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Asma alérgica e nao alérgica apresentam
diferentes caracteristicas fenotipicas e genotipicas

Allergic and non-allergic asthma have different phenotypic and genotypic characteristics

Priscila Takejima', Rosana Camara Agondi', Helcio Rodrigues', Marcelo Vivolo Aun’,

Jorge Kalil', Pedro Giavina-Bianchi'

RESUMO ‘

Objetivo: A identificagdo dos fenétipos da asma permite uma
melhor compreensdo e abordagem desta doenga heterogénea.
Muitos estudos tém demonstrado associacdo entre os antigenos
leucocitarios humanos (HLA) e asma em diversas populagoes,
porém os resultados sédo inconclusivos e raramente consideram
uma doenga com diferentes fenétipos. O objetivo deste estudo foi
caracterizar os fenétipos alérgico e nao alérgico da asma e avaliar
possiveis associagdes com o sistema HLA. Métodos: Um total de
190 pacientes com asma foram prospectivamente acompanhados
durante dois anos. Foram divididos em dois grupos, asma alérgica
e nao alérgica, de acordo com a histéria clinica e os resultados do
teste cutéaneo de puntura e da pesquisa da IgE sérica especifica. O
grupo controle foi composto por 297 doadores falecidos de érgaos
solidos. As caracteristicas de cada grupo e a tipificagao dos HLA
classe | e |l foram avaliadas e comparadas. Resultados: O estudo
mostrou diferentes caracteristicas entre os fendtipos estudados. Os
pacientes com asma nao alérgica relataram uma idade mais tardia
de inicio dos sintomas da doenga e maior frequéncia de histdria
sugestiva de intolerancia aos anti-inflamatérios nao esteroidais.
O grupo asma alérgica apresentaram IgE sérica total elevada,
presenca de dermatite atdpica e rinoconjuntivite mais frequente e,
inesperadamente, maior gravidade da doenca. Novas associacoes
entre os gendtipos HLA e os fenétipos alérgico e néo alérgico da
asma foram identificados. Os gendtipos HLA-B*42, HLA-C*17,
HLA-DPA1*03 e HLA-DPB1*105 foram associados com a asma
alérgica, e o HLA-B*48 com o fendtipo ndo alérgico. A presenga do
haplétipo HLA-DPA1*03 DQA*05 foi associado com asma alérgica,
e a presenga do HLA-DPA1*03 e auséncia do HLA-DQA*05 com
a asma nao alérgica. Conclusoes: A asma alérgica e nao alérgica
apresentaram diferentes caracteristicas fenotipicas e genotipicas.
Novas associagdes entre os fendtipos e o sistema HLA classe | e
Il foram identificadas.

Descritores: Asma, hipersensibilidade respiratéria, antigenos HLA,
fendtipo, genétipo.

‘ ABSTRACT

Objective: The identification of asthma phenotypes allows a better
understanding and management of this heterogeneous disease.
Studies have reported associations between human leukocyte
antigens (HLA) and asthma in different populations, but results
have been inconclusive and rarely take into consideration the
distinct disease phenotypes. The objectives of this study were to
characterize allergic and non-allergic asthma phenotypes and to
evaluate possible associations with the HLA system. Methods:
A total of 190 patients with asthma were prospectively followed
during two years. They were divided into two groups, allergic and
non-allergic asthma, according to clinical history and the results
of skin prick testing and serum-specific IgE measurement. The
control group comprised 297 deceased donors of solid organs.
The characteristics of each group and HLA class | and |l genotypes
were assessed and compared. Results: The study revealed
different characteristics between the phenotypes studied. Non-
allergic patients were older at the onset of asthma symptoms and
had a higher rate of history of intolerance to non-steroidal anti-
inflammatory drugs. Allergic patients showed higher total serum
IgE levels, reported atopic dermatitis and rhinoconjunctivitis more
frequently, and, unexpectedly, showed greater disease severity. New
associations between HLA genotypes and the allergic/non-allergic
asthma phenotypes were identified. HLA-B*42, HLA-C*17, HLA-
DPA1*03, and HLA-DPB1*105 genotypes were associated with
allergic asthma, and HLA-B*48, with the non-allergic phenotype. The
presence of haplotype HLA-DPA1*03 DQA*05 was associated with
allergic asthma, and the presence of HLA-DPA1*03 and absence
of HLA-DQA*05, with non-allergic asthma. Conclusion: Allergic
and non-allergic asthma have distinct phenotypic and genotypic
characteristics. New associations between asthma phenotypes and
HLA class | and Il were identified.

Keywords: Asthma, respiratory hypersensitivity, HLA antigens,
phenotype, genotype.
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Introducéo

A asma é uma sindrome, ou ao menos uma do-
enca com diversos fenédtipos’-2. As entidades clinicas
que compde esta sindrome tém em comum: sinto-
mas respiratorios e obstrugcdo brénquica variaveis,
hiper-reatividade brénquica e processo inflamatério
crénico com remodelamento das vias aéreas. Nem
todos pacientes tém a mesma evolucao clinica ou
se adequam completamente a abordagem proposta
pelos consensos e, por isto, devem ser tratados de
maneira individualizada'->.

