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RESUMO

Introdugdo: o complexo major de histocompatibilidade é considerado o conjunto de
genes mais polimdrfico entre os mamiferos. Nos humanos este conjunto denomina-se
antigénios leucocitdrios humanos. Os genes deste complexo fazem parte do supra-locus
no cromossomo 6p21 conhecido como sistema de antigénios leucocitdrios humanos,
dividindo-se em trés regides distintas: classes I, Il e lll. Neste trabalho, a nossa atencao
recai sobre as moléculas soltuveis HLA-I. As moléculas sHLA-I podem ser libertadas da
superficie celular e encontradas no plasma humano associadas a B.m (conformacao
fechada) ou numa forma livre de B,m (conformacdo aberta). O seu potencial como
biomarcadores tem aberto novas portas e demonstrado elevado interesse
nomeadamente em doencas neurodegenerativas, causadoras de declinio cognitivo e até
mesmo incapacitantes a este nivel. Apesar destes avancos e de demonstrada a sua
relagio com o envelhecimento ndao existem estudos dos niveis plasmaticos das

moléculas sHLA-I e sua relagdo com o estado cognitivo ou deméncia em idosos.

Objetivos: quantificar os niveis sHLA-I no plasma de idosos com diferentes graus de
défice cognitivo e estudar a interacao dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e o estado

cognitivo com os niveis de sHLA-I.

Métodos: numa amostra de 56 individuos, divididos de acordo com o
comprometimento cognitivo apresentado, foram quantificados os niveis de sHLA-I,
através do método ELISA sandwich. Os resultados obtidos foram comparados entre os
diferentes grupos e avaliada a interacdo do fator deméncia com serotipos HLA-A23 ou

HLA-A24, considerando estatisticamente significativo, valores de p<0.05.

Resultados: Os niveis de sHLA-I foram mais elevados no grupo dos idosos com deméncia
(p=0.028), ou com os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 (p<0.001) em comparagdo com os
gue nao tinham estes serotipos, enquanto os fatores idade ou sexo revelaram nao ter
influéncia estatisticamente significativa. No grupo dos idosos com demeéncia, a
percentagem com os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24, foi cerca do dobro (39,2%) daquela
observada no grupo normal ou com pré-deméncia (17,8%), embora esta diferenca ndo

tenha sido estatisticamente significativa. Avaliando os dados, através de um modelo



multivaridvel, percebeu-se que os niveis elevados de sHLA-I estavam associados a uma

interacao entre os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e a deméncia (p=0.003).

Discussao: no que ao fator idade diz respeito, os resultados revelaram-se contrarios ao
expectavel, ndo encontrando relacdo entre a idade e niveis elevados de sHLA-I.
Relativamente aos niveis de sHLA-I, sugere-se que, por um lado, a secre¢ao de sHLA-I
pode refletir uma resposta imune que é prejudicial para a funcdo cognitiva, ou, por outro
lado, refletir uma resposta imunomoduladora desencadeada numa tentativa de
neutralizar o processo neurodegenerativo em curso, tendo em conta o serotipo do

individuo.

Conclusao: a interagao entre os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e deméncia revelou-se

interessante, deixando aberta uma nova porta para futuras investigacdes.

Palavras-chave: estado cognitivo, deméncia, HLA classe | sollvel, serotipos HLA-A23 ou
HLA-A24
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ABSTRACT

Introduction: the major histocompatibility complex is considered the most polymorphic
set of genes among mammals. In humans, this set is called human leukocyte antigens.
The genes of this complex are part of the supra-locus on chromosome 6p21, known as
the human leukocyte antigen system, divided into three distinct regions: classes |, Il, and
lll. In this work, our attention falls on the soluble HLA-I molecules. sHLA-I molecules can
be released from the cell surface and found in human plasma associated with f.m
(closed conformation) or in a free form of B.m (open conformation). Their potential as
biomarkers has opened new doors and shown great interest, essentially in
neurodegenerative diseases, which cause cognitive decline and are even disabling at this
level. Despite these advances and the demonstrated relationship with aging, there are
no studies on plasma levels of sHLA-I molecules and their relationship with cognitive

status or dementia in the elderly.

Objectives: to quantify sHLA-I levels in the plasma of elderly people with different
degrees of cognitive impairment and to study the interaction of HLA-A23 or HLA-A24

serotypes and cognitive status with sHLA-I levels.

Methods: in a sample of 56 individuals, divided according to the cognitive impairment
presented, the levels of sHLA-I were quantified using the ELISA Sandwich method. The
results obtained were compared between the different groups and the interaction of
the dementia factor with HLA-A23 or HLA-A24 serotypes was evaluated, considering

statistically significant p values <0.05.

Results: the levels of sHLA-I were higher in the group of elderly with dementia (p=0.028),
or with HLA-A23 or HLA-A24 serotypes (p<0.001) compared to those who did not have
these serotypes, while factors of age or sex revealed no statistically significant influence.
In the group of elderly people with dementia, the percentage with HLA-A23 or HLA-A24
serotypes was about double (39.2%) that was observed in the normal or pre-dementia
group (17.8%), although this difference was not statistically significant. Evaluating the
data using a multivariate model, it was found that high levels of sHLA-I were associated

with an interaction between HLA-A23 or HLA-A24 serotypes and dementia (p=0.003).
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Discussion: concerning the age factor, the results were contrary to expectations, not
finding a relationship between age and high levels of sHLA-I. Regarding sHLA-I levels, it
is suggested that, on the one hand, sHLA-I secretion may reflect an immune response
that is detrimental to cognitive function, or, on the other hand, reflect an
immunomodulatory response triggered in an attempt to counteract the ongoing

neurodegenerative process, taking into account the individual's serotype.

Conclusion: the interaction between HLA-A23 or HLA-A24 serotypes and dementia

proved to be interesting, opening a new door for future investigations.

Keywords: cognitive status, dementia, soluble HLA class I, HLA-A23 or HLA-A24
serotypes
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1.INTRODUCAO



Introducao

Nesta introdugdao sao abordados em primeiro lugar alguns aspetos importantes sobre
antigénio leucocitdario humano (HLA), dando enfoque as moléculas de HLA classe I.
Segue-se uma breve contextualizacdo da deméncia e por fim uma revisao de estudos

onde se investigou o papel das moléculas HLA-I em diversas patologias.

1.1 BREVE INTRODUCAO AS MOLECULAS HLA

O complexo major de histocompatibilidade (MHC) é considerado um conjunto de genes
altamente polimodrfico entre os mamiferos (Radwan et al., 2020). Nos humanos, estes
genes denominam-se antigénios leucocitarios humanos (HLA) e possuem um grande
numero de loci, que codificam genes funcionais. O sistema HLA foi descrito em 1958,
por Jean Dausset que veio a ganhar o prémio Nobel de Medicina ou Fisiologia por esta
mesma descricdo em 1980 (Goldberg & Rizzo, 2015). As moléculas de MHC foram
primeiramente descritas como antigénios de transplantagao, por estarem envolvidos na
rejeicdo de tecidos e associadas a complicacbes relacionadas com a transfusdo.
Posteriormente, entendeu-se que esta regidao do genoma é uma das mais varidveis, e,
portanto, uma das mais complexas do genoma humano, sendo estudada a sua relacdo

com inumeras patologias (Gensterblum-Miller et al., 2018) (Trowsdale & Knight, 2013).

Desde aproximadamente o ano de 2010, a evolucdo da tecnologia usada a nivel
laboratorial e a revolugao da sequenciacao de nova geragao tém contribuido, embora a
um ritmo considerado lento, para uma melhor compreensdo da diversidade ao nivel
genético do MHC nas populagdes, bem como da variacao da regido nao codificante dos

loci HLA (Kulski et al., 2019).

A nivel genético sabe-se que os genes do MHC fazem parte do supra-/oci no cromossoma
6p21 conhecido entdo, como sistema de antigénios leucocitarios humanos (Figura 1). As
moléculas aqui codificadas estdo envolvidas em varios e importantes processos, como a
apresentacdo de antigénios, resposta imune inata e adaptativa, e também na regulacdo

de processos inflamatdrios. Este complexo conta com mais de 200 genes anotados e
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pseudogenes, dividindo-se em trés regides distintas: classes I, Il e lll, que diferem na sua

estrutura (Figura 2) (Shiina et al., 2004).

Cromossoma 6
Regiao HLA
Complexo HLA N
4000 kb
Classe ) mn |
(1]
| =
3
wy 332gR¥@ @ ¥ Q w B
; oSS (S) o 2 4=
Loci &8 &33 SIS]3 % 8 8 & U ESBC E A GF

cenomero 11— HHHHHHHHH!

i

Figura 1. Mapa genético da regido HLA, sua representacdo no cromossoma 6 e as classes em
que se divide (I, 11, ll) (adaptado de Mossad, 2015).

Ao passo que as moléculas de MHC classe | apresentam antigénios as células T que
expressam a glicoproteina de superficie CD8, as moléculas de MHC de classe Il
apresentam antigénios as células T que expressam a glicoproteina de superficie celular
CD4 (Pickle et al., 1993). As moléculas de HLA classe |, ligam-se a peptideos no reticulo
endoplasmatico, enquanto que as moléculas de HLA classe Il ligam-se a peptideos de
antigénios extracelulares em endossomas (Danchin et al., 2004). A regido de classe I,
contém genes ndo imunes, e ainda genes que codificam mediadores de imunidade inata,

como por exemplo o fator de necrose tumoral (Trowsdale & Knight, 2013).
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Figura 2. Comparacdo das estruturas das moléculas HLA classe | e classe Il (Adaptado de
Arosa et al., 2021).

1.2 MOLECULAS HLA cLASSE |

As moléculas HLA classe | estdao expressas na superficie de todas as células nucleadas e
podem ser amplamente subdivididas em duas classes, as cldssicas, que incluem HLA-A,
HLA-B e HLA-C, e as ndo classicas, contendo as moléculas HLA-E, HLA-F, HLA-G, HLA-H.
Estas ultimas sdo menos polimdrficas quando comparadas com as cldssicas (Wyatt et al.,

2019).

