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RESUMO

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) é um conjunto de genes
presente em todos os vertebrados que possui a funcdo de expressar proteinas
relacionadas com a resposta imunolégica. Em seres humanos o MHC recebe o
nome de antigeno leucocitario humano (HLA) e esta localizado no braco curto do
cromossomo 6. O sistema génico HLA apresenta 3 regides distintas (classe I, Il e 1ll)
onde na classe | e Il sdo expressas proteinas de superficie de membrana que
possuem a funcdo de apresentacdo dos peptideos para as células T. Na regido de
classe Il encontram-se genes que expressam proteinas relacionadas com a
modulacdo da resposta imunoldgica. Aléem da importancia na resposta imunoldgica,
alguns pesquisadores descobriram evidéncias de que as proteinas do MHC
poderiam influenciar na escolha sexual, uma vez que a variabilidade auxilia no
sucesso reprodutivo. Por isso, o presente estudo buscou avaliar as diferencas
guantitativas nas estruturas proteicas do MHC de classe I, com énfase nos HLA-A e
HLA-B, em casais com histérico de aborto. A avaliacao foi realizada em duas etapas,
sendo a primeira observando as diferencas de aminoacidos nas estruturas do MHC
de classe | dos casais e a segunda as diferencas de epitopos. A analise de
aminoacidos foi realizada por meio do banco de dados IMGT/HLA e a de epitopos
pelo banco de dados EpVix. As analises estatisticas foram realizadas pelo software
estatistico BioEstat 5.0, sendo usado o teste de normalidade D’Agostino e para
avaliar o de variancia a ANOVA de um critério. Dentre os resultados obtidos, néo
houve algum significativo, em desacordo com os dados apresentados pela literatura
até o momento.

Palavras chave: MHC, HLA, escolha sexual.
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1. INTRODUCAO

O termo complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, Major
Histocompatibility Complex), refere-se a um grupamento génico situado no
cromossoma 6. Por extensao, refere-se também as proteinas por eles codificadas
gue se expressam na membrana da maioria das células de um individuo cuja funcéo
€ contribuir com a implementacéo da resposta imunologica.

Os genes que compdem o MHC estéo presentes em todos os vertebrados e sao
polimorficos. Em humanos, os genes MHC de Classe | e Il codificam proteinas
fortemente imunogénicas e por essa razao sdo denominados antigenos leucocitarios
humano (HLA). Localizado no braco curto do cromossomo 6, o sistema génico HLA
apresenta 3 regides distintas, referidas como HLA de classe |, HLA de classe Il e
HLA de Classe lll, sendo que apenas os genes situados nas duas primeiras regides
codificam as proteinas HLA apresentadoras de antigenos para linfécitos T seja ou,
sinalizando invasdes virais ou neoplasias celulares para as células Natural Killer.

Os genes situados na regido HLA de Classe Ill codificam para outras proteinas
ndo apresentadoras de antigenos, mas que atuam na resposta imune ou em outras
funcdes celulares ndo imunes.

Além de sua atuacdo na implementacdo da resposta imune, alguns
pesquisadores apresentaram evidéncias de que genes do MHC, em diferentes
espécies, atuariam também em caracteristicas reprodutivas. Yamazaki (1976) e
colaboradores foram os primeiros a verificar que o MHC influenciava na escolha do
parceiro em murinos e diversos trabalhos posteriores apresentaram resultados que
corroboravam sua hipotese de que parceiros MHC diferentes estavam
preferencialmente se escolhendo para fins reprodutivos. Essas unifes gerariam,
mais frequentemente, prole MHC heterozigota. Considerando-se a funcdo das
proteinas MHC | e Il na resposta imune, a heterozigose na prole conferiria melhor
desempenho imunoldgico e maiores chances de adaptacdo e sobrevivéncia quando
confrontados com micro-organismos patogénicos que compartiihavam o mesmo
habitat. Em humanos, alguns estudos realizados por Wedekin (1996) e outros
pesquisadores corroboraram os achados de Yamasaki referentes a escolha pelo
parceiro MHC diferente. Estudos adicionais forneceram evidéncias de mecanismos
seletivos atuando sobre embribes MHC homozigotos, uma vez que foi observado

que casais com o mesmo perfil HLA, eram mais propensos ao abortamento de



repeticdo. Esse insucesso reprodutivo resultaria da auséncia de uma resposta imune
materna de reconhecimento do embrido desencadeada pelos antigenos HLA
paternos e considerada benéfica na etapa implantacional e referida por Wegmann
como “‘inflamacgao ontogenética”. Dessa forma, o envolvimento das proteinas
HLA e diferengcas HLA entre a mée e pai, seriam um primeiro sinal para o inicio de
um processo de mudangas celulares e moleculares (citocinas, fatores de
crescimento, fatores transcricionais) no endomeétrio materno que resultaria huma
maior receptividade ao embrido e consequente sucesso gestacional.

No presente estudo o principal objetivo foi avaliar as diferencas/semelhancas
HLA e o potencial imunogénico da dupla marido/mulher, fundamentados na hipétese
da “inflamacao ontogenética”. As diferencas HLA foram inferidas pela analise do
namero de aminoacidos e/ou epitopos presentes nas proteinas HLA-A e HLA-B
compartilhados pela dupla marido e mulher, nas amostras pacientes e controles.
Diferencas HLA (HLA-A e HLA-B), tendo como base diferengas na estrutura priméria
da proteina HLA poderia ser um instrumento adicional para inferir o potencial
imunogénico entre ambos e contribuir para elucidar de que forma o perfil HLA dos

parceiros influenciaria no sucesso reprodutivo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), do inglés Major
Histocompatibility Complex, é uma regido presente no genoma de todos o0s
vertebrados. Destaca-se por apresentar um conjunto de genes polimérficos, em sua
maioria responsaveis por codificar proteinas de superficie de membrana que atuam
na resposta imune (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012).