Diversos parametros tém sido utilizados para
definir os fendtipos da asma. Os dois principais fe-
notipos com caracteristicas nitidas e distintas sao
a asma alérgica e a ndo alérgica®’. Cerca de 80%
dos quadros de asma na infancia e mais de 50% em
adultos sao alérgicos®.

A asma alérgica tende a ter um inicio precoce,
definido como aquela cujos sintomas surgem antes
de 12 anos de idade®?, tem uma evolugdo mais
benigna, menor taxa de hipersensibilidade aos
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) e, normal-
mente, vem associada a histéria pessoal e familiar
de outras doencas atdpicas®®. Suas exacerbagdes
estao caracteristicamente relacionadas a exposicao
aos aeroalérgenos. Os pacientes com asma alérgica
apresentam aumento sérico de IgE total e presenca
de IgE especifical®. Esta Ultima pode ser detectada
por exames in vivo (testes cutédneos de leitura ime-
diata: teste cutédneo de puntura e intradérmico) e in
vitro (teste imunoenzimatico).

Por outro lado, a asma nao alérgica tem sido
descrita como uma doenca de inicio tardio, ou seja,
os sintomas tém inicio com 12 ou mais anos de
idade28. Ocorre predominantemente em individuos
do sexo feminino e, frequentemente, observa-se
associagdo com polipose nasal e hipersensibilidade
aos AINEs'".12, A histdria pessoal e familiar de atopia
é pouco frequente no fendétipo ndo alérgico. Alguns
trabalhos sugerem que este fendtipo apresenta um
declinio mais precoce da funcao pulmonar do que a
asma alérgica23.5:13.14,

Em ambos os fendétipos, geralmente existe uma
inflamacao eosinofilica das vias aéreas, porém, pode-
se observar uma maior ocorréncia de infiltragéo de
neutrofilos na asma n&o alérgica’. Ao contrario da
asma alérgica, cuja fisiopatogenia estéd bem carac-
terizada, a etiologia e os mecanismos envolvidos na
asma nao alérgica nao estdo elucidados. A doenca
poderia ser desencadeada por um ou mais dos se-

guintes mecanismos: reac¢des de hipersensibilidade
a alergenos nao identificados, como os fungos;
infeccdes recorrentes ou persistentes; mecanismos
autoimunes'6-20,

A classificacdo da asma nos tipos alérgico e nao
alérgico ndo € meramente conceitual, mas tem impli-
cagdes no progndstico e tratamento. Por exemplo, o
controle ambiental é feito de maneira diferente, assim
como o anticorpo anti-IgE e a imunoterapia tém indi-
cagdo precisa na asma alérgica?'22,

Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de
elucidar a fisiopatologia da asma, identificar grupos
de risco e desenvolver novos tratamentos. O sistema
HLA (do inglés, Human Leukocyte Antigen) tem sido
citado como um complexo de genes que pode ter
associacdo com a asma. Os primeiros trabalhos en-
volvendo a associacao entre a asma e o sistema HLA
descritos foram realizados com HLA classe 127-37 g,
posteriormente, com o HLA classe 112829, Nas popu-
lacdes estudadas foram utilizados diferentes critérios
para caracterizar os pacientes, e os fenétipos da asma
nem sempre foram bem estabelecidos.

Em 1971, foi descrito um aumento sem significan-
cia estatistica da frequéncia do haplétipo HLA A1-B8
em criangas com asma nao alérgica23. O mesmo ha-
plétipo também foi associado em criangas asmaticas
com deficiéncia de IgA2* e com polipose nasal3C. Um
estudo relatou aumento da frequéncia de Bw6 nos
asmaticos nao alérgicos e sugeriu uma associagao
com modelo de heranga recessivo, mas foi criticado
pelo pequeno numero de participantes e pela avalia-
cao do padrio de heranca sem estudo familiar?6. O
HLA Bw61 apresentou uma associagao significativa
com asma alérgica em outro trabalho realizado em
chineses na Manchuria3'.

Um estudo envolvendo criangas chinesas com
elevado nivel sérico de IgE e sensibilidade para
poeira doméstica detectada no prick test apresentou
associagdo positiva com HLA-DR2 e negativa com
HLA-DR428. Os antigenos HLA DRB1*04 e HLA
DQA1*0301 foram mais prevalentes em criancas
gregas sensibilizadas aos acaros®. Em 2010 foi des-
crito que criangcas com HLA DRB1*11 e DQB1*0301
apresentavam uma progressao mais lenta do inicio
dos sintomas para o diagndstico de asma33. Estes an-
tigenos foram relatados como marcadores de susce-
tibilidade para desenvolvimento de asma alérgica na
populagdo venezuelana3+. O antigeno HLA DRB1*11
foi demonstrado numa frequéncia menor em pacien-
tes ndo alérgicos®. Por sua vez, um trabalho chinés
sugeriu um fator protetor do HLA DQB1*0301 para
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o desenvolvimento da asmas®6. Asma induzida pela
aspirina, também conhecida como doenga respiratdria
exacerbada pela aspirina, foi recentemente associada
com os HLA-DQB1*0302 e HLA-DRB1*04%7.