Estudos de biologia molecular permitiram revelar a estrutura das moléculas HLA classe
I. Estas sdo heterodimeros com uma estrutura trimérica, constituida por uma cadeia
pesada, que atravessa a bicamada da membrana, ligada de forma nao covalente, a uma
cadeia leve, designada P.-microglobulina e um peptideo com cerca de 8 a 12
aminodcidos (Bjorkman & Parham, 1990). A parte extracelular esta organizada em 3
dominios, al, a2 e a3, sendo este ultimo conservado e os dois primeiros altamente
polimérficos (Figura 3). Devido a variabilidade dos aminodcidos nas regides al e a2,
diferentes moléculas de HLA-I ligam diferentes peptideos (Hewitt, 2003). As moléculas
HLA-I podem apresentar duas conformacdes principais diferentes, a conformacao
fechada, que esta ligada a Bom e o peptideo o, e a conformagdo aberta, onde ocorre a

perda destes ultimos componentes (Arosa et al., 2021).
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Figura 3. llustracdo dos estados conformacionais das moléculas HLA-I. A) conformac&o fechada:
representacdo dos trés dominios associados a uma cadeia leve B.m e um peptideo. B)
conformagdo aberta: dissociacdo da fragao B.m e do peptideo. EC, meio extracelular; IC, meio
intracelular; PM, membrana plasmdtica (Adaptado de Arosa et al., 2021).

Para além da forma membranar, as moléculas HLA classe | podem também existir em
formas soluveis (sHLA-I). Estas por sua vez podem ser de trés tipos distintos: uma forma
pesada, que contém o dominio membranar e é libertada através de vesiculas ou
exossomas secretados pela célula; uma forma produzida por splicing alternativo, que
resulta na auséncia do dominio transmembranar; e uma forma gerada por digestdo

enzimatica (Figura 4) (Arosa et al., 2021) (Kessler et al., 2020).

As moléculas de HLA-I funcionam como recetores de peptideos apresentando-os ao
recetor das células T (TCR) dos linfécitos T CD8 (Figura 5) (Arosa et al., 2007).
Estruturalmente o TCR, é um heterodimero composto por uma cadeia a e uma cadeia
B, com tamanhos semelhantes. Cada uma destas cadeias possui também uma regido
constante e uma variavel. Esta ultima regido é que determina a especificidade para os
antigénios apresentados, sendo que cada linféocito T possui um TCR de uma Unica

especificidade. Para ativacdo dos linfocitos T, ainda é necessario a interacdo de
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moléculas acessdrias coestimuladoras, como é exemplo o recetor CD28 nas células T

que interage com os rcetores CD80 e CD86 expressos pela célula apresentadora de

antigeno (Mariuzza et al., 2019).

Conformagao
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QOO

000004

pS335
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DO0O0000

Moléculas HLA-I soltiveis

Originada de vesiculas ou exossomas
secretados;

Conformagao fechada;

44-46 kDa;

Inserida na membrana plasmatica;
Dominio citoplasmatico presente;
Dominio transmembranar presente.

Originada por splicing alternativo;
Conformagdo fechada;

39-41 kDa;

Dominio citoplasmatico presente;
Dominio transmembranar ausente.

Originada pela atividade de
metaloproteinases;

Conformagdo aberta;

35-37 kDa;

Dominio citoplasmatico ausente;
Dominio transmembranar ausente.

Figura 4. Representacdo das trés formas de moléculas HLA-lI sollveis, origem e suas
carateristicas, sHLA-I, Antigénio leucocitario da classe | humano soluvel. (Adaptado de Arosa et

al., 2021).

CD86 CD28
1
Antigénio
HLA-I TCR
APC i

I

Linfécito T CD8 |

Figura 5. Interacdo entre o HLA-I e o TCR. A célula apresentadora de antigénio (APC) expressa na
sua superficie HLA-I, que interage com o recetor da célula T (TCR) e com a molécula CDS8. Para o
desencadeamento de uma resposta imune, sdo necessarias outras interagGes, como a interagdo
entre os recetores CD86 da célula APC e CD28 do linfécito T (Adaptado de He et. al., 2020).
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1.3 BREVE CONTEXTUALIZACAO DA DEMENCIA

Para o trabalho apresentado, é importante entender alguns conceitos relacionados com
a deméncia. Deméncia define-se como qualquer declinio cognitivo que tenha efeito
suficiente para interferir no funcionamento didrio independente de um individuo (Gale
et al., 2018). A deméncia é geralmente de natureza crénica e progressiva, resultando na
deterioracdo cognitiva. De uma forma geral afeta o pensamento, a membdria, a
orientagao, alinguagem e a compreensao, o que leva a altera¢des de humor, de controlo

emocional e comportamental (Organizacdo Mundial da Saude, 2021).

As causas da deméncia, que se pode apresentar de varias formas, ainda ndo sao
conhecidas de forma clara. Ainda assim, sabe-se que é causada pela interacdo de varios
fatores, como fatores genéticos e fatores ambientais (Figura 6) (Campbell et al., 2013).
A Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) apresenta como comportamentos de risco a
inatividade fisica, o tabagismo, o alcoolismo, e como doencgas com risco associado a
depressao, hipertensao, diabetes e obesidade. Adicionalmente, é também fator de risco
a poluicdo atmosférica, e a falta de acesso a educacdo (Organizacdo Mundial da Sadde,

2021).

Dados da OMS apontam para que, em 2019, aproximadamente 55,2 milhdes de pessoas
vivessem com deméncia. Nesse mesmo ano, a deméncia foi a sétima causa de morte em
todo o mundo, resultando em aproximadamente 28,3 milhGes de mortes.
Relativamente a Europa, a OMS estima uma prevaléncia de 6,5% em pessoas com idade
superior a 60 anos. Estes niumeros, relativamente a populagdo europeia, representam
uma especial preocupacado, pois a Europa é regido com nimeros de prevaléncia mais
elevados, quando comparados com o resto do mundo, como por exemplo com a Asia
(prevaléncia aproximada de 2,9%). Estimativas para 2050, apontam para um numero
total na populacao global de cerca de 139 milhdes, duas vezes mais do que o reportado

em 2019 (Organizacao Mundial da Saude, 2021).

24



Introducao
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Figura 6. Processo de desenvolvimento de deméncia (Adaptado de Chaves et al., 2008).

1.4  INFLUENCIA DAS MOLECULAS HLA-I EM DIFERENTES PATOLOGIAS

1.4.1 Doengas neurodegenerativas

Os biomarcadores seroldgicos para doengas neurolégicas sdao ansiosamente procurados
e aguardados, devido ao seu caracter menos invasivo (quando comparado com o liquido
cefalorraquidiano, por exemplo) e menos caro (quando comparado com técnicas
imagiologicas como tomografia). Estudos em modelos animais mostraram que as
moléculas MHC-I, além das suas importantes fun¢des no sistema imunoldgico, também
parecem ter um papel regulador na atividade cerebral (Oliveira et al., 2004). Assim,
numerosos estudos tém mostrado o envolvimento das moléculas MHC-I no
desenvolvimento neuronal e na plasticidade sinaptica (Cebrian et al., 2014) (Elmer e
McAllister, 2012). Para além disso, foi também ja mostrado que os niveis de f.m no
sangue aumentam com a idade e que a injecdo exdgena de B,m em ratinhos jovens
impede a neurogénese e a funcdo cognitiva (Smith et al., 2015). Em humanos foi
reportado que doentes de Alzheimer exibiam niveis mais elevados de B.m plasmatica
do que controlos sem declinio cognitivo (Dominici et al., 2018). Recentemente,
encontrou-se uma maior prevaléncia do serotipo HLA-B8 em idosos com declinio

cognitivo do que em idosos sem declinio cognitivo (Esgalhado et al., 2020).
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Na desafiante doenga de Alzheimer (DA), a causa mais comum de deméncia, cujo
mecanismo patoldgico ainda tem muitos caminhos por desvendar, foi j4 mostrado o
importante papel das moléculas HLA-I. Em 2006 Listi et al., mostraram que o alelo HLA-
A2, é um alelo de risco para o desenvolvimento da doencga de Alzheimer, uma vez que a
sua prevaléncia era superior nestes doentes quando comparado com controlos
saudaveis (Listi et al., 2006). Outro estudo mostrou que os doentes de Alzheimer
portadores do alelo HLA-A2, tiveram um inicio de doenca 2,4 anos mais cedo do que os
nao portadores (Ma et al., 2008). Por outro lado, o alelo HLA-A1 revelou estar associado

a um inicio mais tardio da doenga de Alzheimer (Guerini et al., 2009).

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegerativa, caracterizada
essencialmente por tremores grosseiros e rigidez muscular (Reed et al., 1983), cuja
etiologia e mecanismos associados ao declinio cognitivo nestes doentes ainda ndo sao
claramente explicados (Aarsland et al., 2021). Um estudo de Payami e colaboradores
mostrou que o hapldtipo contendo alelos HLA-B7-Cw7 estd associado positivamente
com o risco de desenvolver doenca de Parkinson, enquanto que o alelo HLA-Cw3

apresentou-se como um alelo protetor (Weissmann et al., 2013).

A esclerose multipla (EM) continua a ser uma patologia com processos pouco
conhecidos, e a necessitar de novas estratégias de tratamento (Doshi e Chataway, 2016).
O estudo de biomarcadores que a ela possam estar associados, revela-se de grande
importancia para melhor conhecimento da patologia, do seu curso natural e, assim,
poder atuar ao nivel da prevencao e do tratamento. Os mecanismos autoimunes sdo, de
facto, preponderantes no curso desta doenca, e é pertinente associar os niveis de sHLA-
| com a esclerose multipla. Um estudo mostrou que as concentracoes séricas destas
moléculas eram maiores em doentes com esclerose multipla do que em individuos
saudaveis (Filaci et al., 1997). A nivel genético, alguns alelos HLA-I revelaram conferir
risco (HLA-A3 e HLA-B7), enquanto que outros revelaram-se protetores (HLA-A2 e HLA-
B44) para a esclerose multipla (Martin et al., 2021). Dois estudos com a colaboracdo de
Fainardi em 2002 e em 2006, avaliaram a relacdo de moléculas séricas de HLA-l com a
esclerose multipla. Ambos relataram uma maior concentracdo de sHLA-I no soro de
doentes com esclerose multipla quando comparados com controlos sauddveis (Tabela

1) (Fainardi et al., 2002) (Fainardi et al., 2006).
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1.4.2 Doengas infeciosas

No ambito das doengas infeciosas, parece também existir uma relagao entre moléculas
sHLA-I e o curso da doenca infeciosa. As células natural killer (NK) tém um papel chave
na resposta imune antiviral e a sua fun¢do é regulada pela interagdao dos recetores
inibitérios das células NK e as moléculas de MHC classe |. Com efeito, estas interacdes
influenciam o curso de doengas infeciosas, assim como a sua resposta a terapéutica. Em
doentes com infecdo persistente pelo virus da hepatite C, mostrou-se uma tendéncia
para frequéncias baixas do gendtipo HLA-C2C2 (homozigdtico para C2) e interagdes
fortes a moderadas do complexo NK-HLA (Montes-Cano et al., 2005). Relativamente a
infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), foi ja demonstrado que as
moléculas de sHLA-I funcionam como inibidores das propriedades funcionais de células
dendriticas, que desempenham papéis criticos na gestdo de respostas imunes (Huang et
al., 2012). Ainda, nesta area, o acompanhamento ao longo de varios anos de doentes
positivos para VIH, onde foi monitorizado os niveis sHLA-I no soro, mostrou-se a
existéncia de uma correlagdo entre o aumento destas moléculas e a progressao da
doenca, sugerindo a utilidade do estudo destas moléculas para inferir sobre o

progndstico da doenca (Tabela 1) (Puppo et al., 1994).