O MHC foi descoberto em 1940 por George Snell e colaboradores, que através
do cruzamento com linhagens de camundongos endogamicos, identificaram o locus
responsavel pela expressdo de proteinas responsaveis pela rejeicdo dos enxertos
de um camundongo para outro de linhagens diferentes. Em camundongos este
locus fica no cromossomo 17 e recebeu o nome de H-2, significando

histocompatibilidade-2, por influenciar a histocompatibilidade e também nomear o



antigeno correlato inicialmente detectado na membrana de leucocitos dessa espécie
(HANSEN, CARRENO, SACHS, 1993; ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012).

Atualmente ja existem informacdes sobre a presenca de uma regido MHC
homologa em outros animais além dos camundongos e seres humanos, como
bovinos, equinos, suinos, peixes, felinos, caninos, carneiros e outros primatas. Pela
homologia e organizagdo dos genes e também pela similaridade estrutural e
funcional das proteinas MHC nas diferentes espécies, muitas vezes 0 nome
atribuido ao MHC de uma certa espécie é substituido pelo termo genérico MHC
(IMMUNO POLYMORPHISM DATABASE, 2015), o que é facilitador da integracéo e
interpretacéo de informagdes moleculares e evolutivas referentes ao MHC.

O MHC humano recebeu o nome de Antigeno Leucocitario Humano (HLA), do
inglés Human Leucocyte Antigen e esté localizado no brago curto do cromossomo 6
(6p21.3) . Sua caracterizagdo se deu gracas aos estudos de trés pesquisadores:
John van Rood, Rose Payne e Jean Dausset, na década de 50 do século passado.
Em 1954, Dausset observou que em pacientes que haviam passado por um
transplante renal ou por transfusdes sanguineas havia a formacdo de anticorpos
contra os leucdcitos dos doadores (DAUSSET, 1954; ABBAS, LICHTMAN, PILLAI,
2012).

A regido genbmica onde situa-se o MHC humano (HLA) apresenta 3
grupamentos génicos distribuidos ao longo de uma extensédo de 4000kb e referidas
como regides HLA de classe I, HLA de classe Il e HLA de Classe Ill. Apenas os
genes situados nas duas primeiras regibes codificam as proteinas HLA
apresentadoras de antigenos para linfécitos T CD8+ e CD4+.(Figura 1) (SHINNA,
INOKO, KULSKI, 2004).

Algumas proteinas MHC de Classe | também sinalizam invasdes virais ou
neoplasias celulares para as células Natural Killer. Os genes situados na regiao
HLA de Classe lll codificam para outras proteinas nédo apresentadoras de antigenos
mas que atuam na resposta imune ou em outras fungdes celulares ndo imunes.
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012).



2.2 Caracterizando melhor os genes HLA

Na regido HLA de Classe | situam-se os genes HLA-A, HLA-B e HLA-C,
referidos como classicos e também aqueles nao classicos : HLA-E, HLA-F e HLA-G.
Na regidao de HLA classe Il situam-se os genes classicos HLA-DRA e HLA-DRB,
HLA-DQA e HLA-DQB, HLA-DPA, e HLA-DPB1 e também aqueles referidos como
nao classicos HLA-DMA, HLA-DMB, HLA-DOA e HLA-DOB (ABBAS, LICHTMAN,
PILLAI, 2012. PETERSDORF, 2013. IMGT/HLA, 2015). Na regiao HLA de classe Il
localizada entre as regibes HLA de de classe | e Il situam-se genes que codificam
moléculas importantes na resposta imune, tais como, as proteinas ligadas ao
sistema complemento e citocinas importantes, entre outras (LTa, LT e TNF)
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012).

Devido a densidade e proximidade dos genes situados na regido HLA, algumas
caracteristicas sdo atribuidas a esse complexo génico tais como, a heranca em
bloco, que determina a formacédo de hapldétipos, de forma que a combinacdo de
alelos HLA é herdada num mesmo cromossomo. Outra caracteristica importante dos
genes é que atuam em co-dominancia (SHINNA, INOKO, KULSKI, 2004. ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2012).

Chromosome &
Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
B6p21.1-21.3

Clazs I Clazs I Class |

| | Bf I |

DP D DQ DR C4 C2Hsp7OTNF BEC E AGF

HHHHHH

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region

Expert Reviews in Molecular Medicine©2003 Cambridge University Press

Figura 1. Representacao gréafica da localizagdo do HLA no braco curto do cromossomo 6, suas trés
regides e seus principais genes em cada regido (MENRA, KAUR, 2003).



Os genes do HLA apresentam uma alta taxa de polimorfismos e um numero
expressivo de alelos, sendo que atualmente foram ja registrados 13.840 alelos.
Deste total, 10.297 referem-se aos genes HLA de classe | e 3.543 aos genes HLA
de classe Il (IMGT/HLA, 2015).

Dentre os genes da classe |, os genes classicos (HLA-A, HLA-B e HLA-C) séo os
gue apresentam o maior numero de alelos, tendo sido registrados 3.285 alelos para
0 gene HLA-A, 4.077 alelos para o gene HLA-B e 2.801 alelos para o gene HLA-C.
Dentre os genes HLA de Classe IlI, os genes classicos também sdo os que
apresentam o maior niumero de polimorfismos, o HLA-DRB com 1.932 alelos, o HLA-
DQB1 com 876 alelos e 0 HLA-DPB1 com 587 alelos (IMGT/HLA, 2015).

