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Resumo
OBJETIVO: Investigar a associação dos alelos HLA-A, -B e -DRB1 com a ocorrência de Aborto Espontâneo Recorrente. 
MÉTODOS: Estudo caso-controle com 200 mulheres com idade entre 18 e 35 anos, sendo a amostra de conveniência 
com 100 mulheres que tiveram aborto espontâneo recorrente idiopático e 100 mulheres sem aborto e com dois ou 
mais filhos. A obtenção do DNA Genômico foi de sangue periférico, sendo a extração realizada a partir de 500l 
do Buffy-Coat conservado a -20°C. A Tipificação HLA foi feita pelo método PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction - 
Specific Sequence of Oligonucleotides Probes, One Lambda®, CA, EUA). As regiões do DNA amplificado foram o 
exon 2 e 3 para os loci A e B e apenas o exon 3 para o locus DRB1. Para determinação da genotipagem HLA-A, 
HLA-B e HLA-DRB1, utilizou-se o programa HLA FUSIONTM (One Lambda, Canoga Park, CA, United States, 3.0 version). 
Na análise estatística, utilizaram-se frequências absolutas e porcentagens, e cálculo de média e desvio padrão. 
As variáveis qualitativas foram comparadas utilizando-se o teste χ2, com correção de Yates, ou Teste Exato de Fisher. 
Para as comparações e significância (p<0,05), foi calculado Odds Ratio com IC95%. RESULTADOS: O alelo A*34 
apresentou frequência significativamente maior no grupo caso em relação ao controle (4,0 versus 0,5%; p<0,05). 
Os alelos A*24 (6,0 versus 12,5%; p<0,05) e B*35 (8,0 versus 20,5%; p<0,05) foram significativamente menos 
frequentes no grupo caso. Entre os alelos de classe II, o DRB1*03 apresentou frequência ligeiramente maior no grupo 
caso (11,0 versus 5,5%; p=0,056). CONCLUSÕES: Foi demonstrado que o alelo HLA-A*34 é fator de risco para 
o abortamento espontâneo recorrente, enquanto os alelos HLA-A*24 e HLA-B*35 estão associados à proteção, e 
nenhum alelo do locus DRB1 apresentou associação com AER.

Abstract 
PURPOSE: To investigate the association of the HLA-A, -B and -DRB1 alleles with the occurrence of Recurrent Spontaneous 
Abortion. METHODS: A case-control study of 200 women aged 18 to 35 years, consisting of a convenience sample 
of 100 women who had idiopathic recurrent spontaneous abortion and 100 women without abortion and with two or 
more children. Peripheral blood genomic DNA was extracted from 500l of Buffy Coat stored at -20°C. HLA typing 
was performed by the PCR-SSOP method (Polymerase Chain Reaction - Specific Sequence of Oligonucleotides Probes, 
One Lambda®, CA, USA). The regions of the amplified DNA were exon 2 and 3 for the A and B loci and only exon 
3 for the DRB1 locus. The HLA FUSIONTM program (One Lambda, Canoga Park, CA, USA, version 3.0) was used 
for HLA-A, HLA-B and HLA-DRB1 genotyping. Absolute frequencies and percentages and calculation of mean and 
standard deviation were used for standard statistical analysis. The qualitative variables were compared by the χ2 test 
with Yates correction or by Fisher’s exact test. The odds ratio with the 95%CI was used for the comparisons, with the 
level of significance set at p<0.05. RESULTS: The frequency of the A*34 allele was significantly higher in the case 
group compared to control (4.0 versus 0.5%; p<0.05). Alleles A*24 (6.0 versus 12.5%; p<0.05) and B*35 (8.0 
versus 20.5%; p<0.05) were significantly less frequent in the case group. Among the class II alleles, DRB1*03 showed 
a slightly higher frequency in the case group (11.0 versus 5.5%, p = 0.056). CONCLUSIONS: It was shown that the 
HLA-A*34 allele is a risk factor for recurrent spontaneous abortion, while the HLA-A*24 and HLA-B*35 alleles are 
associated with protection, and no allele of the DRB1 locus was associated with RSA.
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Introdução

O Aborto Espontâneo Recorrente (AER) é uma sín-
drome caracterizada por três ou mais episódios de aborto 
consecutivos e espontâneos1. Recentemente, a Sociedade 
Americana de Medicina Reprodutiva ampliou esse con-
ceito ao defini-lo como duas ou mais perdas conceptuais, 
baseando-se na prevalência de possíveis etiologias2. 
Casos de AER são vistos em até 5% dos casais, mas em 
apenas 50% encontra-se uma etiologia específica. Entre as 
causas mais comumente identificadas, estão as alterações 
cromossômicas, responsáveis por 40–80% dessas perdas. 
Entre outras causas, observam-se anomalias uterinas, 
distúrbios endócrinos e resposta imune3,4. 