Em 1994, foi também encontrada uma associa¢do da tuberculose com os niveis séricos
de sHLA-I, sendo que individuos com esta patologia, apresentaram uma média superior
da concentragao de sHLA-I, comparativamente com um grupo de individuos sem a

doenca (Tabela 1) (Inostroza et al., 1994).

1.4.3 Medicina transfusional

Sendo que o sucesso do transplante de células hematopoéticas é influenciado pela
incompatibilidade de HLA e variacdo da regido do MHC, para além de outros fatores, o
estudo das moléculas de sHLA-I tem também, desde ha algum tempo, revelado ter
impacto na area da transplantacdo (Petersdorf, 2013). Rheynes et al. verificaram que
aumentos transitorios de sHLA-I ocorreram em casos de rejeicdo ou infecdo pos

transplante, existindo um aumento de sHLA-I em 80% das rejeicdes ocorridas e em 83%
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dos episddios de infecao desenvolvidos nos doentes transplantados (Rheynes et al.,

1993).

1.4.4 Outras doengas inflamatdrias e cancro

Os niveis de sHLA-I tém sido investigados noutras doencas inflamatdrias (Tabela 1). Em
1998, um estudo cuja amostra incluia individuos de diferentes etnias, mostrou existir
maiores niveis séricos de sHLA-I em doentes com lUpus eritematoso do que no grupo
controlo ou outras doencas reumaticas, e sugeriu que a secrecdo de sHLA-I parece diferir
entre varias patologias reumaticas assim como entre os diversos grupos étnicos (Wolf
et al., 1998). Posteriormente, num estudo conduzido por Muioz-Fernandez et al. em
2001 associou a presenca de moléculas sHLA-I a artrite reumatoide, sendo que a
concentracdo sérica destas moléculas nos doentes foi superior a concentragdo no grupo

controlo, porém sem atingir significancia estatistica (Mufioz-Fernandez et al., 2001).

Patologias dermatoldgicas tém sido também alvo de estudo relativamente a sua relacdo
com moléculas sHLA-I. Na dermatite atdpica a concentracdo média de sHLA-I revelou
estar significativamente elevada nos doentes comparativamente aos controlos (Moore

et al., 1997).

Para além das patologias mencionadas anteriormente, em 2004, Heiligenhaus et al.,
mostraram que a concentragao de moléculas sHLA-I em doentes com uveite anterior
(UA) estava significativamente aumentada comparativamente ao grupo controlo

(Heiligenhaus et al., 2004).

Muitos estudos tém-se focado na quantificacdo de sHLA-I em diversas patologias
malignas sdlidas ou hematoldgicas, por isso nao foi inserido nesta introducao,

remetendo-se para o artigo de revisao de Kessler et al. (Kessler et al., 2020).

28


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mu%C3%B1oz-Fern%C3%A1ndez+S&cauthor_id=11752506
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mu%C3%B1oz-Fern%C3%A1ndez+S&cauthor_id=11752506

Introducao

1.5 MOLECULAS DE HLA-I E O ENVELHECIMENTO

Relativamente ao envelhecimento, apenas se encontrou um estudo que mostrou um
aumento dos niveis séricos de moléculas sHLA-I em pessoas com idade superior a 50

anos, comparando com um grupo de pessoas mais jovens (Le Morvan et al., 2001).

Porém, como vimos nos pardgrafos anteriores, o estudo de moléculas sHLA-I tem dado
contributos importantes no estudo de patologias infeciosas, a nivel da medicina
transfusional e outras doencas inflamatdrias e cancro. Curiosamente, ndo encontramos
qgualquer estudo que relacionasse diretamente as moléculas sHLA-I com deméncia ou
estados cognitivos. Apenas encontramos um estudo sobre moléculas sollveis de HLA-E
(HLA-I ndo-classica), que reportou niveis aumentados em doentes com esquizofrenia e
doenca bipolar (Boukoauci et al., 2021). Assim, é pertinente estudar moléculas sHLA-I e
a sua relacdo com o estado cognitivo, sendo este um dos objetivos do presente estudo,
podendo vir a dar um contributo importante e inovador numa area pouco explorada de

biomarcadores sanguineos associados ao declinio cognitivo.
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Tabela 1. Moléculas HLA de classe | cldssicas sollveis no plasma ou soro no envelhecimento ou em doencas selecionadas.

Patologia/ Amostra Tipo de Anticorpo  Anticorpo de Padréo Niveis de SHLA-I  Niveis de sHLA-1 nos  Conclusdes Referéncia
condicéo (n/idade, anos)  amostra  de captura  detegdo em pacientes controlos
MédiatEMP ou Média£EMP ou DP
DP (ng/ml)
(ng/ml)
Artrite AR 122/ 55 (22-  Soro W6/32 Anti-B,m HLA solubilizado 1209 + 920 1060 + 600 A concentragdo média de SHLA-I foi Mufioz-Fernandes et
reumatoide 79) monoclonal com papaina ligeiramente maior em doentes com AR do al. 2001
66/ semelhante que no grupo controlo, mas nédo atingiu
AR significancia estatistica.
Dermatite DA 14/3,7+2,6  Soro W6/32 Anti-B,m HLA-B27 solGvel 2070 + 1140 1000 + 220 Os niveis de SHLA-I estavam Moore et al. 1997
atépica C2717,9+2,7 policlonal liofilizado significativamente aumentados em doentes
com dermatite atépica comparativamente
com controlos (p<0,0001).
Envelheci- Meia Plasma W6/32 Anti-Bm Plasma normal 429 +301 126 £ 85 O sHLA-I estava significativamente Le Morvan et al.
mento idade/idosos policlonal agrupado contendo aumentado no grupo de idosos (p=0,00001). 2001
45/>51 uma concentracao
Jovens 35<50 conhecida de SHLA
Esclerose EM 46/36 Soro W6/32 Anti-Bm ND 2300 + 1900 1400 + 1100 As concentragdes séricas de SHLA-I foram
multipla C 20/ND monoclonal significativamente maiores em pacientes Filaci et al. 1997
(NAMB-1) com esclerose multipla do que em individuos
saudaveis (p<0,05).
EM 103/ Soro W6/32 Anticorpo Antigénios HLA 1872 + 749 517,9 £ 343,0 Os niveis de sHLA-I foram maiores na EM Fainard et al. 2002
39,5+11,8 monoclonal anti- soluveis liofilizados do que nos controlos (p<0,05).
C 82 /41,674 HLA classe |
EM 103/ Soro W6/32 Anti- B,m Antigénios HLA 872 +749 517,99 + 343,0 O sHLA-I sérico foi significativamente Fainardi et al. 2006
39,59+11,8 policlonal soluveis liofilizados maior em pacientes com EM do que em
C 82/ND controlos (p<0,05).
HIV HIV 320/ND Soro Q6/64 Anti-B,m HLA-I purificado a >5000 (ND) ~2000 (ND) Niveis mais altos em pacientes com HIV do Puppo et al. 1994
C 45/ND policlonal partir de PBMCs que controlos (p<0,0001).
Lupus LE 128/ ND Soro W6/32 Anti- Bom HLA-ABC 486 (ND) 254 (ND) A concentragdo de sHLA-I foi Wolf et al. 1998
eritematoso C 189/ND monoclonal purificado do significativamente maior nos doentes LE,
(L368) liquido peritoneal comparado com o grupo controlo
(p<0,0001).
Tuberculose  T60/35(15a Soro W6/32 Anti-B.m HLA-B27 solavel 1304 +110 990 + 160 Os niveis de sSHLA-I foram Inostroza et al. 1994
74) policlonal liofilizado significativamente superiores em doentes
C 55/32 (25- comparados com os controlos (p<0,0001).
42)
Uveite UA 60/ND Plasma W6/32 Anti-Bm HLA-B27 720 + 60 610 + 40 A niveis de SHLA-1 em doentes com UA Heiligenhaus et al.
anterior C 128/ND policlonal recombinante foram significativamente maior do que nos 2004

controlos (p=0,03).

AR, artrite reumatoide; C, controlo; DA, dermatite atdpica; DP, desvio padrdo; EM, esclerose multipla; EPM, erro padrdo da média; HIV, virus da imunodeficiéncia humana; HLA,

antigénio leucocitario humano; LE, [Upus eritematoso; n, nimero de voluntdrios; ND, ndo disponivel; PBMC, células mononucleares do sangue periférico; T, tuberculose; UA, uveite

anterior;
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Objetivos

Este projeto teve por objetivo investigar se os niveis de moléculas HLA-I soltveis no
plasma poderdo ser utilizados como biomarcadores de défice cognitivo em idosos da
Beira Interior e em especifico, pretende-se também relacionar estes niveis com possiveis

serotipos e diferentes graus de deméncia.

Assim, os objetivos especificos sao:

1. Quantificar os niveis sHLA-I no plasma de idosos com diferentes estados
cognitivos.
2. Estudar a associacao entre os serotipos HLA-I, o estado cognitivo e os

niveis plasmaticos de sHLA-I.
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Materiais e métodos

3.1  OBTENCAO DE AMOSTRAS

Para este projeto de investigacdo foi utilizada uma amostra de 56 idosos (de um total de
86 voluntdrios) de lares e centros de dia da Regido da Beira Interior (EBIcohort,

https://icon-cics. weebly.com/ebicohort-english.html).