A quantidade de proteinas resultantes da expressdo dos genes classicos de
classe | sdo 7309. Sendo 2313 resultantes da expressédo do HLA-A, 3011 do HLA-B
e 1985 do HLA-C. Na classe I, o total de proteinas expressas pelos genes classicos
sao 2487. Sendo 1412 resultantes da expressdo do HLA-DRB, 595 do HLA-DQB1 e
480 do HLA-DPB1 (IMGT/HLA, 2015).

2.3 Conhecendo melhor a estrutura e a funcéo das proteinas HLA de Classe
| e Classe Il

A proteina HLA de classe | é heterodimérica e sua estrutura conta com a
colaboracdo de uma cadeia polipeptidica referida como cadeia pesada ou cadeia q,
gue se associa com uma cadeia leve, a 2-microglobulina. Na cadeia a, destacam-
se trés modulos funcionais: a1, a2 e a3 que resultam da expressdo dos éxons 2, 3
e 4, respectivamente, dos genes MHC de Classe | . Os médulos a1 e a2 sao
responsaveis por formar a fenda de ligacdo ao peptideo enquanto o médulo a3
associa-se com a [2-microglobulina e estabelece conexdo com a superficie de
membrana (Figura 2). As proteinas HLA de Classe | sdo expressas em todas as
células nucleadas e sdo responsaveis por apresentar peptideos de proteinas
estranhas de origem citosélica ou nuclear. (NEEFJES et al, 2011. ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2012).
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Figura 2: Representacao estrutural do MHC de classe | (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012)

O mecanismo de apresentacdo de peptideos envolvendo o MHC de classe |
(Figura 4) inicia-se com a degradacdo do antigeno pelo proteossoma, estrutura de
clivagem protéica presente no citoplasma celular. Em seguida os peptideos sao
transportados para o lumen do reticulo endoplasmatico através da proteina
transportadora associada com a apresentacdo de antigenos (TAP). Dentro do
reticulo, o peptideo se associa nha fenda do complexo principal de
histocompatibilidade. Ambos séo transportados pela via do complexo de Golgi para
a superficie celular e 14 acontecera a interacdo entre o MHC de classe | e 0 TCR do
linfécito T CD8+ (NEEFJES et al, 2011. ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012.
KASTEREN et al, 2014).

A proteina HLA de classe Il, também é heterodimética , composta por uma
cadeia a e outra cadeia B . A estrutura da proteina HLA de Classe Il apesar das
semelhancas com aquela de Classe |, organiza-se espacialmente com dois médulos
em cada uma das cadeias polipeptidicas a e . Os modulos a1 e a2 e 1 e B2
resultam da expresséo dos éxons 2 e 3, dos genes HLA de Classe Il . Na proteina
HLA, as regides a1 e 1 formam a fenda peptidica, enquanto as regides a2 e B2 sao
responsaveis pela conexdo com a superficie de membrana (Figura 3). A proteina
MHC de classe Il € expressa somente nas células apresentadoras de antigenos
(APCs) e a sua funcéo é a apresentacao de peptideos com origem da degradacéo
de proteinas extracelulares pela via endocitica (NEEFJES et al, 2011. ABBAS,
LICHTMAN, PILLAI, 2012).



11

MHC de CIasseFII s )
enaa ae igacao =
de peptideo \ Peptideo

Regiao
transmembrana

Ponte de dissulfeto -----

Dominio Ig

Figura 3: Representacao estrutural do MHC de classe Il (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012).

O mecanismo de apresentacdo de peptideos pelo MHC de classe Il (Figura 4)
se inicia com a unidao dos dimeros a e B e uma proteina associada de cadeia
invariante no reticulo endoplasméatico. Essa proteina de cadeia invariante impede
que o complexo se ligue a qualquer peptideo. Uma vez pronto, o complexo é
enviado até a superficie de membrana pela via do complexo de Golgi. A formacédo
de endossomos ricos em MHC de classe dois recebe o nome de MIIC. Quando uma
proteina extracelular € endocitada por uma MIIC, ela sofre com a acdo de diversas
proteases presentes na vesicula que as degradam. Essas enzimas proteoliticas
também clivam a cadeia invariante deixando somente uma parte de 24 aminoacidos
na fenda peptidica, denominado de cadeia peptidica invariante associada a classe Il
(CLIP). Para que o peptideo do antigeno consiga ocupar a fenda peptidica, a
chaperona HLA-DM remove a CLIP da fenda. O peptideo do antigeno ocupa a fenda
e o MHC de classe Il com o peptideo do antigeno € enviado a superficie de
membrana onde acontecera a interagcdo com o TCR do linfécito T CD4+ (NEEFJES
et al, 2011. ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2012. KASTEREN et al, 2014).
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Figura 4: Representacdo dos mecanismos de apresentacdo de antigenos do MHC de classe | e do
MHC de classe Il (KASTEREN et al, 2014).

