:2) o) yAS10)
10000 (6L°L1-6S°L) 9'F (1) 1s  s96c| (2'5)9  sol 0 Zs [s1ol (89°1-0) 0 Bwnyuau  LO:L¥ g Z490
00'0  (92'0-21L'0)8c'0  (86L)G8L S96€| (9'8)6  SOL] (¥'SL)8 zs [eol (9-9'0) €6°1 Bwnyuau  z0:%¢ \ Z490
(19 %S6) (%)u u (%)u u (%)u u  (d) (1D %56)
(d) oney sppo +V1H +VH +V1H oney sppo
9]043u09 [ajuUeId|O | ajo4uod ajuessjo] +Vv)O¥ Jonbjenb +VD¥/auessjo vou odle  VY1H IVIN

+VYDY © S8juelI8|0) 8Jjud O|8je owsaw op oedesedwod B 8 S8|0JU0D © SBJUBID|0)
sojualoed aljus sagdesedwo) - L0‘0>d WO ‘QY|A J10d ‘YD B BlIOUBIS|0) B SOPEBIDOSSE SO|9|e @ S02119uab salopedlel\ — 9| ejage |

161



(enuguo))

62000 (9'8zz-85°L) Z¥'8 (L‘0) 8z  g96¢ (2'6) € €S 0 oz [9s'0l (89'9-0) 0 BWNYUSU  80'¥0 LEYAd  1Hd
9000°0 (99°6-2€°L) ¥ (e)zzr g96e| (cbL)9 €5 0 oz IeL'0l (2'z-0)0 ewnyuau |03/} o) 1Hd
2000 (¢s‘0-0) 0 (6°LL) VLV S96¢E 0 esl oMz oz [z00] (-G'0) U Bwnyuau  L0:S0 o) 1Hd

800°0 (89°0-0) 60°0 (9'6) 08¢  S96¢€ 0 €S ()N oz [zz'0l (=20°0) U BWNYUdU  Z0'v¥ g 1Hd

9500°0 (81-85°1) 92‘9 (1) 15 g96¢ (°2) ¥ €S 0 oz [z5°0] (€0'v-0) 0 Bwnyuau 0Ly g 1Hd
800°0 (52'0-50°0) ¥2°0 (8'61) S8L S96¢ (2'6) ¢ esl (oMe oz [19'0] (¥'ZL-¥L'0) €8} | ewnyuau  Z0:¥Z \' 1Hd

9000 (0z1-81°2) 22 (002  g96¢ (8'c) z €S 0 oz [l (Z'¥1-0) 0 Bwnyuau  /1:€Z \' 1Hd

2000 (2's¥2Z°1) 82 (9°2) coe s96c| (60L)oL €| (o2 oz I[e¥'0l (19°2-¥0°0) 80 | Bwnyuau  L0:€Z \' 1Hd

G96E 0 69] (12 ¥L  ¥00‘0 (0-g2°2) 3ul ewnyuau 1060l 19dd  9d

G96¢ 0 69| (F'i2)e vI ¥000 (0-22°2) Jul Bwnyuau  L0:€0  Lvdd ad

15000 (6'9v1-2°2) 5'€T (L'o)s  s96¢ (62) ¢ 69 0 vl [l (6'92-0) 0 Bwnyuau  z0:8l ) ad
1000°0> (8-€‘1) s'e (e)zzr s96e| (L'oL)2 69 0 vl [90l] (8¥'¢-0) 0 Bwnyuau  L0:.L o) ad
000 (z‘0z-2°1) 89 (L'0) 8¢  S96¢ (8°¢) ¥ 98 0 Z¢s el (8¥'2-0) 0 Bwnyuau  go'¥0 Lg¥a  z4do

goee| (9°b9)es 98| (9'9g) 8L 26 2000 (L20-GL‘0) €€‘0 | ewnyusu |00 L9 Z9D
G96E (8'9) s 98] (1'ez)zL 2GS 9000 (9'8L-S¥‘L) 8y | ewnyusu Z0:Z0 Lvdd z9D
96000 (¥'c-60°L) 86°L (8‘bL) 29y <96c| (6‘02)8L 98| (¢21)6 25 [9'0] (L'2-82°0)6.'0 | ewnyuau Zo:y0 LEOA 79D

8000 (Z°'211-8°1) 881 (L'o)s  s96¢ (6°1) ¢ 98 0 zs [eg'ol (18'8-0) 0 Bwnyuau  z0:8l ) Z490
1000 (6'9-€‘L) 2'¢ (e)zzL  g96¢ (¢‘6) 8 98| (611 Zs [si'ol (1LS°L-700°0) 61°0 | ewnyuau  10:Z| ) Z490
L000'0>  (¥6°'€L-96°L) L'S (1) 1S S96¢ (2'6) 9 98 0 Zs [80'0l (£€°1-0) 0 Bwnyuau  L0:L¥ g Z490
1000 (€°9-80°L) €82 (e) oz  g96¢ (1'8) L 98| (611 2s [9z'ol (28'L-#00°0) 2°0 | ewnyuau  10:ge \ Z490
(1o (%)u (%)u (%)u (19 %S6)
(d) %G6) oney sppo +V1H u +V1H u +VH u (d) oljey sppo voy ople V1H JVW
9]0J1U0d /QVIN Ok djueud|o ] s9j043U09) -y sojueld|o] | +¥Oy Janbjend  +¥Ou/-VIOY djueId|o]

+VOY 9 YDy dJiud ojo|e owsaw op oedeledwod B 8 S9|0JJU0D B -yYDY
sojualoed aJjus sagdeiedwo) - |L0‘0>d wWoo ‘DY J0d YDy B BIdUBIS|0) B SOPEIDOSSE SO|aje @ S02119uab salopeolel - /| ejdge ]

c61l



‘apepiun e Injoul 9| olnd no go‘p<d sopejuasalde oes [ ] seAeyd sep oauaq “L0‘0>d woo sopep so sopejuasalde oes oyibau w3

"IV Jenbjenb Jod Oy op euQIsIy Was DY\ Opep Oe Sajuela|o}

soajuaoed — -yDy SB1UBIBI0| DV Opep Ok YOy 9p BLOISIYy Woo sajusioed - +yOY ‘euldazeqieox) — DXO ‘BUJONUS) - |Hd ‘[elgieqous) — g4 YOy ho
BIOURIS|0) B BPEIDOSSE aslIoijue oededipa — DVIA ‘eulbujowe] — 9| 7 ‘easso ejnpaw ap saiopeop ap oede|ndod — ajosjuo) ‘euidazeweqied — zg) :sepuaban

€000 (8€‘c-81L°1) ¥0°C (8°b1) 29 g96e| ((P12) 1z 86| (6'21)6L 90L [es'0l (69°4-8€°0) 8°0 | ewnyuau  Z0'¥0 1L9OA 10dED
89000  (LS°LL-6¥°L) 86'S (2'0) 82  sS96¢ {2874 86 0 90l [so‘0l (8€°1-0) 0 Bwnyuau  go:¥0  19¥A 10dED
L000‘0>  (26°'9-2£°L) 8L'E (e)zzL  g96¢ (z'6) 6 86| (6001 901 [Lo'0] (12'0-200°0) L0 | ewnyuau  10:L O  10de€D
#6000 (2'51-5€°L) ¥'S (8°0) L€  S96¢€ W) v 86| (82)¢ 901 [L2'0] (Z1'¥-60°0)89°0 | ewnyuau  Z0:8% g 70deD
1000°0> (Lz1-8'L) (1) 1S S96¢ (L'9) 9 86 0 90L 100 (92'0-0) 0 Bwnyuau  L0:L¥ g 70deo
8000 (18°0-8L°0) L¥0 (8°61) 8L G96¢€ (z'6) 6 86| (C'cl) ¥l 901 [9g'0] (¥L'¥-2G5°0)G'L | ewnyuau  ZOovZ Y  10d€D
G000 (-#9°G) Ju 0 G96¢ (') L ] 0 S [1] (L'ovL-0) 0 Bwnyuau /¢l 194 OXO
80000 (S51-65°1L) 9'v (e‘oc) Lozl s96c| (2'99)zL 8| (om)¢ G [eve'ol (g6'c-20°0) GE'0 | Bwnyuau 00 ) 0)(e}
Zv000‘'0  (8'6-9¥'v) G2'se (8°0) Le g96e| (L'9L)e 81 0 S [1] ('6-0) 0 Bwnyuau  z0:8¥ g 0)(e}
100°0 (6°21-2€°V) Lv'y (o) e6e G96E| (e'c€)9 s8I 0 s [zz0] 90'¢-0) 0 BwWNYUaU  €0:pP g OXO
66000 (9°65-82°L) ¥9'v (9°2) coc s9ec| (822)s 81| (02)1 S [1l]  (2€'6-10°0) 99°0 | Bwnyuau  L0:€Z \ 0)(e}
G000 (o-#9°G) Ju 0 G96¢ (') 1 ] 0 S [1] (L'ovL-0) 0 BwNyuau  8%:20 \ OXO
o, o) u o)u o) u )

(d) o_m%m\mwwo r\w.w__._ N M}\mw__._ N me__._ N () o_m_%m\mwwo
vou ople V1H OV

9]0J43U092 [DV|N Ok djuetd|o | ajosuon -y sojueld|o] | +¥Oy Janbjend  +yOu/-VIOY djueId|o]

(oesnjouo9)