Foram obtidos dados demograficos dos participantes, como a idade e sexo através de
um questiondrio. Estes dados foram armazenados de acordo com os regulamentos de
protecao de dados e diretrizes legais. Todos os participantes, ou seu representante legal,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1). O estudo regeu-se
pelos principios da declaracdo de Helsinquia e teve aprovacgdo pela Comissdo de Etica

da Universidade da Beira Interior ( CE-UBI-Pj-2017-012).

Os voluntdrios foram avaliados por uma equipa especializada que caracterizou o estado
cognitivo dos idosos, usando a Escala de Deterioracdo Global (GDS) (Reisberg, 2007), a
versao revista do Exame Cognitivo de Addenbrook (ACE-R) (Amaral-Carvalho &

Caramelli, 2012) e informacao clinica.

Os critérios de exclusdao aplicados foram: infecdes diferentes do citomegalovirus,
doentes com acidente vascular cerebral prévio, doengas autoimunes, neoplasias,
doencas psiquiatricas, epilepsia, trauma ou auséncia de dados, que de diferentes formas

podem interferir nos resultados em estudo.

Numa fase inicial os idosos foram divididos em trés grupos: A) idosos sem défice
cognitivo, com estdgios 1 ou 2 na GDS, com pontuacao ACE-R indicativa de auséncia de
défice cognitivo e sem indicagdes clinicas de doencas envolvendo perda de capacidade
cognitiva (NCI, n=13); B) idosos com défice cognitivo leve, que apresentaram estagio 3
na GDS e com valores na ACE-R ligeiramente abaixo do minimo considerado normal
(MCI, n=15); C) idosos com défice cognitivo moderado a severo, com estagios 4 ou
superior (Cl, n=28), que incluiam 19 idosos que realizaram o teste ACE-R e 9 idosos com
informacdo clinica indicativa de deméncia ou de doenca de Alzheimer, aos quais nao foi
possivel aplicar o teste ACE-R. Seis dos 28 idosos com comprometimento cognitivo

estavam diagnosticados com doenca de Parkinson. Numa fase mais avangada do
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trabalho de investigagdo, os grupos iniciais foram refeitos, essencialmente por dois
motivos. Primeiro, depois de realizada uma andlise de clusters da amostra, com o
método Two Step, foram criados dois grupos com qualidade razodvel (medida de
silhueta de 0,3). Um grupo incluia todos os voluntarios sem défice cognitivo ou com pré-
demeéncia, e o outro os doentes com défice cognitivo moderado a severo. O segundo
motivo foi que nos anteriores grupos A) e B) havia apenas 3 e 2 individuos com HLA-A23
ou HLA-A24, respetivamente. O reagrupamento dos individuos, permitiu também juntar
num sé grupo estes casos (aumentado o seu numero para 5), permitindo aumentar o
numero e assim avaliar estatisticamente a interagao entre as varidveis serotipos HLA-
A23 ou HLA-A24 e a deméncia, sendo estas varidveis de relevante e primordial interesse
na investigacdo. Assim sendo, os idosos dos grupos A) e B) fundiram-se num sé, ficando
a amostra agrupada em dois grupos: normal ou com pré-deméncia (N/pD, n=28) e

Deméncia (D, n=28).

As amostras de sangue foram colhidas em tubos EDTA, foi atribuido um cédigo de
identificacdao e foram processadas poucas horas apds a sua colheita, para obtencao de
plasma. O sangue total foi centrifugado a 3000 rotacdes por minuto (rpm), durante 15
minutos a temperatura ambiente. O plasma obtido foi, novamente, centrifugado a 6000
rom durante 5 minutos, e aliquotas de cerca de 1 ml foram criopreservadas numa arca
a -80 °C, para estudos posteriores. Os idosos também ja estavam caracterizados para os
serotipos HLA-I (usando o kit Onelamda LABTypeSSO e tecnologia Luminex) e a

seropositividade para o citomegalovirus (por ELISA) (Esgalhado et al., 2020).

3.2  QUANTIFICACAO DAS MOLECULAS SHLA-I

Os niveis das moléculas sHLA-I foram quantificados no plasma pelo método
imunoenzimatico ELISA sandwich (Figura 7) seguindo as especificacdes do fornecedor
bio

para os reagentes utilizados e para o protocolo. Foi utlizado o kit W6/32-anti-B.m

ELISA (HLA Protein/Pure Protein, LLC, OK, USA), sendo um método de ELISA de fase
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sélida para a determinagdo qualitativa e também quantitativa de proteinas sollveis,

baseado em dois anticorpos que se ligam a epitopos diferentes na proteina HLA-I.

O anticorpo W6/32 é um dos anticorpos monoclonais mais usados para caracterizar
moléculas de histocompatibilidade de classe | humanas. O paratopo deste anticorpo é
direcionado contra um determinante monomoarfico que reconhece apenas moléculas
complexadas com a B.m e o peptideo, e estruturalmente intactas. E produzido em
murganhos e provém de um hibridoma. Por sua vez, o anticorpo anti-B2m humana
biotinilado é policlonal e reconhece a B.m livre e complexada, sendo proveniente de
coelho. As ligacBes destes anticorpos as moléculas sHLA-I estdo representadas nos

passos 2 e 3 da Figura 7.

Yy, %Y NV

Passo 1. Adsorcdo do anticorpo

Passo 2. Ligacdo das moléculas Passo 3. Ligac&o do anticorpo

de captura W6/32 a placa. ! L N
P / P HLA1 20 anticorpo W6/32. antl:Blm biotinilado &
subunidade B2m do HLA-I.

O @ 5@ 5@
X X X X
3

v Y ¥

i

Passo 4. Ligacdo do complexo Passo 5. Geracdo de sinal
avidina-peroxidase biotinilada, ao
anticorpo anti-B2m biotinilado.

__/

A4 Anticorpo de captura HLAY Anticorpo anti- @ complexo avidina- Substrato
‘ WE/32 B2m bietinilado M peroxidase biotinilada OPD

Figura 7. Representacdo do método utilizado. Diferentes passos ocorridos na realizacdo da

técnica de ELISA para quantificacdo de sHLA-I (HLA Pure Protein, 2021).
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No final a intensidade do complexo colorido produzido é proporcional a concentragao
de sHLA-I presente nas amostras e padrdes. A absorvancia do complexo de cor é entdo
medida, e os valores obtidos para cada padrao permitem gerar uma curva padrao. Esta
curva padrao pode ser usada para determinar com precisdao a concentracdao de sHLA-I
em qualquer amostra testada. Apresenta-se, a seguir, os oito passos principais

necessarios para a realizagdo do protocolo.

3.2.1 Revestimento

Inicialmente, foi necessdrio preparar a solucdao de revestimento. Para tal diluiu-se o
anticorpo de captura monoclonal W6/32 para ficar a concentragdo final de 12,5 pug/ml
em tampao de revestimento de fosfato (10 mM NaH,POs, 10 mM Na;HPOa, pH 7,2). Esta
solucdo foi vertida num recipiente de solucdo com fundo em V (Thermo Scientific™
8094) adequado para pipetar com pipeta multicanal e, de seguida, foi pipetado 100 pl
de solucdo para cada poco de uma placa de ELISA de 96 pocos de fundo raso (NuncTM
439454 Immuno 96-Well, Flat-Bottom Wells, MaxiSorp Treated Clear Polystyrene for
Solid Phase Immuno Assays). Bateu-se suavemente a placa para garantir que a solucdo
fosse distribuida uniformemente dentro de cada poc¢o. Selou-se a placa com uma
pelicula selante para microplacas (Thermo Scientific™ ASF0020100) e deixou-se a

incubar durante a noite a 4 °C.

No dia seguinte, removeu-se a solucdo de revestimento invertendo e sacudindo a placa
na pia de laboratério. Para remover os Ultimos vestigios de solu¢do, enxugou-se a placa
invertida sobre papel absorvente de laboratdrio. A remog¢do completa da solugdo e a
lavagem eficaz em cada etapa é essencial para minimizar possiveis ruidos de fundo

indesejados.

Prosseguiu-se com 5 ciclos de lavagem. E cada ciclo utilizou-se 200 ul de tampao de
lavagem TPBS (PBS 1x: 8,1 mM NazHPOa, 1,47 mM KH2PQO4, 137 NaCl, 2,68 mM KCI, pH
7,4 + 0,05% Tween-20) em cada pogo secando sempre a placa no final, com ajuda de

papel absorvente.

37



Materiais e métodos

3.2.2 Bloqueio

Depois do anticorpo de captura W6/32 estar ligado ao fundo do pogo procedeu-se ao
bloqueio que permite a saturagao dos locais de ligagdo livres na placa, para evitar ruido
de fundo indesejado. Assim verteu-se 20 ml de tampao de bloqueio 3 % BSA (em PBS
1x) num recipiente de solu¢do de fundo em V, e com a pipeta multicanal, colocou-se 200

ul em cada pogo da placa.
Selou-se novamente a placa e incubou-se 2 horas a temperatura ambiente.

Apds incubacgdo lavou-se 5 vezes, como o descrito anteriormente.

3.2.3  Preparagdo do padrdo

Para determinar a quantidade absoluta de sHLA-I, os valores sdo comparados com uma
curva padrdo. E necessario e fundamental que, as diluicdes do padrdo abranjam o maior

intervalo de concentragdes requeridas pelo ensaio.

O padrao utilizado foi a proteina recombinante e truncada do antigénio leucocitario
humano (sHLA-A*02:01) a 1,0 pg/ml (HLA1stD024, lote #024, HLAProtein/Pure Protein
LLC). Prepararam-se sete duplicados de diluicbes deste padrao (960, 320, 160, 80, 40,
20, 10 ng/ml) em 3% caseina (Cat. # 40320024-1 BioPLUSTM, bioWORLD, OH, USA) e,
aplicou-se 50 ul em cada pocgo nas duas primeiras colunas da placa de ELISA (Figura 8).
Nos ultimos dois pogos (H1 e H2) aplicou-se apenas 50 ul da solugao 3% caseina, sendo
referenciada como concentragdo 0 ng/ml e funciona como controlo negativo na nossa

experiéncia (branco).

50 pl
por pogo
A | 960 960

B 320 320

C 160 160

D 80 80
E 40 40
F 20 20
G 10 10
H 0 0

Figura 8. Representagdo esquematica da aplicagdo das diluigdes do padrdo na placa de ELISA.
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3.24 Preparac¢do das amostras

De forma a garantir uma quantificacdo precisa e para que estejam dentro da gama da
curva padrao, as amostras devem ser avaliadas usando dilui¢des seriadas. Estas diluicdes

sdo, também, realizadas com tampao de caseina a 3%.