Devido ao papel central das moléculas HLA na
apresentacéo de peptideos derivados dos alérgenos,
os alelos HLA tém sido estudados como possiveis
candidatos da associacdo sensibilizacdo alérgica e
asma?38. Porém, poucos estudos tém avaliado a asso-
ciagdo entre HLA e asma nao alérgica cuja patogéne-
se nao é bem elucidada. Asma néo alérgica poderia
envolver um mecanismo autoimune ou infecgdes cro-
nicas nao diagnosticadas, e os alelos HLA poderiam
ter um papel neste fendétipo. A proposta deste estudo é
avaliar uma possivel associagao entre HLA classe | e
Il e aasma nao alérgica, o que permitiria uma melhor
compreensao da fisiopatogenia da doenca.

Material e método

Estudo observacional prospectivo que comparou
a frequéncia dos diferentes tipos de HLA classe | e Il
em pacientes com asma alérgica e nao alérgica.

Os pacientes do estudo foram selecionados no am-
bulatério de Asma do Servigo de Imunologia Clinica
e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&ao Paulo e, apos re-
ceberem informacdes sobre a pesquisa, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O estu-
do foi aprovado pela Comisséao de Etica para Anédlise
de Projetos de Pesquisa — CAPPesq - do HCFMUSP,
protocolo numero 0774/10.

Todos os pacientes incluidos no estudo tinham
diagndstico de asma confirmado pelos critérios da
Global Initiative for Asthma (GINA/2012), com his-
téria clinica compativel e pelo menos uma prova de
funcao pulmonar evidenciando obstru¢do brénquica
com reversibilidade3?. Os participantes deveriam ter
idade igual ou maior de 18 anos e maxima de 75 anos,
nunca terem fumado, auséncia de qualquer outra
doenca pulmonar associada e capacidade cognitiva
que permitisse a participa¢do no estudo. Foram ex-
cluidos os pacientes que doenga crdnica grave nao
controlada e aqueles que nao apresentavam técnica
satisfatéria para a realizacdo da prova de funcado
pulmonar (Figura 1).

Delineamento do estudo

Os pacientes foram avaliados prospectivamente,
sendo interrogados quanto aos fatores desencadean-

tes de exacerbacgdes, idade de inicio dos sintomas da
asma, histéria pessoal e familiar de doencas atépicas
(asma, rinite, conjuntivite alérgica e dermatite atépica)
e histéria sugestiva de reagéo de hipersensibilidade
aos AINEs. Os prontudrios dos pacientes foram revis-
tos em busca de informagdes relevantes.

Para caracterizar o diagndstico de atopia, todos
0s pacientes com asma foram submetidos a pesquisa
de sensibilizacdo aos aeroalérgenos relevantes na
cidade de Sao Paulo. Foram realizadas provas in
vivo (teste cutaneo de puntura) e in vitro (dosagem
sérica de IgE especifica). O teste cutaneo de
puntura em duplicata foi realizado para os seguintes
alérgenos: Dermatophagoides pteronyssinus, Blomia
tropicalis, Cladosporium herbarum, Alternaria
alternata, Penicillium notatum, Aspergillus fumigatus,
Canis familiaris, Felis domesticus, Lolium perene,
Periplaneta americana e Blatella germénica. Histamina
(10 mg/mL) foi utilizada como controle positivo e
a solucéo salina 0,9% como controle negativo. O
teste foi considerado positivo quando apresentava
0 maior didmetro da papula maior do que 3 mm em
relacdo ao didmetro do controle negativo. Os extratos
alergénicos padronizados utilizados foram da industria
farmacéutica IPI/ASAC (International Pharmaceutical
Immunology/ ASAC Laboratory Brasil). Os pacientes
foram submetidos a coleta de sangue venoso
periférico para mensuragdo do nivel sérico de
IgE total, contagem dos eosindfilos sanguineos e
pesquisa de IgE especifica utilizando o ImmunoCAP
System (Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Sweden)
para Blomia tropicalis, fungos, poeira doméstica e
epitélio de animais. Os valores da IgE especifica foram
considerados positivos quando iguais ou maiores que
0,35 KU/L.

Os pacientes foram divididos em dois grupos con-
forme historia clinica e os resultados do teste cutaneo
de puntura e da dosagem sérica de IgE especifica.
Apenas o0s pacientes com as pesquisas de sensibi-
lizagdo in vivo e in vitro concordantes (duplamente
positivas ou negativas) foram analisados, os demais
sendo excluidos do estudo (Figura 1).

Grupo Asma Alérgica: pacientes com asma, com
histéria de desencadeamento de crises por aeroalér-
genos, com resultados do teste cutédneo de puntura
positivo para pelo menos um dos alérgenos testados
e IgE especifica maior ou igual a 0,35 KU/L para
qualquer alérgeno estudado.