O sistema imunológico vem sendo um dos alvos 
de pesquisa na busca das causas do AER, podendo estar 
envolvido tanto através da resposta autoimune como 
por uma alorresposta, na qual os antígenos leucocitários 
humanos (HLA) têm sido implicados como fatores primá-
rios de estímulo do sistema imune materno em relação à 
presença do feto5. Os anticorpos anti-HLA são, em geral, 
mais frequentes em pacientes com AER, o que sugere que 
a presença desses anticorpos no início da gravidez pode 
estar associada a uma redução da chance de nascimento6. 
Além disso, a frequência de abortos espontâneos está 
associada à sobreposição quantitativa de outros tipos de 
distúrbios imunológicos, demonstrando a relevância 
de fatores imunes da fisiopatologia do AER7. 

A associação entre AER e os diferentes polimorfismos 
genéticos do HLA tem sido investigada com resultados 
conflitantes há várias anos. Sabe-se que os antígenos 
HLA-A, -B e -DR não estão expressos na superfície do 
trofoblasto8, todavia esses antígenos podem atuar por 
meio de um desequilíbrio de ligação com outros antíge-
nos expressos nos tecidos fetais. Dessa forma, a tipagem 
desses antígenos HLA clássicos pode revelar alterações no 
padrão de distribuição de outros antígenos que afetam 
negativamente a gestação9.

É importante destacar a existência de diferença de 
associações genéticas entre grupos populacionais e variar 
com o grupo étnico-racial em diversas partes do mun-
do. Considerando que estudos em grupos miscigenados 
têm se destacado pela possibilidade de identificar novas 
associações ou reforçar as já existentes, este estudo teve o 
objetivo de analisar a associação dos alelos HLA-A, -B, 
-DRB1 com AER em um grupo de mulheres da região 
Nordeste do Brasil. 

Métodos

Estudo caso-controle, que incluiu mulheres com 
idade entre 18 e 35 anos, assistidas no pré-natal do 
Serviço de Obstetrícia do Hospital Universitário da 

Universidade Federal do Maranhão, localizado na 
cidade de São Luís, Maranhão, região Nordeste do 
Brasil. A amostra foi de conveniência e constou de 
200 mulheres, sendo 100 mulheres que tiveram aborto 
espontâneo recorrente idiopático e 100 mulheres que 
nunca tiveram episódio de aborto e que tiveram dois 
ou mais filhos de gestação normal. 

Não foram incluídas mulheres com infecções, com 
problemas anatômicos do ovário e endócrinos, com suspeita 
ou confirmação de doenças autoimunes e que apresentaram 
caso de aborto tardio e/ou óbito fetal.

Os dados demográficos foram coletados por meio 
de entrevista utilizando-se um formulário com dados 
epidemiológicos e dados clínicos obtidos por meio de 
investigação no prontuário. A coleta de material biológico 
foi realizada após a entrevista. A tipificação dos alelos 
HLA foi realizada no Laboratório de Estudos Genéticos 
e Histocompatibilidade do Hospital Universitário da 
Universidade Federal do Maranhão (LEGH).

A obtenção do DNA Genômico
Amostras de sangue periférico (4 mL) foram cole-

tadas em tubos a vácuo de vacutainer contendo EDTA 
(ácido etilenodiaminotetracético) como anticoagulante 
e centrifugado a 1.500 rpm por 15 minutos. A extração 
do DNA genômico foi realizada a partir de 500 μL do 
Buffy-Coat conservado a -20°C e armazenado. Foi uti-
lizado o kit comercial EZ-DNA® (Biological Industries, 
BeitHaemek, Israel), de acordo com o protocolo padro-
nizado pelo fabricante. 

Tipificação HLA -A, -B e -DRB1
A tipificação HLA foi realizada pela técnica de PCR- SSOP 

(Polymerase Chain Reaction- Sequence Specif Oligonucleotides 
Probes) utilizando kits para teste de tipagem LABTYPE®SSO 
para os loci A, B e DRB1(ONE LAMBDA, CA, USA), 
conforme recomendações do fabricante. O DNA foi 
amplificado utilizando primers alelo específicos bioti-
nilados que acompanhavam os kits. As regiões ampli-
ficadas para os loci A e B foram os exons 2 e 3, e para 
o locus DRB1 apenas o exon 3. O ciclo da PCR foi: 
96°C por 3 minutos, seguido de 5 ciclos de 96°C por 
20 segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C por 20 
segundos; 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 60°C 
por 15 segundos e 72°C por 20 segundos com extensão 
de 72°C por 10 minutos. Após a termociclagem, as 
amostras foram avaliadas em gel de agarose 5% para 
confirmação da amplificação dos exons específicos de cada 
locus. Em seguida, esses produtos da PCR foram então 
hibridizados com sondas oligonucleotídeos sequência
-específica conjugados com microesferas fluorescentes. 
Depois disso, as amostras foram submetidas à corrida 
em analisador de fluxo LABScanTM 100 que identifica 
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a intensidade de fluorescência da ficoeritirna em cada 
microesfera. Para determinação da genotipagem HLA-A, 
HLA-B e HLA-DRB1, os dados foram analisados no 
programa HLA FUSIONTM (One Lambda, Canoga Park, 
CA, United States, 3.0 version).