As amostras de plasma foram descongeladas e mantidas em gelo. Depois de
descongelar, foram novamente centrifugadas durante 5 minutos a 6000 rpm. Numa
placa de mistura (placa de 96 pogcos com fundo em U, HTS MS-9096MZ), as amostras
foram diluidas de 2 a 256 vezes, colocando em cada poco 60 ul de solvente, e na primeira
linha da placa 60 pl de cada amostra (obtendo a primeira diluicdo de 2 vezes (Figura 9)),
e transferindo sucessivamente da linha anterior 60 ul para a préxima, obtendo diluicGes

em série das amostras. Para a placa de ELISA original foi transferido 50 pl para cada

poco.

Apds aplicacdao dos padrdes e das amostras, selou-se novamente a placa e incubou-se

durante 1 hora a temperatura ambiente.

A | PD
l 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 || Solvente
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2 \
B 4 '“.
c 8 M
D 16 H
F 64 %
H 256 ’

Figura 9. Representacgdo das diluicdes seriadas das amostras na placa de mistura.
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3.2.5 Incubagdo com anticorpo de detegdo

Misturou-se o anticorpo anti-B,mP° (625 pg/ml, HLA Protein/Pure Protein LLC) com 3%
BSA, num tubo de tipo Falcon em polipropileno de 15 ml, diluindo-se 1:500 para uma
concentragdo final de 1,25 pg/ml. Lavou-se novamente cinco vezes a placa como
descrito anteriormente. De seguida adicionou-se a solugdo de anticorpo de detegao
diluido num recipiente de solugao com fundo em V, e com uma pipeta multicanal
pipetou-se par a placa de ELISA 50 ul por pogo. Selou-se de novo e incubou-se durante

1 hora a temperatura ambiente.

De imediato preparou-se a solucao de detecdo (ver ponto seguinte).

3.2.6  Preparagdo do complexo avidina/peroxidase biotinilada e incubagdo na
placa

Preparou-se de imediato a soluc¢ao de detec¢do, adicionando 25 pul de reagente A e 25 pl
de reagente B (VECTASTAIN Elite ABC- HRP Kit, Peroxidase, PK-6100, Vector
Laboratories, CA, USA) em 10 ml de PBS 1x. Esta solugdo requer uma pré-incubacdo de
1 hora a temperatura ambiente antes de ser utilizada. O reagente de marcacdo ABC é
um complexo de avidina e peroxidase de rabano biotinilada capaz de se ligar a biotina

do anticorpo de detec¢3o anti-B.mP°, e gerar uma reac3o colorimétrica.

Lavou-se de novo a placa, e apds a pré-incubacao da mistura ABC, aplicou-se na placa
de ELISA 100 ul por poco. Selou-se novamente e incubou-se novamente 1 hora a

temperatura ambiente.

3.2.7 Reagdo do substrato, desenvolvimento de cor e paragem da reagao

Para preparar a solucdo de substrato, dissolveu-se um comprimido de dihidrocloreto o-
fenilenediamina (OPD, ThermoFisher Scientific, Cat. #34006, MA, USA,) em 12,5 ml de
tampao citrato fosfato (50 mM NaxHPO4 e 25mM citrato, pH 5,0) e adicionou-se, apds a

dissolucdo completa, 5 pl de perdxido de hidrogénio a 30%.

40



Materiais e métodos

Realizou-se novamente os 5 ciclos de lavagem, e adicionou-se a cada pog¢o 100 ul da
solugdo de substrato. Incubou-se durante exatamente 15 minutos a temperatura

ambiente ao abrigo da luz, devido a fotossensibilidade dos reagentes utilizados.

Para parar a reacdo, utilizou-se uma solu¢do STOP (3N HS0a), aplicando-se 100 pl em

cada pocgo. A cor obtida no final variou entre o amarelo-claro e o castanho-alaranjado.

3.2.8 Leitura de resultados e analise de dados

Levou-se a placa ao espetrofotémetro para leitura da absorvancia num comprimento de
onda de 490 nm. O equipamento utilizado foi o espetofetémetro de absorvancia de
microplacas da BioRad (BioRad Mark™ Microplate AbsorbSpectrophotometer, BioRad,
CA, EUA) e o software “Microplate Manager 6.3” (BioRad). Na Figura 10 encontra-se um

resumo de todo o processo utilizado.

Preparagao e Preparagao e
Revestimento Bloqueio aplicagdo do aplicagdo das
padrdo amostras

Incubacdo do
Desenvolvimento Reagdo do complexo avidina /

Incubagdo com
anticorpo de

de cor substrato peroxidase =
detecgdo

biotinilada

Leitura de

Paragem da reagao
g ¢ resultados

Figura 10. Resumo do protocolo utilizado para quantificagdo das moléculas sHLA-I pelo método
de ELISA.

A andlise dos dados foi feita nos programas GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
CA, USA) e Microsoft Excel. Foram construidas curvas de dose-resposta usando
regressoes logisticas de 4 parametros (4PL). As curvas ajustadas de cada placa de ELISA

foram construidas e sobrepostas num unico grafico para comparagao visual. Assim, os
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dados experimentais foram colocados num grafico com o eixo horizontal (eixo x)
representando aos logaritmos das diferentes dilui¢gdes, e as respostas (medidas) no eixo
vertical (eixo y), representando a percentagem do sinal maximo para cada diluicdo
experimental. A medida de concentracdo de sHLA-I (ng/ml) foi retirada e calculada a
partir de metade das concentracdes maximas efetivas (ECso), que se referem a
concentragdo de sHLA-I que induziu uma resposta a meio caminho entre a assintota

inferior e superior, e que é o ponto com maior precisdo para o cdlculo da concentracao.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram colocados numa base de dados, juntamente com outras

varidveis da amostra em estudo (idade, sexo, serotipo HLA-I, etc.).

Na andlise estatistica, para expressar as variaveis continuas utilizou-se a média * erro
padrdo da média (EPM) e a mediana, minimo e maximo (min-max). Foi usado o teste de
Kolmogorov Smirnov para avaliar a normalidade das varidveis continuas. As varidveis
continuas foram comparadas entre os trés primeiros grupos definidos (NCI, MCI, Cl),
através da andlise de variancia ANOVA unidirecional para varidveis com distribuicdo
normal (idade), e a andlise Kruskal-Wallis para variaveis sem distribuicdo normal (sHLA-
[). Para comparar os grupos no que diz respeito as varidveis serotipo HLA-I, sexo e
seropositividade para CMV, foi utilizado o teste exato de Fisher-Freeman-Halton para
tabelas de contingéncia ndo 2x2 (NCI, MCl ou Cl) ou o teste exato de Fisher para tabelas
de contingéncia 2x2 (NpD ou D). Para examinar as correlacdes entre a variavel sHLA-I e
a idade, recorreu-se a correlacdo de Spearman. Para subdivisdo da nossa amostra em
dois grupos (normal/ pré-deméncia e deméncia) foi realizado o método two step (dois
passos), utilizando duas variadveis categoricas (estado cognitivo e serotipo HLA-I) e duas
variaveis continuas (sHLA-I e idade). O teste U-Mann-Whitney foi usado para comparar
a diferenca nos niveis moléculas sHLA-I entre dois grupos, e a analise de covariancia
(ANCOVA) utilizada para examinar a influéncia da idade, deméncia e serotipos HLA-I nos
niveis de sHLA-I. Os niveis de sHLA-l também foram comparados entre os quatros grupos

definidos de acordo com a presenca de serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e a deméncia,
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isto é Ndo/N3do; Ndo/Sim; Sim/N&o; Sim/Sim, utilizando a ANCOVA com o teste Post Hoc

de Gabriel.

A analise estatistica realizou-se com recurso ao software IBM SPSS Statistics (versao 26,
IBM) O valor de p admitido para significancia estatistica foi p <0,05.0s gréficos,
apresentados ao longo do trabalho, foram realizados utilizando o software GraphPad

Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA).

43



Resultados

4. RESULTADOS



Resultados

4.1  ESTRATEGIA PARA QUANTIFICACAO MOLECULAS SHLA-

Na Figura 11 encontram-se ilustrados os resultados de uma experiéncia exemplificativa
da estratégia usada para a quantificagdo de moléculas sHLA-I no plasma. A disposi¢cao
das dilui¢des do padrdo, das amostras e do branco esta indicada na Figura 11 A).
Primeiro representou-se graficamente as absorvancias em fun¢do das concentragdes do
padrdo (Figura 11 B) e das amostras (ndo mostrado). Apds isso, construiu-se um segundo
grafico (C) representando a percentagem do sinal maximo, obtido para cada dilui¢do (no
eixo dos y), e o fator de diluicdo numa escala logaritmica, no eixo dos x. Desta forma
obteve-se uma curva sigmoidal para o padrao e para cada uma das amostras. As curvas
do padrdo e das amostras foram colocadas sobrepostas no mesmo grafico para uma
comparacao visual. Para chegar ao valor da concentracdo de sHLA-I, utilizou-se o valor
logECso, que corresponde a metade da concentracdo efetiva maxima e comparou-se
com a curva do padrdo (curva vermelha no gréafico C), que é tomado como referéncia. O
calculo do logaritmo da concentragao de cada amostra é deduzido através do desvio que
apresenta relativamente ao padrdo. A qualidade ajuste para as curvas de titulacdo
sigmoidal foi R sempre superior a 0,9. No caso da Figura 11, o valor da concentracdo na
ECso do padrdo foi de 217,0 ng/ml. Tomando como exemplo a amostra 10, a qual tem
um desvio no logECsp igual a 0,521 face a referéncia do controlo [LogECso (amostra) —
LogECso (referéncia)], correspondendo a um fator de desvio de 1070,521 = 3,322, e desta
forma calculou-se a concentragdo: 3,322*217,0 ng/ml = 720,8 ng/ml. Este método de
quantificacdo foi realizado para todas as amostras e assim a aborvancia lida foi
convertida na concentracdao de sHLA-I para cada amostra dos grupos em estudo, e

posterior tratamento estatistico com as varidveis deste trabalho.
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Figura 11. Estratégia para determinagdo da concentragdo sHLA-I no plasma. (A) Representagdo
de uma placa de ELISA no final do processo; (B) Grafico das absorvancias lidas (eixo dos y) para
cada uma das concentragées do padrao (eixo do x); (C) Grafico da percentagem do sinal maximo
lido (eixo do y), em fungdo do logaritmo das diluigdes (eixo do x). sHLA-I, Antigénio leucocitario
da classe | humano soluvel.