2.4 A influéncia do MHC na escolha sexual

Devido a sua presenca em todos os vertebrados e a grande diversidade
genética, o complexo principal de histocompatibilidade despertou a curiosidade de
diversos pesquisadores como um possivel influenciador para a escolha do parceiro
sexual (JORDAN, BRUFORD, 1998. HAVLICEK, ROBERTS, 2009). O primeiro
experimento relacionando a escolha sexual com o MHC foi realizado por Yamazaki e
colaboradores (1976). Neste experimento foi evidenciado que o complexo H-2 em
camundongos fornecia um odor individual e especifico para cada animal e isso
influenciava na escolha do parceiro sexual (YAMAZAKI et al, 1976). Outros estudos
de comportamento mostraram a influéncia dos genes do MHC na formacéo de um
odor caracteristico e individual para cada roedor (YAMAZAKI et al, 1978. PENN,
POTTS, 1998b.). Este odor teria a funcdo de ajudar na discriminacao individual entre
camundongos, ratos e seres humanos (ALBERTS, OBER, 1993. JORDAN,
BRUFORD, 1998. PENN, POTTS, 1998b).

A escolha do parceiro sexual é realizada pela fémea e a busca é baseada na
variabilidade genética. Machos heterozigotos para os genes do MHC séo escolhidos
com uma maior frequéncia do que os homozigotos (ZIEGLER, KENTENICH,
UCHANSKA-ZIEGLER, 2005. CUTRERA, FANJUL, ZENUTO, 2012). A variabilidade
do MHC influencia em uma melhor resposta imunolégica, dessa forma, auxiliando na
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resisténcia e combate contra parasitas e doencas (DRURY, 2010. CUTRERA,
FANJUL, ZENUTO, 2012).

A importancia da escolha sexual e a influéncia do MHC nesse comportamento
englobam o sucesso reprodutivo (PIERTNEY, OLIVER, 2006. DRURY, 2010).
Estudos relacionam a fertilizacdo seletiva pelo MHC (WEDEKIND et al, 1996.
WEDEKIND et al, 2004) e o aborto seletivo pelo MHC (ALBERTS, OBER, 1993). Os
estudos verificaram que a escolha por uma combinacdo mais favoravel dos alelos do
MHC durante a fertilizacdo, pode ser uma resposta adaptativa contra o combate de
doencas (HAVLICEK, ROBERTS, 2009).

A variabilidade do MHC influéncia no sucesso gestacional, uma vez que o
sistema imune da mée necessita reconhecer o perfil HLA paterno para que ocorra a
implantacdo no endométrio. A inflamacdo oncogenética, assim chamada, € o
resultado das mudancas moleculares e celulares ocasionadas pela diferenca do
perfil HLA materno e paterno. As mudangas variam desde fatores transcricionais,
expressdo de citocinas e fatores de crescimento, auxiliando na implantacdo do
embrido e o sucesso da gestacdo (MORRISH, MILLER, 1998).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar o perfil HLA (HLA-A e HLA-B) em casais com histérico de aborto de
repeticdo e casais controle e investigar a influéncia do perfil HLA dos parceiros no

sucesso reprodutivo.

3.2 Objetivos Especificos

Estimar o nimero de aminoacidos diferentes presentes na estrutura da proteina
HLA de Classe | e de Classe Il quando da comparacéo de casais com historico de
aborto de repeticdo e casais controle usando informacfes do banco de dados
IMGT/HLA
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Estimar o nUmero de epitopos diferentes presentes na estrutura da proteina HLA
de Classe | e quando da comparacao de casais com histérico de aborto de repeticéo

e casais controle usando informacfes do banco de dados EpVix.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Composicdo da Amostra

Cingquenta e seis (56) casais pacientes, referidos como euro-brasileiros (filhos
ou netos de pais/avds com ancestralidade europeia-) e com historico de pelo menos
dois abortos de etiologia desconhecida. Como grupo controle, participaram 45 casais
pertencentes a0 mesmo grupo étnico, sociocultural e que apresentaram pelo menos
duas gesta¢Bes com sucesso.

O numero de casais paciente e controle na analise das diferencas de
aminoacidos ndo foi 0 mesmo para todas as comparacdes individuais HLA-A, HLA-B
e analise conjunta HLA-A e HLA-B devido a existéncia de ambiguidades na tipagem

HLA-A ou HLA-B de um dos membros do casal, conforme quadro abaixo:

Quadro (n) amostral| Casais pacientes | Casais controles
HLA-A 56 43
HLA-B 58 43

HLA-A +HLA-B 99 39

O numero de casais paciente e controle utilizados na analise de epitopos pelo
banco de dados EpVix apresentou um (n) amostral de 45 casais pacientes e 33
casais controle. O tamanho reduzido deve-se a falta da tipagem HLA-DR em alguns
casais e ela se faz necessaria para o cruzamento de dados pelo banco de dados
EpVix.

4.2 Metodologia para analise das diferencas no numero de aminoacidos

e no numero de epitopos HLA

Os dados da tipagem sorologica HLA de casais paciente e controle foram
obtidos da tese de doutorado de Bicalho, M.G. (2002). Esses dados foram
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posteriormente convertidos para classificacdo grupo alélica tendo como referéncia o
alelo HLA mais frequente que correspondia a tipagem HLA-A e HLA-B de cada

individuo da amostra.

4.3 Analise e alinhamento de sequéncias protéicas HLA pelo banco de
dados IMGT/HLA

Foram montadas duas tabelas no programa de software Excel, sendo uma
delas para comparar respectivamente as tipagens HLA-A e HLA-B entre o casal.

Isso permitiu a visualizacdo do nimero de aminoacidos diferentes entre amboso que

pode ser visualizado na tabela 1.