€61



apepiun e Injoul D| olnd no go‘p<d sopejuasalde oes [ ] seAeyd sep oauaq “L0‘0>d wod sopep so sopejuasalde oes opibau w3
"WVO¥ 9p euolsIy was 8 woo eisds|ids woo sejuaioed — sopo] eisds|id] ‘YO op euolsly wod a eisdajide wod
sajualoed - +yOy eisdo|idg ‘yOy ap euolsiy was o eisdajide woo sajualoed - -yDy eisda|id3 ‘easso ejnpaw ap salopeop ap oedeindod — ajo5juo) sepuaban

[8T0] (‘T-900°0) 52°0 (Tn)t €6 (v) 091 G96€ 0 86 €€0°0 (z6°0-0) 0 TO'¥T 194d
€0 (8€2-89°0) T€'T (ST) 1 €6 (8°TT) L9V S96€ (v'te) 12 86 #00'0  (8€‘€-81‘T) ¥0‘C | 2O'¥0 19DA
[¥0°0] (6°€T-18°0) 2C'v (Te) e €6 (80) T€ S96€ (tv) v 86 6000  (L'ST-9€‘T)6E‘S |08y 4
€100 (T'vz-82'T) 69 (Te) e €6 (s‘0) et G96€ (@c 86 [60°0] (e'8T-8V‘0) 2EV | €T:6€ 4
£20000°0 (£'v-9'1) 8C (s‘T2) 02 €6 (8'8) 0s€ S96€ (€91) 9T 86 100 (g’e-60'T) T |TOTE V
[TT0] (TT‘T-62°0) 90 (6cT) CT €6 (8‘6T) S8L S96€ (z'6) 6 86 600°0 (z8‘0-8T0) ¥'0 |0 VWV
@ (19 %S6) (%)u (%)u (%)u @ (19 %56)
oljey s + u + u + u oljey s
w_ob:n..wm_ PPo v v ViH o_o.::wom_ PPO olle V1H
/+VDY eisdapidg +VOY eisdajid3 s1o4u0) -voy eisdajid3 Vo eisdajids
900°0 (t£‘0-€00°0) ZT‘0 (¥) 091 S96€ (s‘o)t 161 TO'¥T 1944
L000 (Lv'T-2T'T) 89T (8°TT) L9V S96€ (€'8T) S€ 161 0:70 1900
€000°0 (9€‘TT-LL'T) 28V (80) 1€ S96€ (9€) £ 161 20:8Y g
000 (9'sT-9'T) 85°S (s‘o) 61 S96€ (9'?) s 161 €T:6€ g
€00000°0 (€5‘€-6S'T) 6€C (8‘8) 0s€ S96€ (8'8T) 9€ 161 TO:TE v
9200‘0 (6£‘0-62°0) SO (8‘6T) S8L S96€ (6°0T) TC 161 20:%¢C v
(19 %S6) (%)u u (%)u u
(d) oney sppo +VH +VH ople VIH
ajoJ3uo) (sopo]) eisdajidg

ajospuo9/(sopo] ) eisdajidy

v61

"L0‘0>d woo eisda|ida e sopeloosse soj9|y - gL elege ]



‘elsdo|ide woo
sojualoed SO sopo} — 1d3 Sopo] ‘YOY 9p euolsly was eisdsjide wod sajusioed - -yDy 1d3 fyDy ap euolsly o eisds|ids wod sajusioed - +yOy 1d3 ‘eujonus)
— 1Hd ‘jeyngleqous) — g4 ‘euibujowe| — 9] 7 {(euibujowe| @ euidezeqeoxo ‘euopiwiid ‘jelgieqous) ‘eujoyua) ‘euidezeweqied) 10dEeD ‘euildazeweqied — 7gD

:sepuabon
(1202) J0ine O :31NOH
Ol %56 = s=0USL] Sp OETEY
2 u o oB B L a £ ¥ E z 13
#0000°0 gy 3]0JJu03 sA 1d3 S0pOL L. . Jmsmssuspmomey
i 5 S|OJUOD SA - | [N 1 1 1 1 1 L 1 1 1l

mwooooo mmw : m__obw._ou SA +ﬂom Ew ¥000 156G 3|01JU0d SA 1dJ SOpO |
ajonuod sA eisdajidy 6070 A L 3101JU0D SA DY 1d]
i ’ Lo0 69 : 3j01ju0d SA +y Oy 1d3
Gcooo0 9¢cl 19).(0] ajoJju09 sA eisdaid3z

GDO 98°¢€ dd ) )
70 0 ¢ — 917 6070 6L = — ad
zL0 JEE IHd 700 89 o917
9500 £le Z90D g0 88¢ — 1Hd
9]0J1U0D SA SajueISjOL L0 0¥ i 7a9
) ot - 2]0JUOD SA SajUBIS|OL
L £y dd } 169 _ ad
8L0 g¢’s SN L 16 3 o117
b 50¢€ 1Hd 5000 €C  «m 1Hd
100 G 790 €00 628 JAS S}
BjoqUa: Sh Slanlsuas 9]0JJU0D SA SI9AISUSS

FLO 890 — 10dED -
: 2 6271 — 10d€0
W %60 L oX0 ATy B el
¥ 0 GG ¢ 917 L 8 0 _ 0 911
L 690 1Hd L0 SLL 1Hd
I GE'lL L 749 650 v0¢ -+ 74D
S2JUEBIS|0] SA SIAISUSS LYY $9JuUela|0] SA SIBAISUSS

il S A R T T T I U e (] I—-1*

¢0:8%.9 £1-6€.8

"S021UJ|9 s0dI1}oUd} SOSIBAIP @ Z0:8¥.H @ £L:6E.8 SO|9|e SO a1jud oedeloossy - Z| eanbi4

S61



(enuyuo))

100 (€'09t'L) €1 Loy goee| (L) gL ] ()e zor (1ol (9'81-8¢'0) § Jenblenb  ¢0:l0 19YA M +9d
(e gl 0 0l SL00 (co-GE*L) Y| Jenblenb  go:l0 VDA INMd +49d
[¥0°0l (¥'Le-v2'0) 69 (298 go6e| (eL)z &I 0 0l S100 (co=2€°1) Y| Jenblenb  ¢0:g| g NYd + ad
(9e)oz 95| (95) L9 8oL LLO'0O  (28°0-2'0) €¥0 Jenblenb 1010 19dd OXO + 2799
200 (9°1G5-2'L) Z'LL (co)eL g96e| (z 99 0 oL [1'0] (co-$'0) U Jenblenb  40:9| O OXO0+7Z74D
100 (g'sL-¢°1) €'g (2'0)6z <96e| (W) ¥ 90l 0 86 [L'0] (2-90) ul Jenbenb  ¢0:g0 19¥A  10dED
(90l (8'2-0) 0 (€'1) LS G96¢ 0 9L] (99 86 LL0O (92'0-0) 0 Jenblenb 0Ly g 70d€D
8100 (Lz-1'1) 9 (c'o)6L c96e| ()¢ 9oL (@2 86 1] (LL-GL'0) ¥') Jenblenb  ¢|:6¢ g 70d€0
[920°0] [(Z'11-9'0) £'¢ (¥) 261 g96e| (2L)€ sc 0 €9 200 (=60°1) U Jenbjenb  z0:0t g 911
100 (c'oeeLl-2) 2191 (20'0) L <S96e| (W)L &2 0 €9 [e0l (-90°0) U Jenblenb g0/ \' 911
100 (89°'29-9°'1) GI (2'0)ez g96e| (oL)z oz (L)1 €2 [1'ol  (9'9/¥-8€0) 2’2 | Jenblenb  €0:80 19YA 1Hd
200 (z'8/8-92°1)9'89  (L0'00¢ g96e| (S)1L 0T 0 ¢. el (e=2°0) Ul Jenblenb  ;0:G| g 1Hd
ZL0'0 (v'99-6%'L) Z'vL Loy s9ee| (P)z w1 | (©¢ 1oL [10l (G'15-¥'0) €' Jenblenb  ¢€0:10 L9¥A ad
vz vl 0 0L ¥100 (cmp"1) JUI Jenblenb  g0o:L0  LvOA ad
[2€0°0] [(s've-8'0) £2°2] (@98 g96e| (W2 I 0 L0l ¥100 (cmp"1) JUI Jenbjenb  ¢0:G| g ad
z100 (¥'99-6%°L) 2Vl Loy goee| (€vL)e w1 ] (€)e 1oL [1'ol ('1g-+'0) €' Jenbenb |07/ \ ad
GL0'0 (2's5-62°1)1L°C) (¢'0)elL g96e| (8'¢)e 29 0 gol [i1'ol (c-$"0) U Jenbjenb  $0:9] o) yAS1)
€100 (co-6°L) $UI 0 goee| (@1 2g 0 gol [egol (-G0"0) U Jenblend  18:€0 \ Z490
(d) (21 %56) (%) u N (%) u N (%) u N (d) (21 %56)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou ojgle V1H IVIN
3]043U092 [+YOY ajosu09 +VOy ajuessjo] a)ueId|0}/+V Oy

"S8|0J}U0D 8 +yDY S8jualoed

8Jjud 8 SBjURIB|0] 8 +yYDY Sajualoed aljus segdesedwo) — LO‘0 © GO0 @4ua d Wod ‘DN Jod ‘YO e SOPeIDOSSE SO|I9|Y — 61 Blege ]

961

"G00 @ 10°0 213U d WD SlenpIAIpuI Sedl|9[e S905eI90SSY — 9 IOIANIJV



(enuyuo))