Grupo Asma néao Alérgica: pacientes com asma,
sem histéria de desencadeamento de crises por
aeroalérgenos, com resultados do teste cutaneo de
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puntura negativo e IgE especifica menor ou igual a
0,35 KU/L para todos os alérgenos testados.

Um terceiro grupo formado por doadores falecidos
de drgéos sodlidos foi utilizado como grupo controle
na andlise do HLA. H& um banco de dados com
informacdes do HLA destes individuos que tiveram
suas amostras de DNA tipificadas no Laboratorio de
Imunologia de Transplantes do Instituto do Coracao
(INCOR) do HCFMUSP. Os dados clinicos destes
participantes sdo confidenciais e a maioria dos 6bitos
foi devido a causas externas, como trauma ou violén-
cia. Geralmente, ndo apresentam doengas graves

cronicas ou agudas, e os 6rgaos sao considerados
saudaveis para serem transplantados. Porém, possi-
velmente alguns apresentavam asma leve, na mesma
frequéncia da populacdo em geral (cerca de 10%
dos adolescentes de acordo com o estudo ISAAC)4°
e foram considerados uma amostra de individuos
saudaveis da populagéo brasileira.

Tipificacdo HLA
A tipificacdo do HLA classe | (A, B, C) e Il (DR,
DQ, DP) foi realizada para todos os participantes

Pacientes com diagnéstico de asma
segundo os critérios GINA
N =190

v

Pacientes com asma
N =132

58 pacientes excluidos

- 46 tabagistas ou ex tabagistas

- 7 pacientes = 75 anos de idade

- 1paciente nao aceitou participar do estudo
- 4 perderam seguimento

Histdria clinica, teste cutaneo de leitura imediata
e pesquisa IgE sérica especifica

23 pacientes excluidos

Resultados discrepantes entre
prick test e pesquisa IgE sérica especifica

l

Grupo Asma Alérgica
Resultado positivo no prick test e
pesquisa IgE sérica especifica

N =56

Figura 1

l

Grupo Asma Alérgica
Resultado negativo no prick test e
pesquisa IgE sérica especifica

N =53

Algoritmo dos pacientes incluidos no estudo e classificagdo nos grupos asma alérgica e nao alérgica. Foram
considerados alérgicos aqueles com histdria clinica de asma e rinite desencadeada por aeroalérgenos, prick
test positivo e presenca de IgE sérica especifica (> 0,35 KU/L). Os pacientes do grupo néo alérgico apresen-
taram diagndstico de asma segundo a GINA, prick test e pesquisa da IgE especifica negativos
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dos trés grupos envolvidos no estudo. A extracao
do DNA gendémico do sangue periférico de todos os
participantes foi realizada utilizando-se o Kit QIAmp®
DNA Blood Kit (QIAGEN, Valencia,EUA), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

A tipificagdo dos lociHLA A, B e DR dos doadores
falecidos foi realizada pela metodologia PCR-SSP,
reacdo de polimerizacdo em cadeia utilizando se-
quéncia especifica de primers (do inglés, Polymerase
Chain Reaction - Sequence Specific Primers) utilizan-
do o kit LABType SSP (One Lambda, California, USA)
e seguindo as normas deste fabricante.

A tipificacdo HLA A, B, C, DQ, DR e DP dos
pacientes com asma, assim como a tipificacéo
do HLA C, DQ e DP dos doadores falecidos,
foi realizada utilizando a metodologia PCR-SSO
(Polymerase Chain Reaction — sequence specific
olegonucleotide) por meio do kit LABTypes SSO
(One Lambda,INC.,Conoga Park, California, USA),
de acordo com as orienta¢des do fabricante.

Analise estatistica

Os grupos de asma foram comparados em algu-
mas variaveis clinicas, utilizando o teste exato de
Fisher para as quantidades categdricas e teste t de
Student (residuos normais, caso homoscedastico),
teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (residuos nao nor-
mais, mesmo parametro de escala) e o teste Brunner-
Munzel (residuos ndo normais, os parametros de
escala diferentes) para as varidveis numéricas*!.

A frequéncia dos alelos HLA foram comparadas
entre os trés grupos utilizando o teste do qui-quadrado
de Pearson ou o teste exato de Fisher. O mesmo
teste foi utilizado para realizar a comparagéo de
pares de grupos e os valores p foram ajustados
pelo método de Holm. V de Cramér e Cohen foi
computado como o tamanho do efeito e o intervalo
de confianga 95% bootstrap BCa com base em 2.000
repeticoes é relatado2.

Um classificador em arvore de deciséo foi utilizado
para prever a associagdo de grupo com base nos
alelos HLA utilizando o algoritmo CART“3. A arvore
foi podada com base em uma validacdo cruzada
de 10 subamostras para evitar sobreajuste e uma
matriz de confusao foi calculada para avaliar a sua
qualidade. Uma segunda arvore também foi ajustada
com a mesma metodologia excluindo os individuos
do grupo controle

Por fim, a associacdo de AINEs com cada alelo
de HLA foi avaliada com o teste qui-quadrado de

Pearson ou exato de Fisher com o efeito que esta
sendo medido com razao de chances. Para a asso-
ciacao com IgE, o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
foi utilizado com o tamanho do efeito d de Cohen.
Todas as andlises foram realizadas no R 3.1.2 e o
nivel de significancia adotado foi de 5%.

