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Incidéncia aumentada de haplétipo de HLA de classe Il
na anafilaxia grave secundaria a carboplatina
Increased incidence of a class Il HLA haplotype in severe anaphylaxis

secondary to carboplatin

Violeta Régnier Galvaol, Elizabeth Phillips23, Mariana Castells?, Pedro Giavina-Bianchi'

RESUMO ‘

Objetivo: O papel de biomarcadores nas reacdes de hipersen-
sibilidade a platinas tem sido estudado, e é conhecido que a
presenca da mutagédo do gene BRCA1/2 ¢é fator de risco para
reagdes de hipersensibilidade a carboplatina. A genotipagem
de HLA de classes | e Il auxilia na identificagdo de pacientes
de risco para reacoes IgE-mediadas e mediadas por linfécitos T
associadas a beta-lactamicos e abacavir, respectivamente. Nao
sao conhecidos alelos ou haplétipos de HLA mais prevalentes em
pacientes alérgicos a carboplatina. O objetivo principal do estudo
foi avaliar se alelos especificos de HLA de classe Il sdo mais
prevalentes em pacientes alérgicos a carboplatina submetidos a
dessensibilizagao (DS). Método: Genotipagem de HLA de classe
Il realizada em 11 pacientes portadoras de neoplasias malignas
tubo-ovarianas, alérgicas a carboplatina, e submetidas a DS, e em
12 pacientes tolerantes a carboplatina, por no minimo oito ciclos.
Analisou-se também a prevaléncia da mutacdo BRCA1/2 nos
dois grupos estudados. Resultados: O alelo HLA-DRB1*15:01
foi mais prevalente entre as pacientes alérgicas (5/11; 45%) do
que nos controles (1/12; 8,3%) (p = 0,06). O haplétipo de classe
Il DQA1*01:02-DQB1*06:02-DRB1*15:01 foi mais expresso no
grupo de pacientes alérgicas. A mutagao do BRCA1/2 mostrou-se
mais prevalente no grupo alérgico. Conclusoes: A identificagao
de pacientes de risco para reagdes alérgicas a carboplatina é de
extrema importancia com o uso crescente da medicagao. A ge-
notipagem de HLA e a pesquisa da mutacdo BRCA1/2 mostram-
se ferramentas promissoras que podem aumentar a seguranga
durante infusdo regular de carboplatina e DS.

Descritores: Antigenos HLA, anafilaxia, neoplasias ovarianas,
carboplatina, dessensibilizagao imunoldgica.

‘ ABSTRACT

Objective: The role of biomarkers in hypersensitivity reactions
(HSR) to platinum compounds has been studied, and the
presence of BRCA1/2 gene mutation is known to be a risk factor
for carboplatin HSR. Class | and Il HLA genotyping helps identify
patients at risk for IgE-mediated and T lymphocyte-mediated
reactions associated with beta-lactams and abacavir, respectively.
Associations between HLA alleles or haplotypes and carboplatin
HSR are not known. The main objective of the present study
was to evaluate whether specific class Il HLA alleles are more
prevalent in patients allergic to carboplatin who underwent rapid
drug desensitization (RDD). Methods: Class |l HLA genotyping
was performed in 11 carboplatin-allergic patients with tubo-ovarian
malignancies who were submitted to RDD, and in 12 patients who
tolerated carboplatin, for at least eight cycles. The prevalence of
the BRCA1/2 mutation was also analyzed in both groups. Results:
The HLA-DRB1*15:01 allele was more prevalent among allergic
patients (5/11; 45%) than in controls (1/12; 8.3%) (p = 0.06).
Class Il haplotype DQA1*01:02-DQB1*06:02-DRB1*15:01 and
the BRCA1/2 mutation were also more prevalent in the allergic
group. Conclusions: The identification of patients at risk for
carboplatin HSR is of utmost importance, as the use of this
medication is increasing. HLA genotyping and screening for the
BRCA1/2 mutation are promising tools that may increase safety
during regular carboplatin infusion and RDD.

Keywords: HLA antigens, anaphylaxis, ovarian neoplasms,
carboplatin, immunologic desensitization.
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Introducéo

A genotipagem de HLA de classes | e Il tem
identificado pacientes de risco para reagdes medica-
mentosas graves IgE/mastdcito-mediadas e mediadas
por células™*.