(09)e 9| (62)s €9 8lo'0 (g50L-SLL)8'0L rss 10:S0 LvDd 911
9100 (2'99-6L1) 268 (L'0L)66E S96E| (09)€ 9 [(B'GL)oL €9 [200] (¥¥-9'0) 2L'S rss €0y g 911
100 (Z'oroL-98'1)e'26 (2008 go9ee| (29L)L 9 | (L)L €9 [9L'0]l (¥'826-€L°0) ¥'LL rss 90:20 g 911
100 (0882Z-¥2'2) 8¢€L (Go'0)z g96e| (291 &I 0 Gol [szi'ol (0= 1°0) oo rss 80:Gl o) Z490
G100 (e'6G21-29'L) L'26  (¢'0)¥L g96e| (S2) L ¥ 0 ¢l [so0l (c0=L%'0) oo SS3¥A 9071 19¥d 1Hd
6L0°0 (Z'zee-Le'L) L2, (F0)8L g96e| (S2) L+ 0 ¢. [so'0l (c=L%'0) oo SS3¥A  0zise g 1Hd
€100 (00-€6°) o (1) 1g go9ee| (0oL) L L | (6'€) ¥ LOL 6%0°0 (00-6%0) o SS3IYA 200  La¥d ad
goee| (00L) L L | (6'0)L LOL 6100 (0-8Z°}) oo SS3¥a  L0:SoL Lada ad
goee| (00L) L L | (6'0)L LOL 6100 (0-8Z°}) oo SS3¥A  10'€0  Lvda ad
[620°0] (c-€8°0) oo (6'2) 211 s9ee| (0oL) L L | (B'0)L LOL 20O (-82°1) oo SS3™A 20:89 \ ad
#10'0 (v'ovel-62'L) ¥'66  (€'0)€l g96e| (S2) 1L ¥ 0 G0l €00 (=29°0) oo SS3¥A 091 ) Z490
20’0 (r'vv8-6L'1)86'v9 (g'0)oz g96e| (s2) L ¢ | (6'0) L <SoL [z0'0] (z'c99z-€€'0)z'0c | SS3YA  0zZ:Glh g Z490
€200 (¥G'9L-20°L) 66y (8'8) 06 G96¢ | (8'08) ¥ €L |(8°2L) L ¢4 [z2'0] (8'8-6£°0) C dinNg L0:LE \' 1Hd
6L0°0 (ZL'9g-2L'L) ve'LL (6'1)9L g9ee| (2'st)z L1 | (6001 101 [zo'o]l (60€L-66°0) 8'02 dn3 01:20 o) ad
G200 (6'621-1L0°'L) ¥6'8y  (2'0)8 S96E| (6) | LL | (6'L)z 1oL [zz'0]l  (8°001-20°0) 8'F dN3 90:20 g ad
[60°0] (6s'6-¥5'0) 26'c  (€'¢)1eL g96e| (L'B)E €€ 0 G0l zZLo'0 (c0-GE'}) oo dN3 209l 19¥a Z490
20’0 (8'81-20'L) ¥9's  (2'1)69 g96e| (B)e ¢ec| (6001 <oL [v0'0l (L'6¥S-82°0)20L d3 /080 194d Z490
(cee) 1L ¢ |(1'89) L9 So0L 2100 (Z8°0-7L°0) 9€°0 dN3 L0:¥0 19dd Z490
L10°0 (L'el-eL’L) 6v'y ()8t goee| (L'z)y ec| (6°L)z <SoL [eo'ol  (S'08-46'0) 6'9 dN3 10:€S g Z490
€100 (v'65-G¥'L) ¥'el (c'o)elL g96e| (99z ec| (6'L)Z <ol [¥zol (L¥-€2'0) €'¢ d3 €lL:6¢ g Z490
9100 (6628-€5°L) 221 (zo'o) L g96e| (€)1  €¢ 0 gol [ye'ol (-80°0) oo dN3 €0'v. \ Z490

(d) (1D %S6) (%) u N | U e a) (10 %s6)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou oele  V1IH IOVIN

9]|0J3U0d /+V¥ D 9joJjuo) +VOud ojuelajo | 9Juela|0}/+V I

(oedenunuod)

L6l



"apepiun e Injoul D] olno no go‘p<d sopejuasaide oes [ ] saaeyd sep oqjuaq ' L0‘0>d woo sopep so sopejuasalde oes ojubau w3

"DV Opep Ok sajuela|o} sajuaioed — Sajuels|0 | (DN OPEp OB BSISAPE BauBIND Oedeal ap elLo]siy Woo

sajualoed - +yDY ‘euidazeqieoxQ — DXO ‘Bujolus) - | Hd ‘euopiwud noje [ejigleqous;) NHd+9d ‘elgleqous) — gd ‘DY B epeloosse asLoijue oededlpajy
— JVYIN ‘eulbujowe|] — 9] ‘Jeindedojnoew ewsiuexy — 4N ‘B9SSO ejnpaw ap salopeop ap oedeindod — sjosuo) euidezediexo noje euidezeweqieo
DXO + 79D ‘euidezeweqed — zgD ‘euoplulid no euibujowe| ‘jelgieqous) ‘eujojius) ‘euidazeqieoxo ‘euldezeweqled Jod YOy - 1OdED : :sepuabo

goee| (09) 1L ¢ 0 L0l 6100 (c-BZ'1) oo rss G0:l0 Lvod ad
¥0'0 (G'12pe-96'0) 8'vy  (2'2) 98 <G96e| (09) L ¢ 0 L0l 6100 (00-6Z°}) oo rss €0:Gl g ad
200 (¥'1529-90'L) z'v8  (Z'L)9y g9ee| (05) L zZ | (62¢ 101 [20'0] (8'SLS2-1€0) ¥'82 rss 1072 \ ad
100 (v'zzioL-8'1) 62yl (2'0) 22 s9e6e| (09)L ¢ | (6'L)2 1oL [250'0] (2'8vie-2¥'0) 9'OF rss {08 %5 ' ad
(2'99)z ¢ | (896 €2 1200 (¥'€09L-L°L)€¥e rss 10:S0 19dd 1Hd
200 (Z'19L1-e0'L) 8'6L  (2'6)e9e g96e| (99)z ¢ | (299 ¢4 [z200] (8'0zZEL-€6'0) ¥E0T rss 2051 ) 1Hd
200 (e'2221-1'1) L'29  (L'0)62 g96e| (e€) L ¢ 0 ¢, leg00l (-29°0) oo rss 20:05 g 1Hd
[90°0] (8'2€-19'0) G (G'9L) #59 96| (09)e 9 | (¥9)¥ €9 LiLo'0 (6'O¥L-8E°L) G'€L rss 10:€0  L9dd 911
8100 (6°16-LL°L) €L (2'e)ovL <coee| (ee)z 9 | (Ze)z €9 I[seool (¥'1¥2-18°0)6'EL rss G0'¥0 1L9dd 911
[20°0] (9've-19'0) 29'y  (8°21)G0L s96e| (05)e 9 | (62)S €9 8100 (£G0L-GL'L) 80l rss 10:20 190d 911
o, o) u o) u o) u o,

(d) o_m%m\mwwo K..w__._ N me__._ N ,A;\w.w__._ u @ o_m%m\mwwo

9]043u09 [+Y DY ajosu09 +Voy ajuessjo] a)ueId|0}/+V Y vou ojPle  VIH OVIN

(oesnjouo))

861



"apepiun e Injpul 9| olnd no go‘o<d sopeluasaide oes [ ] seAeyo sep onuaq “10‘0>d woo sopep so sopejusasaide oes oubau wg

VO 8p BLIOISIY BLNYUSU WSS DY\ Opep oe sajuels|o) sejusioed

— -yDY SeluBIa|0] ‘DY OPEp OB BSISApE Bauelnd oedeal ap eLOISIY WOoD sajusioed - +yDY ‘eulolus) - | Hd ‘|elgieqous) — g4 YDy B epeloosse aslionue
oedeoIps\ — DVIN ‘eulBuowe| — 9 | 7 4eindedojnoew ewsjuexg — AT ‘eesso ejnpaw ap salopeop ap oedejndod — aj04ju0) ‘euidezeweqied — zg) :sepusbe

[90'0] (8'2¢-2'0) L'G (S'9L) ¥G9 G96€E (09) € 9 (6'G) € LG Z1L0'0  (L'0ZL-9€'L) v'vL FSS 1949 10:€0 917

(09) € 9 (8'2) ¥ IS 200 (@'eLi-L'1) 8ol rSS 1904 10:20 911

(09) € 9 (8°2) ¥ IS 200 (Z'eLi-L'1) 8ol rSS Lvod 10:50 911

(2'99) ¢ € (2'9) ¢ €S 6100 (8'7961-8L°L) 8T rSS  19da 10:50 1Hd

8100 (cZ')) oo (2'1)69 <g96e| (00L) L | 0 69 ¥100 (e-g°1) Ul SS3¥A  1a¥a  L0:t0 ad

(0o1) 1 | 0 69 t10°0 (-8 1) ui SS3YA  L9dd 1L0:Gsol ad

(001) L | 0 69 ¥100 (-8°1) JU| SS3YA  Lvdd L0:€0 ad

1200 (c-8L°)) oo (22 e8  g96e| (00)) L | 0 69 ¥100 (-8°L) JU| SS3¥a g 10:GS ad

6200 (c-€8°0) oo (6'2) 211 gs9e6e| (00L) L | 0 69 ¥100 (-8°L) JU| Ss3¥a Vv 2089 ad

(Z'8l) e Ll 0 69 /100 (e-g'1) U dN3  19da Lo:solL ad

(Z'8l)e Ll 0 69 /100 (e-g'1) U dAN3  Lvdd 10:€0 ad

[960°0] (9'6-95'6) 26'Cc (€°€) LEL G96E (L'6) € €e 0 98 200 (co-1°1) U dN3  1gda 209l A< 1)
G O