4.2 CARATERIZACAO DEMOGRAFICA, BIOQUIMICA E GENETICA DA AMOSTRA EM ESTUDO

A Tabela 2 resume os dados demograficos, bioquimicos e genéticos principais dos
voluntdrios em estudo, e a diferengas das varidveis estudadas entre os trés grupos em
gue se dividia a nossa amostra, com respetivo valor de p obtido. Caracterizando a
amostra em estudo, os 56 individuos estudados tinham idades compreendidas entre 64
e 101 anos, com uma média+EPM de idades de 83,3+1,1 anos de vida. Relativamente a
idade, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos
de voluntarios, sendo o expectdvel tendo em conta que a nossa amostra é no seu todo

constituida por individuos idosos.

Do total dos individuos em estudo, 39 (69,6%) sao do sexo feminino e 17 (30,4 %) sao

do sexo masculino. A varidvel sexo apresentou significancia estatistica entre grupos,
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sendo percetivel uma maior frequéncia de voluntarios do sexo feminino no grupo com
comprometimento cognitivo (Cl). Relativamente a varidvel seropositividade para
citomegalovirus (CMV), a diferenca entre grupos ndo foi significativa tendo em conta
que apenas um (pertencente ao grupo NCI) dos 56 individuos é negativo. Relativamente
a concentracdo de sHLA-I apesar de ndo apresentar significancia estatistica entre os trés
grupos, constatou-se que a média da concentragao foi tendencialmente superior nos
voluntarios que apresentaram comprometimento cognitivo. Analisando separadamente
cada grupo, notou-se que entre o grupo Cl e MCI a diferenca se revelou ser
estatisticamente significativa (p=0,046, teste de U-Mann-Whitney). Importa ainda olhar
para o serotipo, e apesar de a diferengca entre grupos nao ser estatisticamente
significativa, percebe-se que a prevaléncia de individuos com este serotipo é elevada
dentro do grupo com comprometimento cognitivo (39,3%), cerca de 2x e 3x maior do

qgue nos grupos NCI e MCI, respetivamente.

Tabela 2. Caracterizacdo dos voluntdarios da amostra.

|
NCI(n=13)  MCl(n=15)  Cl(n=28) " 2lorde
Idade
. 83,742,4 82,542,1 83,6+1,7 0,906
(anos), MédiatEPM
rS\exo (Masculino/Feminino), 8/5 3/12 6/22 0,029°
L M

(S:r;‘)ms't“"dade paraCMV. 5 (92.3) 15(100,0)  28(100,0)  0,232°

, 70
SHLA-I (ng/ml) 343,3+32,1  317,5425,2  456,8+41,9
Média + EPM 330,5 (200,1- 298,2 (170,5- 389,8 (164,1-  0,081¢
Mediana (min-max) 622,0) 525,8) 975,9
HLA-A23 ou HLA-A24 (n, %) 3 (23,1) 2 (13,3) 11 (39,2) 0,138°

aTeste de ANOVA unidirecional. °Teste exato de Fisher-Freeman-Halton. ‘Teste de Kruskal-Wallis.
Cl, comprometimento cognitivo moderado a severo; CMV, citomegalovirus; EPM, erro padrao
da média; MCI, comprometimento cognitivo leve; Min, minimo; Max, maximo; n, nimero de
voluntdrios; NCI, sem comprometimento cognitivo; sHLA-I, Antigénio leucocitario da classe |
humano solavel.
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4.3 NIVEIS ELEVADOS DE SHLA-I NAO ESTAO ASSOCIADOS A IDADE OU SEXO, MAS SIM A
PRESENCA DOS SOROTIPOS HLA-A23 ou HLA-A24 E TENDENCIALMENTE AO
COMPROMETIMENTO COGNITIVO

4.3.1 Os niveis de sHLA-I ndo correlacionam com a idade

Tendo em conta que ja tinha sido relatado um aumento nos niveis de sHLA-I em
individuos mais velhos quando comparados com mais novos (Le Morvan et al., 2001),
estudou-se o efeito do fator idade na nossa amostra. Como se constata na Figura 12 nos
individuos em estudo neste trabalho esta associacdo nao existe. Com efeito, depois de
aplicar o teste estatistico de correlacdo de Spearman, percebeu-se que o efeito da idade
ndo tem valor estatisticamente significativo (p=0.229). Assim, a idade ndo estd

diretamente relacionada com niveis elevados de sHLA-I na nossa amostra.
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Figura 12. Relacdo entre as concentragdes de sHLA-I e a idade; sHLA-I, Antigénio leucocitario da
classe | humano soluvel.

4.3.2 Os niveis de sHLA-l ndo estdo associados com o sexo

A Figura 13 ilustra a comparacdo dos niveis de sHLA-I entre o sexo feminino e masculino.
No sexo feminino a médiatEPM de sHLA-I foi de 394,2+26,1 ng/ml, e a mediana de 357,0
ng/ml com valor minimo e maximo de 164,1 e 819,6 ng/ml, respetivamente. No sexo
masculino a médiazEPM de sHLA-I foi de 390,7+55,4 ng/ml, e a mediana de 330,5 ng/ml

com valor minimo de 200,1 ng/ml e maximo de 975,9 ng/ml. O teste U-Mann-Whitney
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mostrou ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre os dois grupos

(p=0,417).
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Figura 13. Relacdo da concentracdo de sHLA-l e o sexo dos voluntarios; sHLA-I, Antigénio
leucocitario da classe | humano soluvel.

4.3.3 Os niveis de sHLA-I estdo aumentados nos idosos com serotipos HLA-A23 ou
HLA-A24

A analise dos niveis de sHLA-I de acordo com os serotipos HLA-I revelou que os
voluntarios com HLA-A23 ou HLA-A24 tinham niveis de sHLA-I plasmaticos mais elevados
quando comparados com os voluntérios HLA-A23/A24 negativos (médiatEPM/mediana
(min-max) 555,2459,6 ng/ml /565,5 (239,4-975,9) ng/ml vs. 328,3+15,0 ng/ml / 326,0
(164,1-720,8) ng/ml (teste de Mann-Whitney, p<0.001) (Figura 14).
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Figura 14. Relagdo da concentragdo de sHLA-I e os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24; sHLA-I,
Antigénio leucocitario da classe | humano solavel.
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4.3.4 Os niveis de sHLA-I estao tendencialmente aumentados nos idosos com
comprometimento cognitivo
Como referimos anteriormente no ponto 4.2 (Tabela 2), notou-se que no grupo dos
idosos com comprometimento cognitivo, encontravam-se os valores mais elevados de
sHLA-I. Ainda assim, ndo se verificou diferenga estatisticamente significativa quando se
comparou as medianas dos 3 grupos (p=0,081, teste de Kruskal-Wallis). Porém, a
comparac¢do entre os grupos separadamente revelou significancia estatistica entre o
grupo MCI e Cl (p=0,04, teste de U-Mann-Whitney). Na Figura 15 podemos ver

graficamente esta tendéncia.
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Figura 15. Relagdo da concentragdo de sHLA-I com o estado cognitivo. Cl, comprometimento
cognitivo; MCI, comprometimento cognitivo leve; NCIl, sem comprometimento cognitivo; sHLA-
I, Antigénio leucocitdrio da classe | humano soluvel.

4.4 RECLASSIFICACAO DOS GRUPOS NA NOSSA AMOSTRA

Tendo em conta a analise bidimensional anteriormente apresentada, pretendemos
analisar a existéncia de clusters (grupos) dentro da nossa amostra. Assim, aplicamos
uma analise de clusters Two-Step, usando duas varidveis categéricas - o serotipo (HLA-
A23/-A24, sim/ndo) e o estado cognitivo (NCI, MCl e Cl), e duas varidveis continuas
(sHLA-I e idade). Apesar da idade ndo ter revelado uma associacdo com os niveis de
sHLA-I, foi incluida nesta analise devido ao facto de ter sido anteriormente reportado

gue poderia influenciar os niveis de sHLA-I (Le Morvan et al., 2001). Como resultado,
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estes individuos foram reagrupados em dois grupos, o primeiro cluster incluia os
voluntarios sem comprometimento cognitivo ou com comprometimento cognitivo leve,
e o segundo cluster incluia todos os voluntarios com declinio cognitivo moderado a
severo. Entdo, a seguir aplicamos a classificagao que foi desenvolvida por Reisberg para
a avaliacdo degenerativa primaria, que fornece uma visdo geral dos estados da funcdo
cognitiva. Esta avaliagdo é dividida em 7 estados diferentes, os estados 1-3 sdo os de
pré-deméncia. Os estados 4-7 sdo os estagios da deméncia (Reisberg et al., 2020). Assim,
nomeamos um grupo com 28 individuos considerados normais (do ponto de vista
cognitivo) ou com pré-deméncia (NpD) e outro grupo com igual nimero, isto é, 28 idosos

com deméncia (D) (Figura 16).
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Grupo 1 2
Normal .
Nome . Deméncia
Pre-Deméncia
Tamanho 50% (28) 50% (28)
Inputs

Estado cognitvo Estado cognitivo
(53.6%) (100,0%)

SHLAI
(329,51 ng/ml)

SHLA-I
(456,79 ng/mi)

HLA-A23 ou HLA-A24 | HLA-A23 ou HLA-A24
(ndo 82,1%) (ndo 60,7%)

Idade Idade
(83,0 anos) (83,6 anos)

Importancia dos Inputs

[ 1.0[ 0.8 0.6[J0.4[]0.2[J0.0

Figura 16. Definicdo dos subgrupos e o peso das varidveis. sHLA-I, Antigénio leucocitario da
classe | humano solavel.
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Na Tabela 3 encontra-se a caraterizagao dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e dos niveis

de sHLA-I no plasma tendo em conta este novo reagrupamento da amostra.

Tabela 3. Caracterizacdo dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e dos niveis de sHLA-I na amostra
em estudo apds reclassificacdo dos grupos da amostra.

Dados bioguimicos e Normal ou pré-Deméncia Deméncia Valores
genéticos (NpD, n=28) (D, n=28) dep
HLA-A23 ou HLA-A24 (n, %) 5(17,8) 11(39,2) 0,138°
sHLA-I (ng/ml) média + EPM 329,5+ 19,9 465,8 + 41,9 i
mediana (min-max) 312,6 (170,5-622,0) 389,8 (164,1-975,9) 0,028

D, deméncia; EPM, Erro Padrao da Média; Min, minimo; Max, maximo; n, nimero de individuos;
NpD, normal ou pré-deméncia sHLA-I, Antigénio leucocitario da classe | humano soluvel;? Teste
exato de Fisher "Teste U-Mann-Whitney

Relativamente a presenca dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 a prevaléncia no grupo
com deméncia foi mais do dobro daquela encontrada no grupo NpD. No entanto, esta

diferenca ndo foi estatisticamente significativa entre os dois grupos (Tabela 3).