Resultados

No estudo foram incluidos 406 participantes,
sendo 109 pacientes com asma, subdivididos em
grupos alérgico (n = 56) e ndo alérgico (n = 53), e 297
doadores falecidos de 6rgaos sélidos que constituiram
o grupo controle na analise de tipificagdo do HLA. A
idade média dos participantes, a porcentagem de
pacientes do sexo feminino e a média de idade do
inicio dos sintomas da asma apresentaram diferengas
estatisticamente significantes entre os dois fenétipos
da asma (p < 0,001), conforme a Tabela 1.

Analisando os antecedentes pessoais de doencas
atopicas, a rinite apresentou alta prevaléncia nos
dois grupos de pacientes com asma. Entretanto, a
dermatite atdpica e a conjuntivite estavam associadas
especificamente com a asma alérgica (p = 0,034). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos quanto
aos antecedentes familiares de doencgas atdpicas.
Histéria sugestiva de intolerdncia aos AINEs foi
mais prevalente na asma nao alérgica (p < 0,001),
conforme observado na Tabela 2.

Todos os pacientes com asma estavam em tra-
tamento medicamentoso. Verificou-se que 80,36%
dos pacientes do grupo alérgico e 49,06% do grupo
nao alérgicos estavam em uso de altas doses de
corticoide inalatério (p < 0,001), segundo a clas-
sificacdo da GINA. Na avaliacao da gravidade da
obstrucdo ao fluxo aéreo pela prova de fungao
pulmonar, seguindo as Diretrizes Brasileira para
testes de fungéo pulmonar de 200244, os pacientes
do fendtipo alérgico apresentaram maior obstru-
¢édo brénquica do que os pacientes ndo alérgicos
(p = 0,031) (Tabela 1).

Os pacientes com asma alérgica apresentaram
maior média dos niveis séricos da IgE do que aque-
les com asma nao alérgica (p < 0,001). A média da
contagem dos eosinofilos sanguineos foi similar nos
dois grupos de asma (Tabela 1).

A tipificacdo do HLA para classe | (A, Be C) e
classe Il (DQ, DR e DP) foi realizada em todos os
participantes, com exce¢do de um doador falecido
de 6rgao sodlido cujo material genético armazenado
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nao permitiu a analise para o HLA locus C. Na com- DPB1*105 (p = 0,036) com o grupo asma alérgica.
paragao dos trés grupos envolvidos no estudo, houve Por outro lado, o alelo HLA B*48 (p = 0,031) estava
associacéo dos alelos HLA B*42 (p = 0,040), HLA mais presente nos pacientes do fendtipo nao alérgico
C*17 (p = 0,040), HLA DPA1*03 (p = 0,013) e HLA (Tabela 3).

Tabela 1

Caracteristicas dos participantes do estudo

Asma Asma Cramér's V
alérgica néo alérgica  Controle Cohen's IC95%  1C95%
(N=56) (N=53) (N=297) Valor-p d lo hi
Idade em anos — média (DP) 44,14 (14,45) 57,09 (12,15) 43,03 (17,55) <0,0012
Género feminino — N (%) 44 (78,57) 46 (86,79) 114 (38,38) <0,001°
Idade de inicio dos sintomas (DP) 12,80 (11,82) 25,38 (19,79) <0,001¢ 0,777 0,383 1,170
VEF, (%) 65,46 (14,22) 71,64 (15,33) 0,0314 0,418 0,035 0,801
Contagem de eosindfilos média (DP) 0,29 (0,24) 0,30 (0,23) 0,875¢ 0,024 -0,355 0,403
Nivel sérico de IgE (DP) 523,60 (819,70) 160,00 (352,50) <0,001¢ 0,569 0,180 0,958

aTeste de Kruskal-Wallis, P Teste qui-quadrado de Pearson, ¢ Teste de Brunner-Munzel, 4 Teste t de Student, © Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Tabela 2
Dados dos participantes dos grupos asma alérgica e néo alérgica

Asma Asma
alérgica nao alérgica Cramér's V
N (%) N (%) Valor-p Estimativa 1C95% lo 1C95% hi
Antecedentes pessoais 0,034 2 0,255 0,089 0,380
Rinite 41 (73,21) 49 (92,45)
Dermatite atopica 5 (8,93) 1(1,89)
Rinoconjuntivite 10 (17,86) 3 (5,66)
Antecedentes familiares 0,266 2 0,193 0,035 0,314
Asma 24 (42,86) 26 (49,06)
Nega 21 (37,50) 14 (26,42)
Rinite 6 (10,71) 3 (5,66)
Rinite + Asma 5(8,93) 10 (18,87)
Dose de corticoide inalatério 0,001 @ 0,337 0,131 0,480
Baixa 3 (5,36) 4 (7,55)
Moderada 8 (14,29) 23 (43,40)
Alta 45 (80,36) 26 (49,06)
AINEs <0,0012 0,437 0,260 0,595
Nao 46 (82,14) 21 (39,62)
Sim 10 (17,86) 32 (60,38)

a Teste exato de Fisher.
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Tabela 3