O abacavir e a carbamazepina induzem reagdes
mediadas por linfécitos T na presenca de alelos
especificos do complexo principal de histocompatibi-
lidade (MHC). A ocorréncia do alelo de MHC classe
| HLA-B*57:01, presente em aproximadamente 6%
da populacao, foi correlacionada a aumento de risco
para reacdes de hipersensibilidade (RH) tardias ao
abacavir. Este achado motivou o uso do rastrea-
mento para o HLA-B*5701 em candidatos ao uso
de abacavir'!, reduzindo drasticamente a incidéncia
de RH a este medicamento. O alelo de classe |
HLA-B*15:02 foi associado a sindrome de Stevens
Johnson (SSJ) e a necrdlise epidérmica téxica (NET)
induzidas por carbamazepina em populagdes de
etnia chinesa Han, tai e malaia2. Adicionalmente,
o alelo HLA-A*31:01 foi relacionado a sindrome
de hipersensibilidade ligada a carbamazepina e a
exantema maculopapular em populagdes caucasia-
nas, japonesas, coreanas e chinesas®. Variantes
de HLA-DRA classe Il sdo associadas a reagdes
de hipersensibilidade imediata a beta-lactamicos?,
e o alelo HLA-DRB1*07:01 relaciona-se a reagdes
IgE-mediadas a asparaginase®.

E conhecido que pacientes expostos a seis ou
mais ciclos de carboplatina apresentam risco de
desenvolver RH imediata a droga, com incidéncia
estimada em 6 a 27%%8. A geracdo de IgE sérica
para a carboplatina é proposta como mecanismo
causal principal, o que é demonstrado pelos testes
de IgE sérica especifica® e cutaneos de leitura ime-
diata’® na avaliacdo de pacientes alérgicos a este
medicamento. Os resultados do teste de ativacao de
basdfilos (BAT)!''-13 e 0 aumento nos niveis de triptase
sérica indicam que ha envolvimento de basdfilos e
mastdcitos, respectivamente, nas reacoes anafilaticas
a carboplatina.

Fatores de risco para reacdes alérgicas a carbo-
platina tém sido foco de pesquisas recentes. Nosso
grupo demonstrou que a expressdo dos marcadores
de ativacao basofilica CD63 e CD203c encontra-se
aumentada apds estimulagdo com carboplatina e
oxaliplatina em pacientes alérgicos a estes medi-
camentos, € que o BAT pode identificar pacientes
de risco para reagbes durante a dessensibilizagdo

a estes quimioterapicos’. Em estudo prospectivo,
Iwamoto et al. demonstraram que pacientes que se
tornaram alérgicos a carboplatina durante o estudo
apresentavam expressao aumentada de CD203c no
dia anterior ao da reagao'!.

Estudo de 2013 evidenciou que a mutacao dos
genes BRCA 1 e 2 tem prevaléncia aumentada
nos pacientes que desenvolvem reagdes imediatas
a carboplatina'. Moon et al. observaram em estu-
do retrospectivo que a maioria dos pacientes que
apresentaram RH a carboplatina possuiam mutacdes
deletérias para os genes BRCA 1 e 2 (93%, 27/29),
em comparagao a 50% (29/58) em pacientes tole-
rantes a droga (p < 0,0001)'4.

Nosso grupo observou prevaléncia de 34% da mu-
tacdo BRCA 1/2 em pacientes portadoras de neopla-
sias tubo-ovarianas alérgicas a carboplatina, tratadas
no hospital Dana Farber Cancer Institute (DFCI) e
submetidas a dessensibilizacdo no hospital Brigham
and Women's Hospital (BWH), em Boston, EUAS.
E conhecido que a prevaléncia desta mutagdo em
pacientes portadoras de neoplasias tubo-ovarianas
varia de 13 a 17%'6 e, especificamente em pacientes
portadoras de cancer de mama tratadas no DFCI,
€ 6,1%'7. Também relatamos que pacientes com a
mutacdo apresentavam risco maior de RH durante
a dessensibilizagéo a carboplatina (p < 0,01).

Embora a mutagédo do BRCA 1/2 e o BAT sejam
métodos promissores para a identificacao de pacien-
tes de risco, eles apresentam baixa sensibilidade
para identificar numero maior de pacientes poten-
cialmente alérgicos. O objetivo principal do nosso
estudo foi avaliar se alelos especificos de classe
Il do HLA sado mais prevalentes em pacientes que
apresentam reacdes de hipersensibilidade imediatas
a carboplatina. Como objetivo secundario, buscamos
caracterizar a prevaléncia da mutagéo do gene BRCA
1/2 na populacédo estudada.