A B C D E F
1 Tabela HLA-A Pacientes
2 |Casais a.a. diferentes a.a. diferentes a.a. diferentes a.a. diferentes | Média
3 |01P A*30 x A*01 A*30 x A*02 A*31x A*0L A*3Lx A*02 -
4 |01P 21 18 20 16 18,75
5 |02P AF0Lx A*02 AT0L x A*33 AF02 x A*02 AF02x A*33 -
6 |02P 24 22 1] 17 15,75

Tabela 1: Modelo da tabela contendo a tipagem HLA-A da mulher e do marido bem como o0 ndimero
de aminoacidos diferentes inferidos da tipagem HLA —A do casal. A tipagem HLA-A que precede o “X”
sempre é o da mulher sendo que a posterior é a do homem.

Apds essa etapa o banco de dados do IMGT/HLA foi acessado
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). No menu do site clicou-se em Alignments e que
direcionava para a seguinte secao, onde foi possivel comparar as sequéncias das
proteinas codificadas pelos diferentes alelos HLA-A e HLA-B.

No primeiro passo selecionava-se qual locus seria utilizado (A ou B) e no recurso
para alinhamento selecionava-se o item Protein — Full Length Protein (Proteina —
Proteina completa). O segundo passo requer a insercao da sequéncia referéncia (no
caso, o grupo alélico da tipagem HLA da mulher) seguindo-se com a insercdo da
sequéncia a ser comparada (o grupo alélico referente a tipagem HLA do homem).
Por fim, clicava-se em Align Sequence Now (Alinhe a sequéncia agora). A figura 5

mostra todos os Passos.
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STEP 1 - Select the gene and feature to align

Select Locus: |A v | and select the features to align: | Protein - Full Length Protein ¥

STEP 2 - Select sequences and reference

Enter the required reference sequence: |30:01:01

Enter any specific sequences required (separated by a new line or a comma):
01:01:01:01

Tick the box for exact matches only (i.e. 02:10 does not match 02:100)

STEP 3 - Select how you view the alignment

Select how you wish to view any mismatches: Show mismatches between sequences v
Select how the alignment will be numbered: In Blocks - nucleotide sequence displayed in blocks of 10 bases v
Omit alleles unsequenced for this region: Show all alleles v
Select type of output : Plain text, ideal for cut &paste v

STEP 4 - Proceed with the alignment

Align Sequences Now

Figura 5: Visualizacdo de como fica o preenchimento para o acesso ao alinhamento no banco de
dados. Na figura foi utilizado a comparacao do HLA-A*30:01:01 da mulher com o HLA*01:01:01:01 do
homem.

Com o alinhamento das sequéncias proteicas podia-se visualizar e contar o
namero de aminoacidos diferentes entre elas. A contagem era iniciada a partir do
aminoécido referido como 1 até o de nimero 182. Essa sequéncia de aminoacidos
na estrutura primaria da proteina resulta da expressao dos éxons 2 e 3 do gene HLA
de classe | e, também séo os responsaveis por constituir os médulos al e a2 da
molécula do MHC de classe |. E nessa regido que se observa a maior diversidade
individual entre as diferentes proteinas HLA de Classe | . Na figura 6 temos um
exemplo de alinhamento entre duas sequéncias, com as diferencas de aminoacidos

nas respectivas estruturas proteicas.
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Figura 6: Sequéncia das proteinas alinhadas. Os aminoéacidos contados estdo localizados entre o
aminoacido 1 e o aminoacido 182. Neste exemplo, foram contabilizados 21 aminoacidos diferentes
entre as sequéncias.

Depois da contagem do numero total de amino&cidos que diferiam entre o
casal, esse numero era anotado na tabela do Excel para posterior analise.

O mesmo procedimento de alinhamento foi repetido quatro vezes para cada
casal em cada um dos dois loci ( HLA-A e HLA-B). Por ultimo, uma média aritmética
referente as diferencas de aminoacidos observados entre cada casa foi obtida.

4.4 Andlise das diferencas no niumero de epitopos pelo banco de dados
EpVix

O EpVix € um software online e gratuito utilizado como crossmatch ou prova
cruzada virtual para otimizar a selecdo de doador-receptor compativel na area de
transplantes. (CARDOSO Jr et al, 2015) Por meio dele é possivel inferir a
imunogenicidade HLA entre doador/receptor, obtendo-se progndéstico prévio sobre
a aceitacdo do orgao ou tecido transplantado. A avaliagdo da imunogenicidade
entre a dupla é inferida pela analise das semelhancas e diferencas de epitopos
presentes nas suas proteinas HLA.

Para ter acesso ao software basta acessar o site (https://www.epvix.com.br/) e
realizar o cadastro da conta. Por ser um programa destinado a transplante possui
uma terminologia especifica dessa area, razdo pela qual os dados dos casais

pacientes e controles se adequaram a terminologia e critérios do referido programa.
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1. Acesso ao site e criacdo do perfil da mulher do casal. Clica-se em Recipients

(Receptor) e em seguida em New Recipient (Novo Receptor).
Obs: A mulher foi escolhida como “receptor”, porque na gestacao ela é o
equivalente ao receptor de tecidos ou 6rgdo no transplante, ou seja, ela
abrigara o alo-enxerto fetal (embrido) que expressa o0s antigenos HLA
paternos, durante o periodo gestacional.

. Para criar o perfil do homem clica-se em Donors (Doador) e em seguida New
Donor (Novo Doador).

Apos criacdo dos perfis Receptor/Doador , clica-se em HLA, New HLA

(recipients and donors) e Search. Nessa pagina seleciona-se o perfil da mulher

recém-criada clicando em Select. A figura 7 mostra o local.