No que respeita aos niveis de sHLA-l, os idosos com deméncia apresentaram
concentra¢des mais elevadas (médiatEPM / mediana (min-max) 456,8+41,9 ng/ml /
389,8 (164,1-975,9) ng/ml), comparativamente aos idosos sem deméncia ou com pré-
deméncia (média£EPM / mediana (min-max) 329,5+19,9 ng/ml / 312,6 (170,5-622,0)
ng/ml), verificando-se uma diferencga estatisticamente significativa (p=0.028, teste de U-
Mann-Whitney). Como se pode ver na Figura 17, alguns voluntarios com deméncia
apresentam baixa concentracdo de sHLA-I no plasma, e assim sendo é importante
perceber numa analise multivaridvel quais sdo os fatores que poderado influenciar os
niveis de sHLA-I. Por outras palavras, qual serd o impacto de ter deméncia e apresentar

os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 nos niveis de sHLA-I?
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Figura 17. Relagdo da concentracdo de sHLA-I e a deméncia. D, deméncia; NpD, normal ou pré-
demeéncia; sHLA-I, Antigénio leucocitario da classe | humano soluvel.

4.5  INTERACAO ENTRE OS SEROTIPOS HLA-A23 oU HLA-A24 E A DEMENCIA NOS
NIVEIS DE SHLA-

Tendo em conta que se percebeu que, tanto os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 (Figura
14) como a presenca de deméncia (Figura 17), influenciam os niveis de sHLA-I no plasma
considerou-se importante estudar a interagcao entre estes dois fatores. Para este feito
aplicou-se uma andlise multidimensional, nomeadamente o teste de ANCOVA
bidirecional, onde foi avaliada a interagdo entre estas duas varidveis. Apesar de nao
termos encontrado associacdo entre os niveis de sHLA-I e a idade, esta variavel foi
incluida pelo facto de ter sido reportado num estudo que podia influenciar os niveis de
sHLA-I no plasma (Le Morvan et al., 2001), como tinha sido ja referido anteriormente.
Esta analise, revelou que os efeitos principais para as varidveis serotipos e deméncia,
mas ndo para a idade, apresentavam significancia estatistica (Tabela 4). Além disso, a
interacdo entre os serotipos e a deméncia, também revelou influenciar os niveis de
sHLA-I (p=0.003).

Tabela 4. Valores de p obtidos usando o teste de ANCOVA bidirecional para os efeitos principais
e interagdo nos niveis de sHLA-I.

Efeitos principais Interacao
Variavel
Idade HLA-A23 ou HLA-A24 Deméncia HLA-A23 ou HLA-A24 e Deméncia
sHLA-l 0,569 <0,001 0,001 0,003

Teste de ANCOVA bidirecional; sHLA-I, Antigénio leucocitario da classe | humano soluvel.
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Deste modo, de seguida, analisamos os niveis de sHLA-I em 4 grupos, classificados de
acordo com a presenca dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e a deméncia. No primeiro
grupo, sem deméncia e sem a presenca dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24, os niveis de
sHLA-I foram de 324,2+19,9 ng/ml (médiatEPM) / 321,4 (170,5-525,8) ng/ml (mediana
(min-max); no segundo grupo, apenas com deméncia, a média de sHLA-I foi de
333,9+32,0 ng/ml e a mediana 339,3 (164,1-720,8) ng/ml; no terceiro apenas com os
serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 a média foi de 354,0+69,1 ng/ml e a mediana 298,2
(239,4-622,0) ng/ml; e por ultimo, no quarto grupo com os serotipos HLA-A23 e HLA-
A24 e com deméncia a média foi de 646,7+59,4 ng/ml e a mediana 609,2 (321,0-975,9)
ng/ml. A andlise estatistica usando o teste de ANCOVA bidirecional, revelou existir
diferencas estatisticamente significativa com p <0.001 (Tabela 4). Com efeito, usando o
teste Post-Hoc de Gabriel, das 6 comparacdes entre os 4 grupos, apenas o quarto grupo
apresentou concentragdes de sHLA-| estatisticamente superiores aos 3 primeiros grupos
(p<0.001) (Figura 18A). No grafico Heatmap (mapa de calor), consegue-se ter uma
percecdo visual da intensidade do calor das médias de cada subgrupo, sendo
visivelmente muito “calor” no subgrupo que tem os dois fatores em estudo, e mais
reduzido no grupo de individuos que ndo apresentavam deméncia nem serotipos HLA-

A23 ou HLA-A24 (Figura 18B).

Tabela 5. Comparacdo niveis de sHLA-I nos diferentes grupos, classificados de acordo com a
presencga dos serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e a presenca de deméncia.

Variavel Grupos Valor
dep

HLA-A23/HLA-A24 N&o Sim
Demeéncia N3o Sim N3o Sim

- Adiat+
SHLAImediatEMP 3500410,9 33394320 354,0¢69,1  646,7£59,4
mediana 321,4 339,3 298,2 609,2 <0,001°
(min-max)

(170,5-525,8) (164,1-720,8) (239,4-622,0) (321,0-975,9)

2Teste ANCOVA bidirecional; EMP, erro padrdo da média ; min, minimo; max, maximo; sHLA-I,
Antigénio leucocitario da classe | humano solavel.
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Figura 18. Representacdo da interacdo entre os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e a deméncia,
na concentracdo de sHLA-I. (A) Grafico de comparacdo entre os grupos, verificando-se diferenca
estatisticamente significativa do grupo com os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e com deméncia,
em relacdo a todos os outros grupos. (B) Intensidade de calor da concentracdo média de sHLA-
| dentro de cada grupo. Maior intensidade no grupo com os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e
com deméncia. sHLA-I, Antigénio leucocitario da classe | humano soluvel.
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Um dos objetivos do presente estudo foi quantificar os niveis de sHLA-I em idosos e
relaciond-los com o estado cognitivo apresentado pelos individuos da amostra. Para isso
utilizou-se técnica de ELISA sandwich, um método semelhante ao utilizado em outros
trabalhos anteriores (Tabela 1). Para além disso, o estudo dos serotipos associados a

estes grupos também foi incluido.

Relativamente a técnica, apesar do anticorpo de captura utilizado no método de ELISA
poder reconhecer moléculas de sHLA-I ndo cldssicas, a concentracdo destas é muito
inferior as moléculas sHLA-I classicas, e assim, os nossos resultados deverdo refletir na

sua maioria sHLA-A, sHLA-B e sHLA-C (Kessler et al., 2020).

A divisdo dos individuos em grupos de acordo com o estado cognitivo previamente
avaliado, permitiu a comparacdo entre os mesmos e, assim, inferir sobre a relacdo dos
niveis de sHLA-l e a deméncia, tal como a interacdao da deméncia com os serotipos HLA-
A23 ou HLA-A24, e o seu efeito nos niveis de sHLA-I. Cada um dos grupos, criados apds
a anadlise de clusters, continha o mesmo numero de elementos (n=28), o que permite

uma comparacdo equilibrada, acabando assim por se revelar uma vantagem.

Uma das questdes que se levanta é a influéncia da infecdo por CMV nos resultados como
ja havia sido relatado (Esgalhado et al., 2020). Porém 55 do total dos 56 individuos em
estudo revelaram ser seropositivos para CMV, e desta forma podemos considerar que
este ndo sera um fator que interfira com as conclusGes obtidas, sendo que em
praticamente toda a amostra, se verificou um principio de igualdade no que a este fator

diz respeito.

Impacto da idade e do sexo nos niveis sHLA-I

Neste estudo ndo encontramos uma associacao entre o fator idade e os niveis de sHLA-
I, ao contrario daquilo que foi relatado por um grupo em 2001 (Le Morvan et al., 2001).
Nesse estudo mostrou-se que a concentracdo de sHLA-I foi superior no grupo de
individuos com mais de 50 anos, sugerindo que a variagdo apresentada de sHLA-I podera

contribuir para a falta de resposta do sistema imunitario no envelhecimento.
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Investigou-se, também se existia na nossa amostra alguma diferenca nos niveis de sHLA-
| de acordo com a variavel sexo. Apesar de ndo haver diferencga relativamente aos niveis
de sHLA-I, verificou-se uma frequéncia estatisticamente significativa maior de mulheres
no grupo com comprometimento cognitivo. Este resultado ndo é surpreendente, tendo
em conta que alguns estudos tém relatado uma maior prevaléncia de deméncia em
mulheres evidenciando que existem diferencas entre homens e mulheres em relagao
aos disturbios cognitivos (Bain et al., 2021) (De Silva et al., 2003). Ainda assim, outros
trabalhos ndo tém corroborado esta hipdtese do sexo feminino estar associado a um
maior fator de risco para deméncia (Kukull et al., 2002) (Chene et al.,2015). Apesar de
estudos de prevaléncia indicarem um maior risco para as mulheres, este podera ser
explicado pela maior taxa de sobrevivéncia (Ertekin etal., 2015). Para além disso, a nossa
amostra é constituida por voluntdrios provenientes da Beira Interior, regidao na qual
existe uma maior prevaléncia de mulheres vivas, e desta forma estes dados
demograficos relativamente ao sexo feminino ajudam a explicar a maior prevaléncia de

mulheres na amostra (Pordata, 2023).