Métodos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa Partners Institutional Review Board (proto-
colo 13-288), dos hospitais BWH e DFCI, afiliados a
Harvard Medical School, em Boston, Massachusetts,
Estados Unidos da América. As pacientes alérgicas e
controles foram selecionadas no periodo de outubro
de 2014 a novembro de 2015, de acordo com os
critérios descritos a seguir.
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Selecao das pacientes alérgicas

Pacientes caucasianas portadoras de neo-
plasias malignas tubo-ovarianas, maiores de 18
anos e referenciadas ao Drug Hypersensitivity and
Desensitization Center do BWH para realizagéo de
dessensibilizacao a medicagao foram selecionadas.
Essas pacientes apresentaram originalmente reagoes
de hipersensibilidade imediata a carboplatina graus 2
ou 3, de acordo com a classificagdo de Brown's.

Selecao das pacientes do grupo controle

Foram selecionadas 12 pacientes caucasianas,
com idade superior a 18 anos, portadoras de neo-
plasias malignas tubo-ovarianas. As pacientes foram
tolerantes a oito ou mais ciclos de carboplatina e
submetidas a infusao da medicag¢éo no DFCI.

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de amostra de sangue cole-
tada durante a visita das pacientes alérgicas para
dessensibilizacao ou durante infusdo regular das pa-
cientes do grupo controle. O kit QiAmp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha) foi utilizado para extrair
DNA de amostras de sangue de 200 pl. Todas as
amostras de DNA foram armazenadas a -20° C até
que a genotipagem de HLA fosse realizada.

Genotipagem de HLA

A genotipagem HLA A, B, C, DR, DQ e DP foi
realizada utilizando-se sequenciamento de segunda
geracgéo em plataforma MiSeq (lllumina®).

Tabela 1
Caracteristicas dos grupos alérgico e controle

Analise da mutacao BRCA 1/2

A avaliacdo da presenca de mutagdo nos genes
BRCA 1 e 2 foi realizada utilizando-se painel OvaNext
(AmbryGenetics®), por sequenciamento de nova ge-
racao ou pelo teste BRACAnalysis® (Myriad®).

Analise estatistica

A frequéncia dos alelos de HLA entre pacientes
alérgicas e controles foi comparada utilizando-se teste
exato de Fisher. O programa Cobygram foi utilizado
para a visualizagcao dos blocos de hapldtipos.

Resultados

As caracteristicas gerais das pacientes alérgicas
e do grupo controle podem ser observadas na Tabela
1. As pacientes apresentaram média de idade seme-
lhante: 56+13 anos no grupo alérgico e 59+13 anos no
grupo controle. As pacientes alérgicas apresentaram
numero menor de exposicdes prévias a carboplatina
(9+3) do que o grupo controle (13+5,5).

No grupo alérgico, 36% (4/11) das pacientes apre-
sentaram reacodes iniciais grau 2 e 64% (7/11) grau
3 (Figura 1a). Os testes cutaneos de leitura imediata
foram positivos em 81% das pacientes alérgicas,
a maioria na diluicdo de 1 mg/dL do teste intradér-
mico para carboplatina (67%) (Figura 1b). Todas as
pacientes alérgicas toleraram a dessensibilizacao e
conseguiram completar seus tratamentos.

A mutacao dos genes BRCA1/2 foi encontrada em

3/11 pacientes alérgicas versus 0/12 no grupo contro-
le (Tabela 1). O alelo HLA-DRB1*15:01 foi mais preva-

Grupo alérgico (n = 11) Grupo controle (n = 12) Valor p
Idade — média+DP 56+13 59+13 NS
Exposicoes a carboplatina — média+DP 9+3 13+5,5 0,04
Numero de DS — média+DP 5+3 - -
Prevaléncia da mutagao BRCA 1/2 — n (%) 3(27) 0 (0) NS

DP: desvio padrao, DS: dessensibilizagdo, NS: néo significativo.
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Figura 1

A. Graus das reagdes de hipersensibilidade iniciais

[l Positvo [ | Negativo [ Dermografismo

[Jp1mgdL [ 1D 10 mg/dL

ID: intradérmico

B. Distribuicao dos resultados dos testes cuténeos nas pacientes alérgicas

lente entre as pacientes alérgicas (5/11, 45%) do que
entre pacientes do grupo controle (1/12, 8,3%) (Figura
2, p = 0,06). A analise Cobygram identificou que o
haplétipo de classe Il DQA1*01:02-DQB1*06:02-
DRB1*15:01 apresentou aumento de representagcao
nas pacientes alérgicas (Figura 3).
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Pacientes alérgicas Controles

Figura 2
Prevaléncia do alelo HLA DRB1*15:01 nas pacientes alér-
gicas e controles

Discussao

Em nossa coorte de pacientes caucasianas por-
tadoras de neoplasias malignas tubo-ovarianas, foi
observado que o alelo de HLA classe Il DRB1*15:01
e o haplétipo de classe Il DQA1*01:02-DQB1*06:02-
DRB1*15:01 apresentaram aumento de prevaléncia
em relagdo ao grupo controle. O estudo fornece
informacdes preliminares a respeito da farmacoge-
nética aplicada a reagdes de hipersensibilidade IgE-
mediadas a carboplatina.