PRA - Crossmatches ~  andreduardo ~

New HLA (recipients and donors)

Records found: 89

IDENTIFIER NAME

New HLA (recipients and donors)

New HLA (immunizers)

CREATED AT ACTIONS

HOMEM EX HOMEM EX

01/14/2016 16:57 Select

MULHER EX MULHER EX

01/14/2016 16:56 Select

Figura 7: P4gina de cadastro para os HLAs nos perfis do software EpVix.

Depois de clicado vocé chega na pagina para o cadastro HLA. Neste

momento vocé preenche os loci A, B e DR com as tipagens da mulher do casal

(Figura 8). Clica-se em Next, confere se o preenchimento esta correto e se clica em

Confirm. O mesmo procedimento deve ser realizado com o perfil do homem, com a

diferenca que no momento do preenchimento dos loci se utiliza os HLAs masculinos

do mesmo casal utilizada no cadastro da mulher.
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Original resolution HLA

‘A—30:01 \ ‘A—Sl:Ol
\3-35:01 \ \3-35:01
W W

‘DRBl—ll ‘ ‘DRBl—OS

Figura 8: Exemplo do preenchimento dos loci A, B e DR.

Uma vez o cadastro de HLA realizado, clica-se em Crossmatches, Perfom
Crossmatch e Search. Procura-se o perfil do homem do casal a ser avaliado e o
seleciona. A sec¢éo seguinte de Perform Crossmatch € aberta e neste momento que
€ selecionado o perfil da mulher do casal a ser avaliado. Se confirma o casal e o
Crossmatch é executado. Como os resultados de interesse sdo apenas 0S
Mismatches dos loci A e B, apenas esses dois sdo anotados em uma tabela no
software Excel. A figura 9 mostra um exemplo de como ficam os resultados no banco

de dados Epvix.

Mismatches by loci

HLA HOMEM EX (Doneor) Inf.:
A*D1:01, AT02:01, B*44:02, B*51:01, DEB1™13:01, DRB1707:01. DRB3"01:01,
DRB4*01:01, DQA1*01:03, DQA1*02:01, DQB1*06:03, DAQB1*02:02

HLA MULHER (Recipient) Inf.:
A*01:01, A*11:01, B'08:01, B*27:01, DRB1*15:01, DRB1°07:01, DRB4*01:01,
DRB5'01:01, DQA1*01:02, DQA1*02:01, DQB1*06:02, DQB1*02:02

B2GE, B2GK,, B3EK, BEREK, GBK, BBKA, BEKAH, 94TV, 9TR,

Aa 1055, 107W, 113YH, 116Y, 127K, 144TKH, 145KHA,
151AHY, 152V, 156L, 156LA, 163T, 163TEW, 184A, 193AV,
194V, 2075, 2530

g9y, 41T, 45KE, BBIS, T1TTN, 9411, 97R, 113YD, 162GLS,
Bm 163L, 163LE, 166ES, 199V, 44RT, 44RT+69TNT, TGENI, 80I,

BOI+152RE, 801+6550Ql, 801+30A, 94TW, 97T, 1315+163LW,

152E, 152RE, 163LW, 163LW+65Ql, 1T7T0RH, 183PV, 194V

Figura 9: Resultados dos Mismatches nos loci A e B no banco de dados do EpVix.
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4 .5 Andlise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o teste D’Agonstino para verificar a
normalidade e para verificar a hipétese alternativa foi utilizado o teste estatistico de
variancia ANOVA de um critério.

A Hipdtese Nula € a de que os casais pacientes e casais controles nao
tenham uma variacdo quantitativa de aminoacidos e epitopos em suas estruturas. A
Hipotese Alternativa € a de que 0s casais pacientes apresentam uma menor
variabilidade quantitativa de aminoacidos e epitopos nas estruturas dos seus
complexos principal de histocompatibilidade de classe I.

5. RESULTADOS

5.1 Resultados das anélises pelo banco de dados IMGT/HLA

Os resultados aritméticos podem ser observados na tabela 2.

Resumo Pacientes_A |Pacientes B |Pacientes-Total |Controle_ A |Controle B |Controle_Total
Tamanho da amostra = 56 58 55 43 43 39
Minimo 0 9,25 17 0 § 16
Maximo 25 24 44 23,5 30 46,5
Amplitude Total 25 14,75 27 23,5 24 30,5
Mediana 15,375 16,25 32,75 15,5 17 33,75
Primeiro Quartil (25%) 13,1875 14,5 28,5 12,25 14,375 28,375
Terceiro Quartil (75%) 18,75 18,75 35,25 18,125 19,5 36,625
Desvio Interquartilico 5,5625 4 25 6,75 5875 5125 825
Média Aritmética 15,3884 16,6595 32,2818 15,0407 17,0058 32,7372
Varidncia 21,4521 10,3042 29,4075 21,4432 22 3526 56,4308
Desvio Padréo 46316 3,21 5,4229 4,6307 4,7279 7,512
Erro Padrdo 0,6189 0,4215 0,7312 0,7062 0,721 1,2029
Coeficiente de Variagdo 30,10% 19,27% 16,80% 30,79% 27,80% 22,95%
Assimetria (g1) -0,6432 0,3627 -0,2864 -0,7813 0,2588 -0,2947
Curtose (g2) 1,1504 -0,0478 0,2664 1,3888 0,7025 -0,1893
Média Harménica = 14,366 16,0502 31,2723 14,1714 15,5168 30,7537
M {(média harménica) = 55 58 55 42 43 39
Média Geométrica = 15,0581 16,3561 31,8001 14,8223 16,3115 31,8017
N (média geométrica) = 55 58 55 42 43 39
Varidncia (geom.) = 1,039 1,0166 1,0141 1,0375 1,0411 1,0282
Desvio Padrio (geom.) 7 1,3455 1,2149 1,1967 1,3379 1,3558 1,2879

Tabela 2: Resultados aritméticos das amostras utilizadas na analise de aminoacidos.