9]0J3U092 /+V DY sajonuo) (1anbjenb) +yoy [ -vOy sajuess|ol  +VDOY/-VOY djueid|0] vod o]ele  VIH OVIN

"S8|0JJU0D 8 +yDY Sejusioed aius 8 -yOy
S8JURISI0) @ +yDY Sajualoed anus segdeledwo) — “1L0‘0 © GO0 @1us d Wod DY B apepl|iqisuss B Sopeloosse Sojaly — 0Z eleqe ]

661



(enuyuo))

9100 (0-9°L) $U| 0 goee| (9'L) L €9 0 Gz [1] (186-0) 0 Bwnyuau  ¢l:/g g 911
Z10'0 (¥8°'0-L1L°0) ¥£'0 (8°21) s0. goee| (89)Gg €2 | (02)+ (014 [1'o0] (9°21-650) vE'c | ewnyuau 1020 LEOA 1Hd
8100 (=B L) $U| 0 goee| (€)1 €L 0 0z [1] (zv1-0) 0 Bwnyuau gLyl Lgdd 1Hd
8100 (Z'0z-vL'L) 9 (2'0) 82 goee| (L')e €L 0 (014 [1] (66'8-0) 0 BwnNyuau  go'y0  Lgdd 1Hd
G200 (z6'0-2L°0) L£0 (G'9L) 59 goee| (899G ¢€2| (02)+ (014 [1'o] (9°21-650) ve'c | ewnyuau 100 L9YA 1Hd
8100 (- BE°L) U] 0 goee| (F'L)L €L 0 (014 [1] (zv1-0) 0 Bwnyuau |G| o) 1Hd
0£0°0 (€6'0-81°0) ¥#¥°0 (2'12) 098 goee | (6'0L)8 €2 | (s1)¢ 0z [2'0] (8'9-2Z'0) €¥'L | ewnyusau  10:20 o) 1Hd
1100 (92L-vL'L) ¥'v (€'1) 1S goee| (69 v €L 0 oz lz5] (9'5-0) 0 Bwnyuau  LO:LY g 1Hd
8100 (co-BE°L) Ul 0 goee| (1)L €L 0 0z (1] (zv1-0) 0 ewnyuau  ¢1:/g g 1Hd
1100 (G%'G8-8G°L) 6'Gl (Z'0) L goee| (L'2z €L 0 0z [1] (2'61L-0) 0 Bwnyuau  /1:€Z \' 1Hd
2100 (6'0-2°0) S¥'0 (8°21) S0/ goee| (6'8)6 LoL| (L)1 vl [L]  (28'9-10°0) 82°0 | BWNyUaU 1020 1900 ad
€€0°0 (6'0-0) 0 (¥) 091 G96€ 0 Xo]® 0 vl [1] (-0) 0 Bwnyuau Loyl Lgdd ad
1#0°0 (66'0-22'0) 6%'0 (G'9lL) 59 goee| (6'8)6 LoL| (L)1 vl [1]  (28'9-20'0) 62°0 | BWNYUBU  L0:E0 L EGYA ad
Z100 96'86-G'L) 96'Gl (L'0) g goee| (6'L)Z 10L 0 vl (1] (6£'6£-0) 0 Bwnyuau  z0:8l o) ad
Z10'0 (9z'0L-22'1L) 66°C (€'1) 15 goee| (S'¥) S Lol 0 vl [1] (z'8-0) 0 Bwnyuau  L0:L¥ g ad
€100 (98'0-61°0) €0 (8°21) S0/ goee| (9'8)6 gSoL| (¥'s)s 25  [6L'0]  (9-9'0) €6t Bwnyuau  10:Z0 190d Z490
GE0'0 (98'0-0) 0 (¥) 091 G96€ 0 GOl 0 zs [1] (-0) 0 Bwnyuau Loyl L9dd Z490
1€0°0 (6'0-12°0) L¥'0 (G'9l) 59 goee| (9'89)6 gsoL| (¥'st)s 25  [6L'0]l  (9-9'0) €6t Bwnyuau  L0:€0 L9dd Z490
0L0°0 (LL-62°L) 92'v (1) oF goee| (8'%) G SOl 0 zs 210l (8L2-0) 0 Bwnyuau  €0:L0 L9dd Z490
€100 (o's6-v¥'L) €'l (L'0) s goee| (6'L)Z SOl 0 zs [1] (82'01L-0) 0 Bwnyuau  z0:8l ) Z490
1100 (98'0-€2°0) 9%'0 (2°12) 098 goee |(¥'L1)zL soL)(s'el) . 2§ [2'0]1 (BS‘€-2€'0)2‘) | ewnyuau  10:20 ) Z490
(d) (01 %56) (%) u N | @u | G N (d) (01 %S56)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou olele  V1H JVIN
3]013U09 SBjURIB|O | s9josu0d sojuessol | (1anbjenb) +voy +VOu/epuessjol

'S9JUBISI0] @ +yDY Sejusioed aljus oje|e owsaw op oedeledwod B 8 S8|04uod 8
sejueI8|0) sajusloed aljus segdeledwod — |00 @ GO0 @us d Wod ‘Qy|A Jod YOy e elouela|o] ap sooljeusb salopealel\ — LZ ejeqe ]

00¢



*JolIS]UE B|2ge) BU SOPIN|OUl WEIO) S8JUBIa|0} © SISAISUSS sajuaioed aJjus oedeledwoo ep sajueAS|al Sal0jeA SO anb zaA Bwin ‘S|BWIOU S9|0JjU0D @
sojueI9|0] sajualoed asjua opderedwod Bp S8JUBAS|S] SAI0JBA SO W02 OBIBIUOILUOD Bp O|N}} B O|N}} B BPIN[OUI 10} SIBAJSUSS @ S8}URIa|0)} Sajualoed aJjua asijeue
‘opepiun e Inpul D] olnd no gp‘o<d sopejussaisde oes [ ] seAeyd sep osuag ‘L0‘0>d wod sopep so sopejussalde oes opibou w3

"OVIN Opep oe
Sojuel9|0] sajualoed — saluelg|o | (DVIA OPEpP OB YOy 9p BLOISIY WO sajusaided - +yDyY ‘euidazeqiedxQ — OXO ‘eulolus) - | Hd ‘lelgieqous) — g4 ‘vOy nho
BIOURIS|0] B BPEID0SSE aslIoijue oededipa — DVIA ‘eulbujowe] — 9| 7 ‘easso ejnpaw ap saiopeop ap oede|ndod — ajo5juo) ‘euidazeweqied — zg) :sepuaban

€€0°0 (z6'0-0) 0 (¥) 091 G96€ 0 86 | (6'0)1 901 [1] (-20°0) U Bwnyuau Loyl Lgdd  10d€D
1100 (L'20L-GG°L) G'9l (L'0) s goee| (@)z 86 0 9oL [ez'ol (6'%-0) 0 Bwnyuau  z0:8l ) 70d€D
¥20°'0 (€6'0-G2°0) G0 (2°12) 098 goee|(z'zh)zL 86 | (91) 2L 901 [ev'ol (8e'e-2G°0) LE'L | ewnyuau  10:20 ) 70d€D
6100 (8'29-2°L) 9L'LL (Z'0) L goee| (@ z 86 0 9oL [gz'ol (6'7-0) 0 Bwnyuau  /1:¢g \' 70d€D
00 (66'0-2L°0) ¥'0 (8°21) S0/ goee| (6'2)s €9 Q¥ Gz [zz’'0]l (gL1-6€'0)61°C | BWNYUaU  L0:Z0 19DA 911
910’0 (-9°L) JU| 0 goee| (9'L) L €9 0 Gz [1] (1'86-0) 0 Bwnyuau gLyl Lgdd 911
ZLo0'0 (L'ez-€€'l) L (2'0) 82 goee| (8 e €9 0 gz l9s‘ol (71'9-0) 0 Bwnyuau  80:¥0  L9dd 911
9200 (€6'0-60°0) ¥€'0 (G'9l) 59 goee| (€9v €9 Q¥ Gz [ez'ol (e'9L-2¥'0) 22 | ewnyuau  LO:€0 L9HA 911
2100 (9'65-¥2'L) 9211 (€'0) 1L goee| (L'edz €9 0 Gz [1] ('€1-0) 0 Bwnyuau g0/l ) 911
910’0 (co-19°L) JU| 0 goee| (9'L) L €9 0 Gz [1] (1'86-0) 0 BwNyuau |G| o) 911
0200 (28'0-€0°0) €20 (G'z1) 86¥ goee| (L'e)z €9 (8¢ Gz lee'ol (1'8€-81°0) 292 | ewnyuau €02l ) 911
6100 (88'0-€1°0) 8€'0 (2°12) 098 goee| (66)9 €9 | (¥ Gz lor'ol (z¢¥'8-¥€'0) 8°L | Bwnyuau L0320 ) 911
(d) (1D %S6) (%) u N | Wy (lu u (d) (10 %s6)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo vou odle V1H IVIN
9]04}U09d [sdjueId|0 | s$9j043U09) sojuessjo] | (4onbjenb) +yoy +VOu¥/ajuelsjo|

(oesnjouod)