Impacto do fator genético nos niveis de sHLA-I: serotipos HLA-A23 ou HLA-A24

Estudos anteriores ja tinham identificado que individuos com serotipos HLA-A23 ou HLA-
A24 apresentavam altos niveis de moléculas sHLA-I (Adamashvili et al., 2005; Doxiadis
et al., 1989). Com efeito, Kao et al., mostrou que individuos com HLA-A23 ou HLA-A24
apresentaram concentracdes médias de sHLA-I 1,9 e 1,4 vezes superiores,
respetivamente comparado com individuos sem estes alelos (Kao et al., 1988). Os nossos
resultados vao ao encontro destes estudos, uma vez que foi possivel perceber que em
individuos com os serotipos HLA-A23 ou HLA-A24, o aumento dos niveis de sHLA-I foi
notorio, sendo mais evidente e estatisticamente significativo no grupo com deméncia
(D). Mais recentemente, o serotipo HLA-A24 foi associado a doencga de Alzheimer, como

um possivel fator de risco para o desenvolvimento desta doenca (Ma et al., 2008).
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Impacto da deméncia nos niveis de sHLA-I

Neste trabalho os niveis de sHLA-I revelaram-se aumentados no grupo de voluntdrios
com deméncia. Nao encontramos em toda a bibliografia consultada, estudos que
investigassem os niveis de sHLA-I em individuos com deméncia. Assim, 0s nossos
resultados representam uma associagdo com interesse pertinente e inovador, uma vez
gue sera a primeira evidéncia desta associacdo. Ainda assim, trabalhos realizados com
outras patologias neuroldgicas apontam neste sentido, isto é, de existir uma associacao
entre sHLA-I e essas mesmas patologias, como mostrado ao longo da introducdo deste

trabalho.

Impacto da interagdo do serotipo e da deméncia associado aos niveis elevados

de sHLA-I

Tendo em conta os resultados discutidos nos pontos anteriores, avaliou-se também, o
efeito da interacdo dos sorotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e da deméncia nos niveis de
sHLA-I. O resultado desta interagdo traduziu-se em niveis aumentados nos voluntarios
gue ao mesmo tempo tinham estes dois fatores quando comparados com voluntarios
sem serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 e sem deméncia ou quando comparados com
voluntarios que apresentaram apenas um destes fatores. Desta forma sugere-se que 0s
serotipos HLA-A23 ou HLA-A24 funcionam como uma predisposi¢ao genética para o
aumento de sHLA-I, associado a outro fator, que funcionard como
iniciador/desencadeador (como a deméncia e a neurodegeneracdo que lhe estd

associada).

Niveis de sHLA-I plasmdticos aumentados, prejudicial ou benéfico?

Numa situacdo fisioldgica normal, a presenca de moléculas de sHLA-I no plasma deve-
se a um processo de trafego intracelular e reciclagem das moléculas de HLA-I

encontradas na superficie das células, incluindo células T e células dendriticas
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(Donaldson e Wiliams, 2009). Além disso, varios mecanismos referidos na introdugao

deste trabalho originam as formas soluveis de moléculas HLA-I (Figura 4).

Num processo inflamatério em desenvolvimento, uma parte das moléculas ndao é
expressa na superficie das células, e acaba por ser secretada. Por outro lado, neste
processo existe também um aumento da transcricdo do gene de HLA-I, aumentando
assim ndo so a expressao de moléculas de superficie celular, mas também aumentando
a sua secrec¢do (Aulitzky et al., 1991). Desta forma, os niveis aumentados no plasma do
grupo com deméncia poderdao ser desencadeados pelos processos inflamatérios
associados a processos neurodegenerativos em curso, e subsequente estimulacao da

secrecao das moléculas de sHLA-I (Puppo et al., 1995; Pontes et al., 1998).

Por outro lado, tem sido evidenciado nas ultimas décadas, que as moléculas sHLA-I
possuem propriedades imunorreguladoras (Zavazava et al., 1990). Com efeito, as
moléculas sHLA-I mostraram ser capazes de inibir as células T CD8+ citotdxicas e as
células NK (Puppo et al., 1995; Contini et al., 2005; Arosa et al., 2021). Assim, podemos
pensar que a resposta imune e a secre¢cdao de sHLA-I, é uma tentativa de minimizar a

neuroinflamagao causada por linfécitos efectores citotdxicos.
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LimitagOes do estudo

O trabalho descrito reflete essencialmente a importancia dos fatores genéticos e de
deméncia ou comprometimento cognitivo nos niveis de sHLA-lI plasmatico. Neste
ambito, uma das limitacdes deste estudo é o tamanho relativamente reduzido da
amostra (56), e ainda a falta de resultados relativamente as moléculas de HLA-I ndo
associadas a PBam, a conformacdo aberta, sendo que a nossa técnica recai sobre a

quantificacao da conformacgao fechada (ligada a fom).

O recurso a uma amostra de estudo maior e a quantificacdo também da conformacao
aberta das moléculas de HLA-I, poderdo confirmar, reforcar e ampliar os resultados

encontrados.
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Conclusao

Os mecanismos subjacentes a relacdo entre deméncia nos idosos, os serotipos HLA-A23
ou HLA-A24, e os niveis de sHLA-I ainda ndo sdo bem claros. Ainda assim, com os
resultados obtidos podemos propor que, a presenca de um processo neurodegenerativo
ativo e de um determinado serotipo HLA-I, favorece um aumento significativo dos niveis
de sHLA-I plasmatico. A justificacdo baseia-se na interacdo encontrada e descrita neste
trabalho entre a deméncia e os serotipos HLA-A23 e HLA-A24 associada a elevados niveis
de sHLA-I em idosos. Assim, estes dois fatores sugerem ser codeterminantes no

aumento de sHLA-I.

Os niveis aumentados de sHLA-1 poderdo refletir duas hipbteses, aparentemente
contraditdrias entre si. Por um lado, uma resposta imune inflamatdria prejudicial a
funcdo cerebral poderd ser responsdvel pela secrecdo aumentada de sHLA-I; ou, por
outro lado, podemos pensar que a resposta imune e a secre¢ao de sHLA-I é uma
tentativa de minimizar a neuroinflamacdo. Assim, este trabalho deixa uma porta aberta

e mais estudos serdo necessarios para entender esta associagao.
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Anexos

ANEXO 1

UNIVERSIDADE
BEIRA INTERIOR

]

O meu nome é Ignacio Verde, sou actualmente professor da Faculdade de Ciéncias da Saude da

CONSENTIMENTO LIVRE, INFORMADO e ESCLARECIDO (CLIE)

Universidade da Beira Interior (UBI) e investigador do Centro de investigagdo em Ciéncias da Saude da
UBI (CICS-UBI). Formamos uma equipa de mais de 50 investigadores (doutores e jovens investigadores)
que procuramos identificar factores que estejam envolvidos na ocorréncia de doengas do sistema
nervoso.

Para podermos realizar esta pesquisa necessitamos da sua colaboragdo, que inclui autorizagdo para
consulta de dados dos seus registos clinicos (ver abaixo), a resposta a um questionario e a permissdo
e ajuda para colheita de amostras de produtos biolédgicos seus (incluindo sangue, urina, cabelo e
unhas), para estudar os efeitos, e da cedéncia do saco de p6 do seu aspirador (para procurar possiveis
factores ambientais “toxicos”).

Fica claro que a sua participagdo ndo tem beneficios financeiros ou contrapartidas para si, nem
quaisquer encargos, apenas os incdmodos relacionados com a resposta ao questionario e a
colheita/fornecimento das amostras previstas.

Como beneficios a longo prazo podera vir a ter o conhecimento dos resultados da investigagdo, que
poderd vir a identificar elementos que, se corrigidos, lhe possam melhor a qualidade de vida.

O grupo de investigadores ndo tem retorno financeiro, sendo que os custos da investiga¢do estdo
suportados pelo Programa Operacional Centro 2020, que é um programa apoiado financeiramente
pelo Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional (FEDER) e pelo Fundo Social Europeu (FSE).

Os seus dados pessoais s6 serdo do conhecimento de Ignacio Verde, Fernando Aguilar Arosa e Manuel
Ramiro Pastorinho e trés colaboradores préximos contratados no ambito do projecto e que os seus
dados clinicos sdo tratados de forma absolutamente confidencial, isto é, ndo ha qualquer divulgagdo
de informagdes usadas. Os resultados obtidos serdo usados Unica e exclusivamente para fins cientificos
e toda a informacdo relativa a este estudo permanecera confidencial. A sua identidade como
participante ndo sera revelada e todas as referéncias que a possam comprometer serdo eliminadas
antes da publicagdo de relatdrios ou artigos cientificos.

Fica também claro que em qualquer altura pode desistir de colaborar, qualquer que seja o motivo, e
assim recusar participar neste estudo a qualquer altura sem que isso prejudique os seus direitos em
termos de assisténcia médica.

Para que a sua colaboragdo seja livre e esclarecida em caso de duvida podera sempre que necessitar

obter as informagBes que necessite contactando Ignacio Verde (iverde@fcsaude.ubi.pt).

Cofinanciado por:
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Espaco a preencher pelo interessado e pela instituigéo colaboradora.

Neste ambito, o participante, ,
(ESCREVER O NOME COMPLETO DO PARTICIPANTE)
ou a pessoa responsavel, , afirma que:
(ESCREVER O NOME COMPLETO DO RESPONSAVEL)
1) Concorda na participagdo voluntaria no presente estudo;

2) Aceita que as amostras sejam usadas para o desenvolvimento do estudo e que sejam
preservadas para estudos futuros;

3) Concorda em que sejam consultados os dados clinicos estritamente necessarios para realizar
o estudo. Esta consulta deve ser realizada pelos investigadores do estudo (lgnacio Verde,
Fernando Aguilar Arosa e Manuel Ramiro Pastorinho) e por clinicos da institui¢cdo envolvida.

Ao assinar o presente consentimento, o participante ou a pessoa responsavel, declara que:
[ Leu todo o contetdo deste consentimento informado;
[1 Compreendeu e estou de acordo com o que sera efetuado;
[1 Recebeu todas as informagcBes que desejava conhecer e tive possibilidade de fazer
perguntas e esclarecer davidas;

[1 Recebeu uma cdpia desta informagdo, que manterei em minha posse.

NAO ASSINE ESTA FOLHA ANTES DE A TER LIDO ATENTAMENTE, COMPREENDIDO E ACEITE.

DATA: / /

ASSINATURA DO PARTICIPANTE NO PROJECTO OU DO FAMILIAR RESPONSAVEL

ASSINATURA DA TESTEMUNHA (investigador ou membro da equipa técnica da instituigéo)

Espaco a preencher pelo responsdvel do Projecto

Eu, abaixo assinado, Ignacio Verde, investigador responsavel, certifico que foram postas a disposigdo,
informagdes respeitantes ao estudo supracitado, “de modo simples, inteligivel e leal”, conforme o
disposto no Decreto-Lei n2 97/94, de 09 de abril, e criadas condi¢des para respostas a dividas e os
esclarecimentos requeridos, que foram satisfeitos adequadamente.

Data: / /

ASSINATURA DO INVESTIGADOR RESPONSAVEL DO PROJECTO (Ignacio Verde)
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