Os resultados de normalidade obtidos pelo teste estatistico de D’Agostino

podem ser visualizados na tabela 3.
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Normalidade D'Agostino |Pacientes_A  |Pacientes B |Pacientes-Total |Controle A Controle_B Controle_Total
Resultados Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3 Coluna 4 Coluna 5 Coluna &

Tamanho da amostra = 58 58 55 43 43 39
D (Desvio) = 0,2754 0,2799 0,2791 0,2747 0,2761 0,2808

Valores criticos 5%

0.2712 a 0.2866

0.2715 a 0.2866

0.2711 a0.2866

0.2693 a 0.2867

0.2693 a 0.2867 |0.2686 a 0.2867

Valores criticos 1%

0.2666 a 0.2874

0.2669 a 0.2874

0.2664 a 0.2874

0.2639 a 0.2874

0.2639 a 0.2874 |10.2627 a 0.2874

p=

ns

ns

ns

ns

ns ns

Tabela 3: Resultados obtidos pelo teste estatistico de D’Agostino através do software BioEstat 5.0.

Os resultados obtidos pelo teste de variancia ANOVA de um critério para 0s

casais de pacientes e controle HLA-A, HLA-B e Total podem ser visualizados nas

tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.

Anova para A

FOMNTES DE VARIA:;EG GL 50 am
Tratamentos 1 2,94 2,94
Erro 97(20.8 e+02 21,448
F= 0,1371

Ip) = 0,7132

Anova para B

FOMTES DE "MRIM;E.G GL 5Q apa
Tratamentos 1 2,962 2,962
Erro 99(15.3 e+02 15,416
F= 0,1921

ip) = 0,6663

Anova para Total

FOMTES DE "JARIM;E.G GL 5Q am
Tratamentos 1 4,732 4,732
Erro 92(37.3 e+l2 40,569
F= 0,1166

ip) = 0,7333

Tabela 4: ANOVA de um critério para a variabilidade de aminoécidos entre casais pacientes e
controle no HLA-A.

Tabela 5: ANOVA de um critério para a variabilidade de aminoacidos entre casais pacientes e
controle no HLA-B.

Tabela 6: ANOVA de um critério para a variabilidade de aminoéacidos total (HLA-A e HLA-B) entre
casais pacientes e controle.



5.2 Resultados das analises pelo banco de dados EpVix

Os dados aritméticos podem ser visualizados na tabela 7.
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Resumo Pacientes A |Pacientes B [Pacientes Total |Controle A |Controle B|Controle Total
Tamanho da amostra = 45 45 45 33 33 33
Minimo 0 1] 15 0 0 0
Maximo 57 52 92 57 55 105
Amplitude Total 57 52 I7 57 55 105
Mediana 26 22 43 27 26 53
Primeiro Quartil (25%) 17 16 37 17 18 35
Terceiro Quartil (75%) 33 33 61 34 31 65
Desvio Interquartilico 16 17 24 17 13 30
Media Aritmética 26,2444 24,0222 50,2667 24,7273 25,9394 50,6667
Varidncia 168,2798 144 204 350,7455 221,3295 185,4337 521,3542
Desvio Padrdo 12,9723 12,0085 18,7282 14,8771 13,6174 22,8332
Erro Padrdo 1,9338 1,7901 2,7918 2,5898 2,3705 3,9747
Coeficiente de Variagdo 49,43% 49,99% 37,26% 60,16% 52,50% 45,07%
Assimetria (g1) -0,0529 0,4526 0,2665 -0,2178 0,2981 -0,1644
Curtose (g2) -0,0905 -0,0954 -0,4716 -0,4607 -0,0462 04314
Meédia Harmonica = 23,2460 18,5602 42,5123 22,8034 16,54 27,3387
M (média harmdnica) = 42 44 45 28 32 32
Média Geométrica = 25,7575 21,7436 46,5656 26,5037 22,836 45,3895
N (média geométrica) = 42 44 45 28 32 32
Varidncia (geom.) = 1,0888 1,1301 1,0771 1,1105 1,2102 1,2306
Desvio Padrio (geom.) = 1,5569 1,7002 1,5123 1,6344 1,5402 1,9961

Tabela 7: Resultados aritméticos das amostras utilizadas na andlise de epitopos.

Os resultados de normalidade obtidos pelo teste estatistico de D’Agostino

podem ser visualizados na tabela 8.

Mormalidade D'Agostine  |Pacientes A [Pacientes B |Pacientes Total |Controle A Controle B Controle_Total
Resultados Coluna 1 Coluna 2 Coluna 3 Coluna 4 Coluna 5 Coluna 6
Tamanho da amostra = 45 45 45 33 33 33
D (Desvio) = 0,2817 0,2803 0,2838 0,2816 0,2795 0,2772
Valores criticos 5% 0.2697 a 0.2867 |0.2697 a 0.2867 [0.2697 a 0.2867 |0.2671 a 0.2867 |0.2671 a 0.2867 |0.2671 a 0.2867
Valores criticos 1% 0.2644 3 0.2874 (0.2644 3 0.2874 (0.2644 a2 0.2874 |0.2605 a 0.2873 (0.2605 a 0.2873 (0.2605 a 0.2873
p= ns ns ns ns ns ns

Tabela 8: Resultados obtidos pelo teste estatistico de D’Agostino através do software BioEstat 5.0.