10C



(enuyuo))

goee| (S 1 69 | W12 vl ¥10'0 (086-82°L) G2 | ewnyusu o) 01:20 ad
L1100 (co=/9°L) $U| 0 goee| (P11 69 0 7l [1] (161-0) 0 Bwnyuau €61l 4 ad
6100 (Z'6L-L°L) L'S (8°2)1e g9ee| (ev) € 69 0 7l [1] (e21-0) 0 BwNyuau  Z0:8¥ g ad
L1100 (8'c-c0't) L'c  (L'oL)e6e G96e| (8'8L)eL 69| (Ev)e ¥l [1]  (88°€-20°0) 22°0 | BWNyUBU  €O:pY g ad
200 (9'G1L-8°L) 6'S (e1)1s goee| (2L)s 69 0 7l [85°0] (96°G-0) 0 Bwnyuau 0Ly g ad
600 (66'0-0) 0 (e's) oLz S96¢ 0 69 ] (L' vl [z1'0]  (-20'0) Ui BwnNyuau  ¢0:Ge g ad
2100 (co=2%°L) U 0 goee| (¥'1)1L 69 0 vl [1] (161-0) 0 Bwnyuau  ¢1:/g g ad
9600°0 (v'e-60°L) 86°L  (8°LL) 297 g96e| (6'02)8L 98| (e21)6 2§ [9'0] (1'2-82°0) 62°0 | ewnyuau  Z0'¥0 190Q Z90
¥0'0 (86°0-61°0) L¥'0  (8°21)S0.L G96e| (£'6) 8 98 | (¥'s1)8 2z  [zz'0] (16°G-€G'0) 8L | Bwnyuau  L0:Z0 LEOA Z90
1200 (co-8L°1) Ul 0 goee| (211 98 0 zs [1] (+'¥9-0) 0 ewnyuau gLyl Lgyd Z90
1200 (=81 L) JUl 0 goee| (211 98 0 zs [1] (¥'¥9-0) 0 ewnyuau /gl Lgdd Z90
1200 (=81 L) JU| 0 goee| (211 98 0 zs [1] (¥'¥9-0) 0 Bwnyuau |G| o) Z490
Z10'0 (v8'0-8L'0)zv'o  (2'12) 098 g96c| (v'oL)6 98| (sel). 2§ [o'0] (ze'v-6€'0) €€°L | ewnyuau  10:20 ) Z490
1200 (co-8L°1) Ul 0 goee| (211 98 0 zs (1] (+'%9-0) 0 Bwnyuau  ¢61:lG g Z99
100 (8'9-800°'L) 68°'c  (S'Z)00L g96e| (299 98 | (8'¢)¢ ¢s [0l (¥1'€-50°0) ¥S°0 | ewnyuau OGP g Z490
1200 (=81 L) JUl 0 goee| (211 98 0 zs [1] (¥'¥9-0) 0 Bwnyuau  ¢1:/g g Z490
,10'0 (€9'c-€0°'L) (8'8) 06¢ g96e| (c'9L)¥L 98 |(8'82)sL 25 [8o'0l (BL'G-8°0) L'z | ewnyuau  |O:LE \ Z490
1€0°0 (g6'0-2'0) L¥'0  (8'6L)G8L <S96e| (¥oL)e 98| (¥'sl)8 2z  [6e0]l (6'%-8¥°0) G} | ewnyusu  Z0:Hg \ Z490
#10°0 (6'L2-€'L) ¥'El (21'0)2 g9e6e| (€22 98 0 Zzs  lesol (18'8-0) 0 Bwnyuau  /1:€Z \ Z490
1200 (=81 L) JU| 0 goee| (211 98 0 zs [1] (¥'¥9-0) 0 Bwnyuau  8%:20 \ Z490
(d) (01 %56) (%) u N (%) u N | %)Y N (d) (01 %S6)

oney sppo +VH +V1H +VTH oney sppo vou olele  V1IH OVIN

2]01UO0D DY SBJUERIB[O] s9jo43uo0) -vOY sajuesa|o] | (1anbjenb) +yOy +VO¥H/-VOY djuesd|ol

+VOY O YDy 8Ji1ud o[9|e owsaw op
oedeledwod e 8 9|0JjU0D 8 DY aJjud oedeledwod - |00 © GO‘0 d13ud d WD DY\ B elouela|o) ap sodnsuab saiopedlel) - ZZ eleqeL

AV4



(enuyuo))

G100 (z9‘e-v0‘L) Lo’z (92) coe <s96c| (evL)vL 86| (9999 90l ¥0‘'0  (G0‘L-L1'0) 9€'0 | ewnyusu  10:¢Z \ 70d€D
200 (co=$0°L) $U| 0 G96¢E (1 86 0 90l  [s¥'ol (9¢-0) 0 Bwnyuau 84120 N 70d€D
€200 (Gzyv0'L)8s'6  (€1)1s  g9ee| (L'LL)Z 8L 0 g [1] (€'02-0) 0 Bwnyuau 0Ly g OXO
€100 (9'65-2v'L) Z'clL (6'0) 2 s96e| (LLL)z 8L 0 g [1] (€'02-0) 0 Bwnyuau QLG g OXO
€100 (co-66°1) $U| 0 G96¢E @1 LS 0 Gz [1] (6'62-0) 0 Bwnyuau gLyl Lgdd 911
1000 (6'62-G9°L) L8 (2'0)gz  g96e| (B'9)€ LS 0 Gz I[ssol (G6'%-0) 0 Bwnyuau  go'y0  Lgdd 911
1100 (8'69-¢5°L) 9yl (€0)LL  g96e| (6'€)C e 0 Gz (1] (6'01-0) O ewnyuau  ¢0:/1 o) 917
€100 (-66°1) Ul 0 G96E @1 e 0 Gz [1] (g'62-0) 0 BwNyuau LGl o) 911
€100 (-66°1) Ul 0 G96E @1 e 0 Gz (1] (g'62-0) 0 ewnyuau  ¢1:/g g 911
ZL00 (82°0-50'0) 62’0 (8'6L)G82 G96c| (6'G) € IS | (#2) 9 Gz [zgo'ol (9'ce-6'0)6'y | BwWnyuau  Z0pe \' 911
€100 (co-16°1) $UI 0 goee| (6°1L) 1 €S 0 0z [1] (Z'c0L-0) 0 ewnyuau ¢yl Lgdd 1Hd
€100 (co-16°1) $UI 0 goee| (6°L)1 €S 0 0z [1] (Z'€0L-0) 0 ewnyuau /gl Lgdd 1Hd
goee| (611 es| (02) v 0z 8l0'0 (¥'6¥9-1°L) ¥'2L | ewnyuau  Lgdd  20:¥0 1Hd
€100 (co=16°L) Ul 0 goee| (611 €5 0 0z (1] (2'c01-0) 0 Bwnyuau |Gl o) 1Hd
ZLo'0 (v'ol-zg'L) o'y (S'2) ool  g96e| (¥'6)S €S 0 oz [Lieol (88°2-0) 0 Bwnyuau 0GP g 1Hd
€100 (co-16°1) $UI 0 goee| (611 €S 0 0z [1] (Z'c0L-0) 0 Bwnyuau  ¢1:/g g 1Hd
200 (cL'ov-LL'L) oL (8€'0)GL g96e| (8'¢)¢C €S 0 0z [1] (Z'v1-0)0 Bwnyuau  9}:G| g 1Hd
L10°0 (com/9°1) JUI 0 goee| (P11 69 0 vl [1] (161-0) 0 ewnyuau  ¢liyl  Lgdd ad
,10°0 (com/9°1) $UI 0 goee| (P11 69 0 vl [1] (161-0) 0 ewnyuau /¢l L9dd ad
Gl0'0 (G'1z-2'L) €9 (2'0)sz  g96e| (V)€ 69 0 vl [1] (ezL-0) 0 Bwnyuau  gO:y0  Lgdd ad
6L0°0 (G'05-1°1) 201 (8Z'0) L1 g96e| (6'2)¢C 69 0 vl [1] (6'92-0) 0 Bwnyuau  ¢0:/1 ) ad
L10°0 (com/9°1) JUI 0 goee| (P11 69 0 vl [1] (161-0) 0 BwNyuau |G| ) ad
(d) (1D %S6) (%) u N (%) u N | U u (d) (10 %s6)
oney sppo +VH +V1H +VH oney sppo vou oele  V1IH IOVIN
9]0JjU09 [-\YDY Sdjueld|0 | s$9j043U09) -voy sojueldjo] | (1onbjenb) +yoy  +v¥Ou/-VIOY djueId|0]

(oedenunuod)

€0¢



"apepiun e Injpul 9| olnd no go‘p<d sopejuasalde oes [ ] seAeyd sep oauaq “L0‘0>d woo sopep so sopejuasalde oes oyibau w3

"DV Opep oe sajuela|o} sajualoed — sajuelalo] (DVYIN Opep

OB BSJOAPE BAUBINO oedeal ap BlLO)SIY W09 sajualoed - +yDy ‘euidezeqleoxQ — DXO ‘Bulojud) - | Hd ‘euopiwid no/e |eligieqous) NHd+9d ‘elgleqous) —
ad YDy e epeloosse aslolue oededlpa|\ — DV ‘eulbujowe| — 917 {eassO ejnpaw ap salopeop ap oedejndod — ajoJjuo) euidazeolexo noja euidazeweqled
DXO + 7g)D ‘euidezeweqied — zgD ‘euoplwlld ho euibujowe| ‘|elgieqous) ‘eujoyus) ‘euidazeqieoxo ‘euidezeweqied Jod yOyY - 1OdED sepuabo