Frequéncia dos antigenos HLA classe | e Il e comparagao entre os grupos

Asma Asma Asma Asma Asma nao
alérgica nao alérgica Controle alérgica x alérgica alergica
(N = 56) (N =53) (N =297) Asma nao X X Cramer’s V
N (%) N (%) N (%) Valor-p alérgica Controle Controle Estimate 1C95% lo 1C95% hi
A*02 17 (30,36) 28(52,83) 116 (39,06) 0,0522 0,052 0,218 0,121 0,104 0,060 0,142
B*42 4 (7,14) 2 (3,77) 5 (1,68) 0,040°b 0,679 0,116 0,574 0,117 0,018 0,229
B*48 0 (0,00) 3 (5,66) 2(0,67) 0,031b 0,223 1,000 0,079 0,157 0,046 0,310
C*17 6 (10,71) 3 (5,66) 10 (3,38) 0,040°b 0,854 0,083 0,854 0,120 0,022 0,237
DPA1*03 7 (12,50) 4 (7,55) 4 (2,56) 0,013b 0,391 0,026 0,229 0,159 0,073 0,226
DPB1*105 7 (12,50) 3 (5,66) 5(3,21) 0,036° 0,644 0,049 0,644 0,159 0,035 0,285

aTeste qui-quadrado de Pearson,  Teste exato de Fisher, Post hoc corrigido pelo método de Holm (Bonferroni sequencial).

Na comparacgéao isolada dos grupos asma alérgica
e controle, houve associacédo dos alelos HLA DPA1*03
e HLA DPB1*105 com o fenétipo alérgico. Conforme
demonstrado na Tabela 3, ndo houve associagéo na
analise isolada dos grupo nao alérgico e controle. A
andlise da frequéncia do HLA A*02 nos dois fendtipos
de asma apresentou valor de p limitrofe (p = 0,052).

Na andlise através da arvore de decisédo nos trés
grupos participantes do estudo, a presencga simultanea
dos alelos HLA DPA1*03 e DQA*05 esta associada
com a asma alérgica. O fendtipo nédo alérgico apre-
sentou associagdo com a presenca do antigeno HLA
DPA1*03 e a auséncia do HLA DQA*05. A auséncia
do alelo HLA DPA1*03 prevaleceu no grupo controle
(Figura 2). Nesta analise os valores preditivos positivo
para asma alérgica, nao alérgica e grupo controle
foram 62,5%, 42,9% e 74,9%, respectivamente.

A arvore de decisdo analisando apenas os gru-
pos asma alérgica e ndo alérgica mostrou que a
presenca simultanea dos alelos HLA A*02 e HLA
C*05, assim como a auséncia do HLA A*02 e do
HLA BO08 estdao associadas com a asma alérgica.
Por outro lado, a auséncia do alelo HLA A*02 e
presenca do HLA B*08, assim como a presenca
do HLA A*02 e auséncia do HLA C*05 estiveram
associadas ao fendtipo asma néo alérgica (Figura
3). Esta andlise apresenta sensibilidade de 78,6% e
62,3% e especificidade de 62,3% e 78,6% para 0s
fendtipos alérgico e néo alérgico, respectivamente.

Os pacientes com asma com histéria sugestiva de
intolerancia aos AINES tinham os alelos antigenos
HLA B*40 e HLA DRB1*04 mais frequentemente e os
alelos HLA A*68, HLA B*58 e HLA DRB1*13 menos
frequentemente do que os pacientes tolerantes aos
AINEs (Tabela 4). A presenga dos alelos HLA A*30
e HLA C*17 e auséncia dos alelos HLA A*02, HLA
B*38, HLA B*44, HLA DRB1*16 e HLA DQB*03
apresentaram associagao estatistica com altos niveis
séricos de IgE, conforme Tabela 5.

Discussao

A asma é uma das doencgas cronicas mais preva-
lentes no mundo, podendo apresentar alta morbidade,
principalmente se nao for tratada adequadamente,
e inclusive ser fatal. Asma deveria ser considerada
uma sindrome ou ao menos uma doenga com di-
ferentes fendtipos*> e muitos estudos deveriam ser
realizados neste contexto. Fatores de risco e genes
podem estar associados apenas a determinado fe-
nétipo da doenca. A identificagdo de uma provavel
associacao do sistema HLA com os fendétipos alérgico
e nao alérgico da asma é importante para a melhor
compreensao de sua fisiopatologia, em particular da
doenca nao alérgica.

Observamos que a média da idade de inicio dos
sintomas da asma nos dois fenoétipos estudados foi
diferente (p < 0,001), sendo mais precoce na asma
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alérgica e mais tardia nos pacientes nao alérgicos,
resultado compativel com a literatura. Verificamos o
predominio do sexo feminino nos dois fenétipos da
asma, sendo estatisticamente maior no fendtipo nao
alérgico. Diversos estudos mostraram que a asma é
mais prevalente e mais grave nas mulheres*’.