Os resultados obtidos pelo teste de variancia ANOVA de um critério para 0s

casais de pacientes e controle HLA-A, HLA-B e Total podem ser visualizados nas

tabelas 9, 10 e 11, respectivamente.



Anova A um critério

FOMTES DE VARIA:;EG GL s5Q aml
Tratamentos 1 43,823 43,823
Erro 76|14.5 e+03 | 190,617
F= 0,2299

(p) = 0,6384
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Tabela 9: ANOVA de um critério para a variabilidade de epitopos entre casais pacientes e controle no

HLA-A.

Anova B um critério

FONTES DE VARIAQEG

GL 50

am

Tratamentos 1 09,977 69,977
Erro 76|12.3 e+03 | 161,564
F= 0,4331
Ip) = 0,5195

Tabela 10: ANOVA de um critério para a variabilidade de epitopos entre casais pacientes e controle

no HLA-B.

Anova Total um critério

FOMTES DE UARIA@EG GL 50 am
Tratamentos 1 3,046 3,046
Erro 76|32.1e+03 | 422,581
F= 0,0072

Ip) = 0,9302

Tabela 11: ANOVA de um critério para a variabilidade de epitopos total entre casais pacientes e

controle.
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6. DISCUSSAO

Segundo os resultados de normalidade apresentados pela analise estatistica de
D’Agostino (Tabelas 3 e 8), toda a amostragem se apresentou em uma distribuicéo
normal. Desse modo, a abordagem em utilizar um teste paramétrico de variancia se
demonstrou possivel.

Realizando o teste de variancia ANOVA de um critério, verificou-se em todas as
analises, tanto de aminoéacidos pelo IMGT/HLA (Tabelas 4, 5 e 6) como de epitopos
pelo EpVix (Tabelas 9, 10 e 11), que n&o houve resultados significativos. Vale
destacar o (p) obtido na analise de epitopos pelo EpVix da somatoéria total, onde o
valor de (p) fica igual a 0,9302. Um valor que podemos considerar que ambas as
curvas (casais pacientes e controle) sdo apenas uma unica.

Tais resultados entrando em divergéncia com outros trabalhos ja citados (Ref) e
com os resultados encontrados por SILVA, 2009. SILVA, em seu trabalho
INFLUENCIA DOS GENES DO MHC NA SELECAO SEXUAL EM HUMANOS,
realizou andlises comparando somente 0s grupos alélicos dos casais. Dentre os
resultados apresentados, ele verificou que a variabilidade do MHC corroborava para
a escolha sexual. Neste presente estudo comparamos 0s aminoacidos na estrutura
primaria das proteinas do MHC dos casais e 0s epitopos dessas proteinas, que sao
analises mais especificas.

A divergéncia pode ser resultado da analise quantitativa do estudo. Uma vez que
s6 foi avaliada a quantidade de aminoacidos e epitopos que variaram na estrutura
proteica do MHC de classe |. Experimentos qualitativos, que possam avaliar a
natureza de cada aminoacido diferente, assim como quais epitopos que variam
podem nos fornecem dados que corroborem a ideia da influéncia do MHC na
escolha sexual.

Outro fator que pode ter influenciado os dados foi a conversdo da tipagem
sorologica para o grupo alélico e grupo da proteina HLA especifica. Uma vez que o
grupo de proteinas HLA especificas assumido era o mais frequente na populagéo e
nao aquele que realmente poderia ser o casal. Uma genotipagem em alta resolucéo
para HLA-A e HLA-B nos casais poderiam solucionar essas ambiguidades e

tornariam a analise quantitativa mais condizente com a realidade.
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7. CONCLUSAO

Uma vez que os genes do complexo principal de histocompatibilidade est&o
presentes em todos os vertebrados e apresentam uma enorme quantidade de
polimorfismos, 0os mesmos comecaram a ser estudados para verificar se eles
poderiam influenciar em algum momento da evolugdo dos seres. Muitos trabalhos
evidenciaram a relagé@o da variabilidade do MHC com a escolha sexual. Porém, este
presente trabalho apresentou resultados negativos a respeito da influéncia do MHC
na escolha sexual em parceiros com historico de aborto.

As divergéncias podem ser de duas naturezas. Uma da opgdo de um Unico
estudo quantitativo dos amino&cidos e epitopos da estrutura proteica do MHC de
classe I. Um estudo qualitativo, avaliando a natureza de cada aminoacido e epitopo
podem gerar dados que corroborem a ideia da influéncia do MHC na escolha sexual.
A segunda natureza pode ser a forma como os dados foram obtidos. Uma vez que a
conversdo da tipagem soroldgica para os grupos alélicos e de proteinas HLA
especificas foi baseado em frequéncias populacionais.

Como perspectiva futura, uma nova analise utilizando resultados de tipagens
moleculares em alta resolucdo dos genes HLA-A e HLA-B, que forneceria com um
alto grau de precisao as diferencas entre os aminoacidos e epitopos nos casais.
Além de utilizar uma analise qualitativa, onde mostraria a natureza de cada
aminoacido e epitopo na estrutura, podendo mostrar se ele é relevante ou ndo na
conformacao da proteina ou para o reconhecimento pelo organismo materno. Essas
andalises qualitativas juntamente com dados quantitativos representariam de forma

mais fiel o que realmente acontece no meio bioldgico.
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