1200 (€6'0-2'0) L¥'0  (8°21)S0. <96e| (2'6)6 86| (9L) 2L 901 [pL'ol (S-G2'0)88'L | Bwnyuau  L0:iZ0 LGDA  1OdED
¥20°'0 (c-$0°1) $UI 0 G96€ (1 86 0 90l  [8t'0l (9¢-0) 0 Bwnyuau gLyl Lgdd  10dE€D
€€0°'0 (26°0-0) 0 () 091 G96¢ 0 g6 | (6001 90l (1] (-20°0) Ul Bwnyuau Loyl  198d  10d€D
¥20°'0 (co-$0°1) $UI 0 G96€ (1 86 0 90l  [8t'0l (9¢-0) 0 Bwnyuau /¢l Lgdd  10d€D
1100 (L'zoL-vs'L) 9L (L'00S  S96¢ @z 86 0 9oL [ez'ol (6'%-0) 0 Bwnyuau  z0:8l ) 70d€D
¥20°'0 (co-$0°1) $UI 0 G96€ (1 86 0 90l  [8t'0l (9¢-0) 0 BwNyuau |G| ) 70d€D
20’0 (6'0-G2'0) G'0  (212) 098 <96e| (2'zh)zLk 86| (9L) 2L 901  [p¥0l (8e'€-2G°0) Z€°) | BWNYUBU  L0:/0 ) 70d€D
¥20°'0 (c=$0°1) $UI 0 G96€ (1 86 0 90l  [8t'0l (9¢-0) 0 Bwnyuau  ¢61:LG g 70d€D
¥20°'0 (co-$0°1) $UI 0 G96€ (1 86 0 9oL  [z+'0] (9¢-0) 0 Bwnyuau  ¢1:/g g 70d€D
100 (Lg'e-80°'L) LO0'c  (8'8)0ge g96e| (c9L)9L 86 [(8'02)zz 90l [zv'ol (¥6°2-29'0) €L | ewnyuau  10:LE N 70d€D
8100 (8'29-82°L) 8°L1L (Z'0) 2  g96¢ @z 86 0 9oL [ez'ol (6'%-0) 0 Bwnyuau  /1:€Z \ 70d€D
(d) (1D %S6) (%) u N (%) u N | % u (d) (10 %s6)
oney sppo +V1H +V1H +V1H oney sppo
9]0J)u0d -y sajueId|o] sajonuo) -vOy sajuess|o] | (1anbjenb) +yoy +VOu/-VIY djuessjol vou ojple  VIH OVIN

(oedenunuon)

144



apepiun e Injoul 9| olno no go‘p<d sopejuasaide oes [ ] seaeyo sep oljuaq "L0o‘0>d woo sopep so sopejussalde oes o)Lbau w3
"WVOY 9p euoIsSIY wWas & woo eisda|ide woo sejuaioed — sopo | eisds|id] YOy op euolsly wod a eisdajide woo
sajualoed - +yDy eisdo|idg ‘yOy op euolsiy was o eisdajide woo sajualoed - -yDy eisda|id] ‘easso ejnpaw ap salopeop ap oedeindod — ajo5juo) :sepuaban

[6L°0] (2Z'1-9¢'0) 69°0 (1'o1) S1L €6 (£12) 098 G96E 'z el 86 200 (€6°0-¥2'0) G0 |L0:Z0 O
[80‘0l (€L1-¥L'0) 90 (€9 s €6 (6'0L) €€ G96E (FL°2) 2 86 [ez'0] (se‘L-vz'o)zo'olLogL g
L0000°0> (2'22-51'2) 8'8 (€'Y ¥ €6 (g'0) 02 G96E 0 86 (1] (62'8-0) 0 ozsL 4
[z00] (6'%¥2'0) LLC (¥'9) 9 €6 (5L'¢) szl G96E (1'9) 9 86 loL'0l (G9'v-2'0)z |zoeL g
g (19 %S6) (%)u (%)u (%)u g (19 %56)
oljey s u u u oljey s
(d) ey sppo +V1H +V1H +V1H (d) ney sppo -
o1043u09 +yDOy eisdajidg ajo4juo) o103u0o
[+VOY eisdapd3 =Eek "VOy eisdojds vy eisdajid3

100 (6'0-2£°0) S0 (2°12) 098 G96¢€ (L'vL) L2 16l 10:20 o)
#0'0 (66'0-22°0) S50 (6'0L) ce¥ G96€ (€9) 2l 16l 10:81 g
200 (L'21-€0°L) 22'% (G'0) 0z G96€ (12) ¥ 161 0Z:SlL g
8100 (8'¢-10°'1) 90°C (L'e) szl G96€ 9zl 161 zo€l g
(19 %S6) (%)u u (%)u u
(d) oney sppo +V1H +V1H ojee VIH
ajoJuo) (sopo]) eisdajidg

ajospuo9/(sopo] ) eisdajidy

"LO‘0 © GO'0 @4ud d woo eisdajide e sopeloosse So|aly - €2 elaqeL

G0¢



206

ANEXO 1 - Critérios diagnésticos para DRESS.

Tabela 24 - Critérios diagndsticos para DRESS estabelecidos por Bocquet.

Presenca de ao menos 3 dos seguintes critérios:

1. Exantema cutaneo

2. Anormalidades hematologicas: a. Eosinofilia > 1.500/mm3 ou

b. Presenca de linfocitos atipicos
3. Envolvimento sistémico a. Adenopatia (>2cm) ou

b. Hepatite (transaminases > 2x o valor normal) ou
c. Nefrite intersticial ou

d. Pneumonite ou

e. Miocardite

FONTE: (BOCQUET; BAGOT; ROUJEAU, 1996)

Tabela 25 - Critérios diagnosticos para Sindrome da hipersensibilidade
induzida por farmacos (DIHS) de acordo com o Comité Japonés de pesquisa

em reagdes adversas cutaneas graves (J-SCAR).

Diagnostico de DIHS tipico se presenca de todos os critérios ou DIHS atipico se
presenca de ao menos cinco critérios

1. Exantema maculopapular instalado > 3 semanas apds o inicio de farmacos de um
grupo limitado

2. Sintomas clinicos prolongados por mais de 2 semanas apos a suspensao do farmaco
3. Febre > 38°C

4. Alteracdes hepaticas (alanina aminotransferase > 100 U/L)?
5. Alteragbes leucocitarias (ao menos 1) 5 |eucocitose (>11 x 10%L)

b. Linfécitos atipicos (>5%)
c. Eosinofilia (>1.5x10%L)
6. Linfadenopatia
7. Reativacao do Herpesvirus humano 6
a. Pode ser substituido por outro envolvimento de 6rgdo interno, como envolvimento renal.

FONTE:(SHIOHARA; INAOKA; KANO, 2006)
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Tabela 26 - Escore RegiSCAR de validagédo para DRESS

ESCORE -1 0 1 2
Febre > 38,5"C Nio/D Sim
Linfonodomegalia Nao/D Sim
Eosinofilia
Eosinofilos Nao/D 700-1499/ul - >1500/pl
Eosinofilos, se leucdcitos <4000 10-19,9% >20%
Linfocitos atipicos Nao/D Sim
Dermatoscopia Nao/D
Extensdo do exantema cutaneo (% SCT) Nao/D >50%
Exantema cutaneo sugestivo de DRESS Nao D Sim
Biopsia de pele sugestiva de DRESS Nao Sim/D
Envolvimento sistémico*
Hepatico Nao/D Sim
Renal Nao/D Sim
Pulmonar Nao/D Sim
Muscular/cardiaco Nao/D Sim
Pancreatico Nao/D Sim
Outros Nao/D Sim
Resolucio > 15 dias Nao/D Sim
Outras possiveis causas
FAN
Hemocultura
Sorologia para HVA/ HVB/ HVC
Chlamydia/Mycoplasma pneumoniae
Outras sorologias/PCR
Se nenhuma positiva e > 3 acima .
negativas Sim
TOTAL SCORE 4a9

D = desconhecido
* Apo6s exclusdo de outras explicagoes: 1 =1 6rgdo, 2 => 2 6rgéos
Escore final <2: DRESS excluido
2-3: Caso Possivel
4-5: Caso Provavel
>5: Caso Definido
FONTE:(KARDAUN et al., 2007)



ANEXO 2 - Algoritmo ALDEN.

Tabela 27 - Algoritmo para causalidade por farmacos na necrolise epidérmica.
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Critérios Valores Regras
Intervalo Sugestivo +3 De 5 a 28 dias
entre o inicio  ~ Compativel +2 De 29 a 56 dias
d,o uso do Possivel +1 De 1 a 4 dias
farmaco e -
inicio da Incerto -1 > 56 dias
reagao Excluido -3 Iniciado no mesmo dia ou apds o dia indice
dermica (dia No caso de reagdes prévias ao mesmo farmaco, trocar por:
indice) Sugestivo +3 De 1 a4 dias
Possivel +1 De 5 a 56 dias
Uso de Definitivo 0 Continuou a ser usado no dia indice ou foi
Farmaco no suspenso ha menos do que 5 meias-vidas de
dia indice eliminagao antes do dia indice.

Duvidoso -1 Suspenso ha mais de 5 meias vidas de
eliminacdo, mas alteragdes da fungao hepatica
e renal ou interacbes medicamentosas estido
presentes.

Excluido -3 Suspenso ha mais de 5 meias vidas de
eliminacdo, sem a presenca de alteracdes da
funcdo hepatica e renal ou interagdes
medicamentosas.