Tabela 4

Na literatura é descrita uma associagao da asma
nao alérgica com hipersensibilidade aos medicamen-
tos AINEs e polipose nasal%%. O presente estudo con-
firma este dado, os pacientes com asma nédo alérgica
apresentando maior prevaléncia de hipersensibilidade
aos medicamentos anti-inflamatérios nao esteroidais

Andlise dos participantes com asma com e sem historia sugestiva de intolerancia a anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs)

Intolerancia aos AINEs

Nao Sim
N (%) N (%) Valor-p OR 1C95% lo 1C95% hi
A*68 12 (17,90) 2 (4,80) 0,0462 0,23 0,02 1,13
B*40 2 (3,00) 7 (16,70) 0,026° 6,39 1,14 66,32
B*58 7 (10,40) 0 (0,00) 0,042°
DRB1*04 9 (13,40) 13 (31,00) 0,0272 2,86 1,00 8,56
DRB1*13 26 (38,80) 7 (16,70) 0,0142 0,32 0,10 0,87
aTeste qui-quadrado de Pearson,  Teste exato de Fisher.
OR = odds ratio.
Tabela 5
Média dos niveis séricos de IgE e associagdo com HLA classes | e Il
IgE
HLA ausente HLA presente
N Média (DP) N Média (DP) Valor-p Cohen's d 1C95% lo 1C95% hi
A*02 63 492,38 (825,18) 45 147,19 (185,39) < 0,001 0,537 0,144 0,930
A*30 95 305,88 (531,46) 13 660,38 (1253,98) 0,036 0,542 -0,048 1,131
B*38 106 354,89 (666,38) 2 12,50 (4,95) 0,036 0,516 -0,898 1,930
B*44 83 393,85 (732,82) 25 198,16 (294,78) 0,031 0,297 -0,156 0,750
C*17 99 348,32 (689,47) 9 351,11 (184,25) 0,029 0,004 -0,685 0,693
DRB1*16 103 362,78 (674,44) 5 55,40 (50,23) 0,039 0,465 -0,444 1,373
DQB1*03 51 406,94 (738,32) 57 296,31 (586,63) 0,029 0,167 -0,215 0,549

Teste Wilcoxon-Mann-Whitney.
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do que os pacientes com asma alérgica. Entretanto, o
problema também é relevante no fendtipo alérgico.

Estudos tém mostrado que a asma de fendtipo
ndo alérgico é caracterizada por apresentar maior
gravidade®5'. Mas nossos pacientes com asma alérgi-
ca apresentaram maior gravidade do que os pacientes
nao alérgicos, com obstrucao bronquica maior e utili-
zacao de maior dose de corticoide inalatério.

A IgE é um anticorpo produzido em resposta a
exposicao alergénica, embora niveis elevados tam-
bém possam ser encontrados em outras afecgoes,
como na sindrome Hiper-IgE, aspergilose bronco-
pulmonar alérgica, nefrite intersticial por drogas e
parasitoses intestinais®2. O fato do Brasil ser um pais
endémico em parasitose intestinal limita a utilizagao
da eosinofilia e da IgE sérica total como biomarca-
dores da asma. Como era esperado, observamos
niveis séricos de IgE maiores na asma alérgica e
contagens dos eosindfilos sanguineos similares nos
dois fendtipos da doenca.

Antecedentes pessoais e familiares de doencas
atdpicas sado caracteristicos da asma alérgica. A
presencga de rinite ndo diferenciou os fenétipos de
asma, inclusive sendo mais prevalente no fenétipo
nao alérgico. Estes resultados sugerem que o conceito
“ARIA” se aplica para os dois fendtipos da doencga.
Entretanto, a presenca de dermatite atopica e con-
juntivite estiveram associadas com asma alérgica
(p = 0,033). Nao foi observada diferenca estatistica
significativa quanto a histéria familiar de atopia.

Na literatura, os estudos correlacionando asma e
o sistema HLA classe | e Il, conferindo aumento do
risco ou protec¢do para a doenga, sdo inconsistentes.
O pequeno numero amostral, ndo considerar a asma
uma doenca com diferentes fendtipos, diversidade
dos alelos HLA classe | e |l selecionados no estudo,
existéncia de alelos desconhecidos, caracteristicas
étnicas populacionais e metodologia aplicada na
tipificagdo do HLA s&o limitagbes destes estudos.

Um trabalho avaliou a possivel associagéo entre
HLA e a idade de inicio dos sintomas da asma. Foi
observada maior frequéncia do antigeno HLA-A10
e menor do HLA-B5 em pacientes com inicio da
doenca até 17 anos de idade, assim como maior
frequéncia do antigeno HLA-B8 nos pacientes com
inicio mais tardio®3. Por outro lado, num estudo com
criangas da Croacia o HLA-B8 foi associado com
o fendtipo alérgico®*. Outro estudo observou um
aumento da frequéncia do HLA-B12 em pacientes
com asma alérgica e menor frequéncia do HLA-

A3, HLA-B7 e HLA-DR2 em pacientes com asma
nao alérgica®®.