O exemplo mais notério da influéncia do HLA na
predisposicéo a reacdes medicamentosas € a rela-
cdo entre HLA-B*5701 e RH tardias ao abacavir'®.
RH tardias potencialmente letais ao abacavir (SSJ,
NET) podem ser observadas em 5 a 8% de pacientes
soropositivos para o HIV tratados com terapia antirre-
troviral, e sé@o geralmente observadas nas primeiras
6 semanas de tratamento. O rastreamento do HLA-
B*5701 minimiza toxicidades potenciais por meio da
identificacdo de pacientes de risco, apresenta sen-
sibilidade de 94 a 100% em pacientes com reacdes
imunolégicas confirmadas ao abacavir (via teste de
contato com a droga), e especificidade de 90 a 100%,
independente do diagndstico da reagcédo basear-se
na apresentagdo clinica ou em confirmagao imuno-
l6gica20. Além de eficaz, o rastreamento também foi
comprovado ser custo-efetivo?!. O estudo PREDICT-1
contou com a participacao de 1956 pacientes de 19
paises e observou incidéncia de RH confirmada ao
abacavir em 2,7% no grupo controle versus 0% no
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Figura 3

Aumento de representagdo do haplétipo DQA1*01:02-
DQB1*06:02-DRB1*15:01 no grupo alérgico

grupo rastreado (p < 0,001)'. Em outro estudo pros-
pectivo, com 137 pacientes soropositivos de origem
étnica mista, foi evidenciado 0% de incidéncia de RH
ao abacavir no grupo submetido a rastreamento.

Dados sobre a relacdo entre HLA e a ocorréncia
de reacbes IgE-mediadas sdo escassos?223, Um
estudo chinés propds associacao de alelos na regiao
HLA-DRB a RH imediatas a penicilina por meio da
modulagdo da sintese de IgE séricas especificas
para a penicilina23.

Embora o nimero de pacientes avaliadas tenha
sido pequeno, houve tendéncia de expressao maior
da mutacgao dos genes BRCA 1/2 no grupo alérgico.
Este resultado é esperado, tendo em vista que a
mutagéo é fator de risco para RH imediatas & carbo-
platina. Ainda nao é conhecido o mecanismo fisio-
patolégico que vincule a mutagéo a reacao alérgica,
porém especula-se que as mutagdes do BRCA 1/2
influenciem a expressao de genes Th2 e aumentem
niveis de IgE sérica a carboplatina e/ou aumentem
transdugbes de sinal durante ativacdo mastocitaria
em resposta a carboplatina4.

A importancia de se pesquisar a mutacéo
do BRCA 1/2 em pacientes que se submetem a
dessensibilizacao a carboplatina foi evidenciada
recentemente pelo nosso grupo'®>. Em casuistica
composta por 138 pacientes portadoras de neopla-
sias malignas tubo-ovarianas, foi observado que RH
durante DS ocorreram em 51% dos portadores da
mutacéo BRCA 1/2 comparado a 27% nos pacientes
sem a mutagéo (p < 0,01). Embora a gravidade das
reacoes tenha sido semelhante entre os grupos, os
achados reforcam o papel da pesquisa da mutacéo
como rastreamento pré-infusao.

Nosso estudo tem como limitagdo o tamanho da
amostra estudada, o que impossibilita conclusbes
definitivas acerca do tema. Caso os achados sejam
confirmados em populagdes maiores, € possivel
estabelecer os papéis do alelo HLA-DRB1*15:01
e haplétipo DQA1*01:02-DQB1*06:02-DRB1*15:01
como potenciais fatores de risco para reacoes
imediatas a carboplatina. Desta forma, de maneira
semelhante ao rastreamento populacional para o
alelo B*57:01 em candidatos ao abacavir, poderia
ser proposta genotipagem de HLA em candidatos a
infusdo regular e a dessensibilizagdo a carboplatina
para a identificacdo de pacientes de alto risco.
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