Pré- Positiva para SJS/TEN com o mesmo farmaco

exposicao e
re-exposicao

farmaco e doenca
4

Positivo para
farmaco ou doenca
2

SJS/TEN apds uso de farmaco similar ou outra
reacdo com o mesmo farmaco

Positivo Outra reacao apos uso de farmaco similar
inespecifico 1
Nao realizado/ Sem exposi¢ao prévia ao farmaco conhecida
desconhecido 0
Negativa -2 Exposi¢ao ao farmaco sem nenhuma reagao.
Reintroducdo Neutro 0O Farmaco suspenso (ou desconhecido)
do farmaco Negativo -2 Farmaco continuado sem dano.
Tipo de Fortemente Farmaco reconhecido como "alto risco"
farmaco associado 3
(notoriedade) Associado 2 Farmaco de "baixo risco"
Suspeito 1 Farmacos presentes em relatos de casos,
epidemiologia ambigua ("em vigilancia")
Desconhecido 0 Todas os outros farmacos incluindo os recém
langcados
Nao suspeito -1 Sem evidéncia epidemioldgica de associagao
Outras Possivel -1 Ranquear todas os farmacos do maior para
causas menor pontuacao.

Se ao menos um farmaco tiver uma pontuacao
>3, subtrair 1 ponto para cada um dos outros
farmacos usados.

<0 muito improvavel; 0-1 improvavel; 2-3 possivel; 4-5 provavel; 26 muito provavel
FONTE:(SASSOLAS et al., 2010)
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ANEXO 3 — Pareceres consubstanciados dos Comités de Etica em

Pesquisa.
UFPR - HOSPITAL DE
CLINICAS DA UNIVERSIDADE m"’pﬂr’
CEPHCUFPR FEDER"'&‘L DD PQRANA -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titule da Pesquisa: Associagdo entre Antigeno Leucocitario Humano (HLA) e Reagdo Cutdnea Adversa
Associada ao Uso de Drogas Antiepilépticas.

Pesquisador: Carlos Eduardo Soares Silvado

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analize
ética por parte da COMEP;);

Versdao: 3
CAAE: 78738517.0.1001.0096
Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Johns Hopkins University School of Medicine

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.779.922

Apresentagdo do Projeto:

Apresentag@o de emenda referente ao projeto.

Objetive da Pesquisa:

- Inclusdo do Hospital Marcelino Champagnat como instituig&o co-participante na pesquisa;

- Inclusdo do Laboratorio de Imunogenética do curso de Medicina da Universidade Johns Hopkins coma
centro responsavel pela genotipagem das amostras.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Em relagfc a pesgquisa permanecem 03 Mesmos.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

s autores apresentam documento de parceria com o Laboratorio de Imunogenética do curso de Medicina
da Universidade Johns Hopking para realizagio da genotipagem das amostras, ressaltande a auséncia de
custos para a instituigo do Complexo Hospital de Clinicas.

Ainda, apresentam documento de aceite da dirego do Centro de Estudos, Pesquisa e Inovago do Hospital
Marcelino Champagnat para serem instituig8o co-participante do estudo.

Enderego: Rua Gal. Cameiro, 181

Bairro:  Alto da Glaria CEP: 30.060-800
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone:  (41)3280-1041 Fax: ({41)2360-1041 E-mail: cep@hc.ufprbr
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Assinado por:
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(Coordenador)

Enderego: Rua Gal. Cameiro, 181
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s |omie de Eics  PONTIFICIA UNIVERSIDADE
S8 oUcer | CATOLICA DO PARANA - PUCIW

PUCPR | PR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagdo entre Antigeno Leuwcocitaro Humano (HLA) e Reagio Cutanea Adversa
Associada ao Uso de Drogas Antiepiléplicas.

Pesgiuisador: Carlos Eduardo Soares Silvado

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesguisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
alica por parte da CONEP;);

Versdo: 2
CAAE: TET38517.0.3001.0020
Instituicdo Proponentea: Associacdo Paranaense de Cullura - PUCPR

Patrocinador Principal: Johns Hopkins Universily School of Madicine
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3498632

Apresentagao do Projeto:

Reactes de hipersensibilidade a drogas =80 um importante problema clinico, afetando mais de 7% da
populagdo geral (GOMES, 2005) e

responsaveis por até 3% das inlernagdes hospilalares (FRIEDMANN, 2010). Apresaniam um espaciro
bastante variavel, tendo suas formas mais

raras & severas incidéncia de 1 a 2 a cada milh&o de habitanles. Varias medicages esldo associadas a
aslas reagdes graves, sando as drogas anliepiléplicas (DAESs) responsdaveis por 16% dos casos. Denfre
aslas, as mais comumenle relacionadas s30 fenobarbilal, feniloina, carbamazepina &

lamaolrigina (RLZANY, 1999).Paele @ mucosa s5do os silios mais acomelidos nas reacies mediadas por
mecanismos imunolégicos (GRUCHALLA,

2003). Mos casos mais graves associam-sa sinlomas sisi@micos como hepatite, insuficiéncia renal,
sangramento gastrointestinal, pneumonite,

supressio de medula dssea e até mesmo morte (ROUJEAU, 2005). Reagio culanea adversa (RCA)é a
reagio adversa a drogas mais relatada,

correspondendo a cerca de 30% dos casos, com incidéncia de 2% das internagbes hospitalares. Em sua

maioria corresponde a manifestacies leves

Enderego: Fua lmaculada Conceiclio 1155

Bairro: Prada Velho CEP: B0.215-001

UF: PR Municipia: CURITIEA

Telefone: (41)3271.2103 Fax: [41)3271.2103 E-mail: nep@pucpr b
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HOSPITAL DE CRIANGAS
CESAR PERNETTA E Aoy o™
HOSPITAL PEQUENO

PA__REGER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagao entre Antigeno Leucocitario Humano (HLA) & Reacdo Cutdnea Adversa
Associada ao Uso de Drogas Antiepiléplicas.

Pesquisador: Carlos Eduardo Soares Silvado

Area Tematica: Genélica Humana:
(Trala-se de pesquisa envolvenda Genética Humana que ndo necessila de andlise
élica por parte da CONEP;);

Versdo: 1
CAAE: T8738517.0.3002.0087
Instituigdo Proponente: ASSOCIACAD HOSPITALAR DE PROT INFANCIA DR RALIL CARNEIRO

Patrocinador Principal: Johns Hopkins University School of Medicine
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3475750

Apresentagio do Projeto:
Associacio entre Anligeno Leucocitarioc Humano (HLA) e Reagio Culdnea Adversa Associada ao Uso de
Drogas Antiepilépticas

Pesquisador:Tallulah Spina Tensini
Orientador: Carlos Eduardo Soares Silvado

Projeto de pesquisa para elaboracio de lese a ser apresentada a Universidade Federal do Parana, como
parte das exigéncias do Programa de Pds-Graduagio em Madicina Interna para a obtencdo do titulo de
Doutor.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVOS DA PESQUISA:

GERAL: Identificar 58 axiste associagio entre reacio cutanea adversa (RCA) a drogas antiepiléplicas
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Bairra:  Agua Verds CEP: B0 250-060

UF: PR Municipio: CURITIEA
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ANEXO 4 - Metodologia utilizada para a extragao de DNA

1) Extragao por salting-out.

LISE DE CELULAS:

o Descongelar as amostras e adicionar RSB 1x (POPBMO006-item 1)

e Centrifugar por 3 min a 3500 rpm. Desprezar o sobrenadante em frasco com
tampa para correto descarte (repetir esta etapa quantas vezes for necessaria),
até que visualize o botao leucocitario.

e (opcional) Adicionar 1mL de agua pura e centrifugar por 3 min a 3500 RPM.
Homogenizar com ponteira e transferir para um microtubo de 1.5mL, devidamente
identificado.

e Armazenar no freezer a -20° até a etapa de extracao de DNA.

EXTRAGAO DE DNA

* Retirar o microtubo com botao leucocitario. Se necessario, lavar com 1mL de agua

Milig.

e Adicionar 70 uL de proteinase K 10mg/mL, 40 uL de SDS 20 % e 250uL de agua
pura.

e Levar ao Banho Seco a 65 2 C por 20 min. Agitar em vértex e incubar por mais 20
minutos. Retirar do bloco e deixar atingir temperatura ambiente antes prosseguir.

e Acrescentar 150 uL de NaCl 5M, agitar em vortex por 20 segundos.

e Centrifugar 10 min. a 13000 rpm.

e Transferir o sobrenadante para um novo tubo 1,5mL, acrescentar 700uL de etanol
absoluto, inverter gentilmente varias vezes até precipitar o DNA.

e Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm.

e Descartar o sobrenadante e adicionar 1mL de etanol 70%. Agitar em vortex.

e Centrifugar por 3 min. a 12000 rpm

e Descartar o sobrenadante e secar no banho seco (tampa aberta).

e Adicionar 100 pL de TE (POPBMO006-item 11)

e Levar aestufa a 40 2 C por 3 dias.

Apods, a amostra é submetida a analise em espectrofotdbmetro com a finalidade de
saber sua concentracido e grau de pureza. Amostras com relagdo A260/280nm entre
1,65 a 2,0 sdo consideradas satisfatorias e sdo armazenadas em freezer (-20°C) para
posterior uso para realizar PCR. As amostras com A260/280n m inferior a 1,65 séo

purificadas.
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e Adicionar 100 uL de TE (POPBMO06-item 11)

e Levar a estufa a 40 2 C por 3 dias.

Apods, a amostra é submetida a analise em espectrofotdbmetro com a finalidade de

saber sua concentracdo e grau de pureza. Amostras com relagao A260/280nm entre

1,65 a 2,0 séo consideradas satisfatorias e sdo armazenadas em freezer (-20°C) para

posterior uso para realizar PCR. As amostras com A260/280n m inferior a 1,65 séo

purificadas.

Dosagem das amostras de DNA

Zerar o espectrofotdmetro com 495uL de agua miliQ, indicando a tecla DNA.
Aguardar a leitura.