O estudo “GABRIEL” envolveu uma amostra de
10.365 participantes com asma e 16.110 controles
e identificou associagao da regidao do HLA-DQ com
o inicio tardio (16 anos ou mais) da doenga®. Um
estudo na populacdo da Venezuela sugeriu que o
haplétipo HLA-DRB1*11:01 HLA-DQA1*05:01 HLA-
DQB1*03:01 esta associado com a asma alérgica,
conferindo suscetibilidade para a doenga induzida por
acaro. Além disso, concluiram que o HLA-C7 teria um
papel protetor para o desenvolvimento do fendtipo
alérgico34. O HLA DQ foi o primeiro locus descrito que
mostrou associacdo com asma®’. O estudo TENOR
relatou a associacdo do RAD50-IL13 e HLA-DR/DQ
e asma grave ou de dificil controle%8. Na literatura
existem poucos trabalhos que avaliaram a associa¢ao
entre asma e o HLA-DP. No primeiro Genome-Wide
Association Study (GWAS) na populacdo asiatica,
o HLA-DPA1*0201 e o HLA-DPB1*0901 estiveram
associados com criangas com asma5°. Um estudo
em pacientes com asma alérgica numa populagao
mulata demonstrou uma frequéncia estatisticamen-
te menor do alelo HLA-DPB1*0401, sugerindo um
carater protetor para a doenga2®.

Um estudo semelhante ao nosso analisou a
frequéncia do HLA classe | e Il em pacientes com
asma alérgica e ndo alérgica, porém sem realizar
a tipificacdo do HLA DP. Observou maior frequén-
cia dos antigenos HLA-A1, HLA-B7 e HLA-DQB1*
0302 e menor do HLA-B18 nos pacientes com asma
nao alérgica, mas sem associagao estatisticamente
significantes®.

Em relacdo a hipersensibilidade a aspirina,
encontramos maior frequéncia dos alelos HLA-
B*40 e HLA-DRB1*04 entre pacientes com asma e
historia sugestiva de hipersensibilidade aos AINEs
(Tabela 4). HLA-DRB1*04 tem isso associado com
asma induzida pela aspirina®’, e HLA-DPB1 tem
sido relatado como um importante marcador deste
fendtipo®0. Neste estudo ndo houve associagdo com
este ultimo alelo. Inesperadamente, descrevemos
a associacdo do HLA-B*40 com o fendtipo Th2 da
asma, no qual observamos menor prevaléncia de
hipersensibilidade a aspirina. A fisiopatogénese da
asma induzida por aspirina necessita ser melhor
elucidada e pode envolver mais de um mecanismo.
E importante ressaltar que como ndo realizamos o
teste de provocacdo em todos os pacientes, a pre-
valéncia de hipersensibilidade a aspirina observada
por nés possa ser imprecisa.
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Na andlise do HLA classe | no presente estudo,
os alelos HLA B*42 e HLA C*17 apresentaram asso-
ciagdo com o fendtipo asma alérgica e o HLA B*48
para asma nao alérgica. Observamos associacdo
do fendtipo alérgico com a presenca do haplétipo
HLA A*02 e HLA C*05 e a auséncia do haplétipo
HLA A*02 e HLA B*08. Por outro lado, a asma nao
alérgica esteve associada a auséncia do antigeno
HLA A*02 e presenca do HLA B*08, assim como
com a presenca do HLA A*02 e a auséncia do
HLA C*05. Na andlise dos antigenos HLA classe
I, verificamos que a frequéncia do HLA DPA1*03
e do HLA DPB1*105 foi maior nos pacientes com
asma alérgica. O haplétipo HLA DPA1*03 DQA*05
foi associado com a asma alérgica; e a auséncia do
alelo HLA DQA*05 e a presenga do HLA DPA1*03
com o fenétipo nédo alérgico.

A populagdo brasileira originou-se a partir da
miscigenacao ocorrida entre caucasianos europeus,
indios nativos e negros africanos. A anadlise do poli-
morfismo do sistema HLA em populagbes miscige-
nadas pode revelar diferentes frequéncias de alelos
e haplétipos de HLA em comparagdo com outros
grupos raciais e étnicos, o que pode influenciar nas
associagoes entre HLA e doenca. Assim, o conhe-
cimento e a caracterizagdo do HLA e consequente
associagdes com doencas em diferentes populagdes
humanas sao de grande valor, principalmente num
pais com grande mistura racial.

O presente estudo é inovador e relevante por
dois atributos principais. Primeiro, por utilizar critérios
rigorosos na identificagdo e comparagao dos fenoti-
pos alérgico e ndo alérgico da asma. Segundo, por
identificar associagdes entre HLA e asma néo des-
critas previamente. E possivel que existam diversos
alelos/haplétipos envolvidos na asma dependendo
do fendtipo da doenca e das caracteristicas étnicas
da populacéo estudada. Além disso, a predisposi¢ao
genética da asma é poligénica e novos estudos em
grandes populag¢des sdo necessarios para confirmar
o papel do HLA como fator de protecdo ou risco
para os diversos fenétipos da doenca.
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