Acrescentar 5uL da amostra, passar cuidadosamente no vortex.

Colocar a cubeta no aparelho. Apertar tecla DNA. Aguardar a leitura

Anotar a concentragao e a relacdo A260/280n m.

Lavar a cubeta por no minimo 3 vezes com pisset. Verter no papel toalha para
retirar o excesso de agua, secar com lenco de papel a area externa.

Apods o término das dosagens, lavar e secar bem a cubeta e guarda-la na
caixinha.

No aparelho apertar tecla Stop e desliga-lo.
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2) Extragao de DNA por BIOPUR Kit Extragao Mini Spin Plus®

Extracdo de DNA gendmico de 200 pL de sangue total humano ou de mamifero

1) Adicionar 25 L de Proteinase K e 200 uL de amostra biolégica (sangue, fluidos
corporais ou buffy coat proveniente de 1mL de sangue) em um microtubo de
centrifugacao de 1,5 mL (n&o fornecido no kit).

* Para amostras com volume menor que 200 uL, completar o volume com PBS 1X.

* Se estiver purificando DNA viral, recomenda-se utilizar 200 pL de soro ou plasma.

* Se for utilizar cultura celular, resusspender até 5 x 106 células em um volume
final de 200 pL de PBS 1X.

2) Adicionar 200 yL de Tampéao de Lise S e homogeneizar vigorosamente em
vortex (10 a 20 segundos).
NOTA: esta etapa a homogeneizagao vigorosa é importante para obter um alto

rendimento e pureza de DNA.

3) Incubar os microtubos a 56°C por 15 minutos.

O lisado deve se tornar amarronzado durante a incubagao. Aumentar o tempo de
incubacao com Proteinase K (até 30 minutos) e homogeneizar em vortex uma ou
duas vezes vigorosamente durante a incubacao se estiver processando amostras

antigas ou amostras de sangue com coagulos.

4) Adicionar 210 uL de Etanol (96-100%) e homogeneizar em vortex.

5) Transferir toda a mistura para o Tubo Spin S. Centrifugar por 1 minuto a 11.000
X g.

Se as amostras ndo passarem completamente pelo tubo-filtro, repetir o passo de
centrifugagcao com uma velocidade maior (até 15.000 x g). Descartar o Tubo de Coleta

com o filtrado.

6) Colocar o tubo-filtro sob um novo Tubo de Coleta e adicionar 500 uL de Tampao
de Lavagem SI. Centrifugar por 1 minuto a 11.000 x g. Descartar o Tubo de Coleta

com o filtrado.

7) Colocar o tubo-filtro sob um novo Tubo de Coleta e adicionar 600 yL de Tampao
de Lavagem SlI. Centrifugar por um minuto a 11.000 x g. Descartar somente o filirado

e reutilizar o Tubo de Coleta.
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8) Colocar o tubo-filtro novamente sob o Tubo de Coleta e centrifugar por um
minuto a 11.000 x g (o etanol residual € removido durante este passo).

9) Colocar o tubo-filtro em um Tubo de Eluigdo S e adicionar 200 yL de Tampéao
de Eluicao S previamente aquecido (56°C). Dispensar o tampéao diretamente sobre a
membrana de silica. Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar por 1
minuto a 11.000 x g.

SCONDIGOES ARALIGASAODO DA

25 pL de Proteinase K
200 pL de amostra
200 pL de Tampda de Lise 5 210 L de Etanol

TS Homogeneizar

b 15 min a 56°C ﬂ Homogeneizar

3.LIGACAO DODNA 4.LAVAGEM DA MEMBRAMA DE SiLICA

% 500 pL Tampdo de Lavagern S|
o
Transferir toda a mistura
‘3 para o Tuba Spin S. E
E Centrifugar 11000 x g por 1 minuto
—
@ 600 L Tampdo de Lavagem S
Centrifugar 11000 x g
e o
L3
= = Centrifugar 11000 x g por 1 minuto
—

5.SECAGEM DA MEMBRANA DE SiLICA

E Centrifugar 11000 x g

-® o
S

”
£
Br

Adicionar 200 pL de Tamp&o de
Eluigio §

Aguardar 1 minuto

Centrifugar 11000 x g por 1 minuto

BO G
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ANEXO 5 - Trabalhos publicados e aceitos

el § M fopel 3121 5300

® Original article ' TR
EPI'_%RTIC .

Epileptic Disord 2021; 23 (31 1.70 orders

Cutaneous adverse reactions associated with
antiseizure medication: clinical characteristics
and implications in epilepsy treatment

Tallulah Spina Tensini'?, Cristina Q. C. Von Glehn®, Maria P. Bettinotti®, Brian Iglehart’,
Luciano de Paola’, Alfredo Lohr®, Marcelo Rodrigues®, Fernando Spina Tensini',
Vera L. Braatz®, Carlos E. 5. Silvado!

Moisrodogy Department, Federal
University of Parand, Curitiba, Brazil ABSTRALCT

Pequena Prindpe Schoo of Ohjective. To describe the clinical characteristics of cutaneous adverse reactions
:‘;:1':1": i::f::"ht:::n and cross-sensitivity induced by antiseizure medications and compare the pattemn
Lqumulﬁ..;q_-m.,. H;.;{..u{m of use of antiseizure medications in patients with epilepsy according to skin rash
Curitiba, Brazil history.

L"::\”ﬂzﬂ’:;'t;fvmm{lfﬂ:?m Methods. We analysed patients with a history of skin rash presenting for up to
of Medicine, LISA 12 weeks after initiating antiseizure medication. The history of skin rash was verified
:ﬁ;ﬁfﬂi‘;;ﬁ%’;mr"'- by medical charts, interviews, and idenfification of skin lesions by patients based on
Cailh B! ; illustrative images. The minimum follow-up period was eight months. The control
"Pediatric Critical Care group comprised epilepsy patients with regular antiseizure medication use for at

Depariment, Federal University of | east 12 weeks without skin rash. We included 109 cases and %9 controls.

Farand, Curitiba, Brazil S 3 T : :
Neurclogy Doparsmant, Hodpétsl Resufts. The median {interquartile range) period from the index rash was six years

a0 josd, Joinille, Brazil {2-11). Carbamazepine was the trigger medication in 4% of cases and induced
Recehved September 14, 00 skin rashes in all patients with cross-sensitivity and carbamazepine exposure.
Accoptod anuary 2, 2021 Stevens-Johnson syndrome, toxic epidermal necrolysis, or drug reactions with

eosinophilia and systemic symptoms affected 36% of cases. Carbamazepine- or
oxcarbazepine-induced maculopapular exanthema occurred earfier imedian: one
week) than that induced by other antiseizure medications (median: three weaks)
{p=0.006)_ Cross-sensitivity was more common in patients with at least one episode
of Stevens-lohnson syndrome (29%) and Stevens-fohnsonftoxic epidermal necrol-
ysis overlap (50%) than in patients with maculopapular exanthema (8% (p=0.101).
Although most cases were mild, the pattern of antiseizure medication use differed
from that of controls, with a lower proportion of antiseizure medication typically
associated with severe cutaneous adverse reactions (carbamazepine, pheny-
toin, phenobarbital, primidone, oxcarbazepine, and lamotrigine) (p=0.001). Most
cases exposed to high-risk medication, however, did not develop cross-sensitivity.
Significance. Cutaneous adverse reaction history may influence antiseizure med-
ication use. Cross-sensitivity is more common in severe cases and most patients
are affected by mild, seff-limited skin rashes. Further research should consider the
relevance of mild skin rashes in lifelong epilepsy treatment.

= Cormespomdenoe:
Tallufah Spina Tensini
Rusa General Carneiro Key words: antiseizure medication, cutaneous adverse reaction, cross-sensitivity,
10302, epilepsy, antiepileptic.

Centra, Curitiba, PR,

BO0G0-150, Braxil.

<tallulahspina®pmail.come

Epiteptic Dhsoed, Vil. 23, Ma. 3, [une: HI21 . 1
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IEC 2021 Abstract Review Results

1 mensagem

ILAE Abstracts <abstracts{@epilepsycongress.org> 28 de abril de 2021 11:04
Para: "tallulahspina@gmail.com” <tallulahspina@gmail.com=>

Dear Tallulah,

On behalf of the Scientific and Organising Committee of the 34th International Epilepsy (IEC) Virtual, 2021, we are
happy to inform you that your abstract “HLA-A*31:01 and HLA-B*15:02 are not associated with cutaneous
adverse reactions induced by aromatic antiseizure medication in a Brazilian population” has been accepted for
a poster presentation at the congress.

*IMPORTANT INFORMATION FOLLOWING - PLEASE READ CAREFULLY AND FOLLOW THE INSTRUCTIONS™
Failure to do so may result in removal of your abstract from the congress and exclusion from publication in
Epilepsia.

1. REGISTRATION:
The presenting author must register for the congress for finalisation of the abstract and to ensure consideration of
publication of the abstract in Epilepsia.

Non-registered authors will be removed from the programme and will be excluded from publication.

Click here to register for the congress — early bird discounted registration fees are available until 21 May 2021.

IF YOU DO NOT REGISTER FOR THE CONGRESS BEFORE 18 JUNE 2021, YOUR ABSTRACT WILL AUTOMATICALLY
BE WITHDRAWN FROM THE CONGRESS AND WILL NOT BE PUBLISHED IN EPILEPSIA.

If for any reason you cannot attend the congress, please let us know immediately by contacting
abstracts@epilepsycongress.org. Failure to do so may result in any future abstracts not being considered for
future ILAE-IBE congresses.