Análise estatística
As frequências alélicas foram obtidas por contagem 

direta dos alelos e confirmadas após análise no software 
Arlequin, versão 3.1.1 (Zoological Institute, University 
of Berne, Suíça)10.

Para o processamento de dados, foi utilizado o pro-
grama EPI-INFO 2 (INFO 2.002 do Centers for Disease 
Control and Prevention, Atlanta, EUA). A análise es-
tatística consistiu na utilização de métodos descritivos: 
distribuição de frequências absolutas e porcentagens 
para as variáveis qualitativas, e cálculo de média e des-
vio padrão para as variáveis quantitativas. As variáveis 
qualitativas foram comparadas utilizando-se teste do 
χ2, com correção de Yates, ou Teste Exato de Fisher, 
quando necessário. Em todos os testes estatísticos foi 
considerado o nível de significância igual a 5%. Para as 
comparações e significância (p<0,05) foi calculado Odds 
Ratio com IC95%. Para esses cálculos, foi utilizado o 
programa STATA 10.0© (Copyright 1996–2010 Stata 
Corp LP, Texas, USA).

Todos os participantes assinaram o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido, autorizando a uti-
lização das amostras. Este trabalho foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário 
da Universidade Federal do Maranhão com o Protocolo 
parecer nº 33104-0702/2007.

Resultados

Estudo realizado com 200 participantes, sendo 100 
mulheres com episódios de AER e 100 caracterizadas 
como Grupo Controle. As mulheres com AER tinham 
média de idade correspondente a 30,9 anos (±3,88), cor 
parda (53%), consumo de álcool (40%), tabagismo (31%) 
e média de abortos igual a 2,38 (±0,62). Para o Grupo 
Controle, a média de idade correspondeu a 31,35 anos 
(±3,81), cor parda (52%), consumo de álcool (22%), 
tabagismo (9%) e média de filhos igual a 2,23 (±0,92) 
(dados não apresentados).

Frequência alélica HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1
Para o locus A, foram encontrados 19 grupos alélicos, 

sendo A*02 o mais frequente em ambos os grupos, com 
uma frequência ligeiramente maior, mas sem significân-
cia estatística, no Grupo Controle [(28,0 versus 24,5%) 
OR=1,32; IC95% 0,73–2,40); p=0,395]. O grupo alélico 
A*34 apresentou frequência maior entre as mulheres com 

AER em relação ao Grupo Controle, mostrando associação 
como fator de risco na amostra analisada [(4,0 versus 0,5%) 
OR=8,60; IC95% 1,05–70,17) p=0,040]. Por outro lado, 
o alelo A*24 apresentou frequência significativamente 
maior no Grupo Controle, sendo considerado como fator 
de proteção ao AER [(6,0 versus 12,5%) OR=0,41 IC95% 
0,18–0,92) p=0,028] (Tabela 1).

Dentre os 29 grupos alélicos encontrados para o 
locus B, o de maior prevalência entre as mulheres com e 
sem AER foi o B*15 (16 versus 15%). Não foi observada 
maior frequência de nenhum alelo no grupo com AER em 
relação ao Grupo Controle, contudo o alelo HLA-B*35 
apresentou frequência significativamente maior no Grupo 
Controle, evidenciando um efeito protetor significativo (8,0 
versus 20,5%; OR=0,27 IC95% 0,13–0,56; p=0,0002) 
(Tabela 2).

Foram identificados 13 grupos alélicos para o locus 
DRB1 e nenhum deles apresentou frequência com dife-
rença estatisticamente significante entre os grupos. O alelo 
DRB1*13 foi o mais frequente em mulheres com AER e 
mulheres sem AER [(15,5 versus 19,5%;OR=0,70; IC95% 
0,38–1,31; p=0,299]. Já o alelo DRB1*03 apresentou 
frequência ligeiramente maior no grupo de pacientes em 
relação ao Grupo Controle (11,0 versus 5,5%), demons-
trando uma tendência à associação ao AER (OR=2,28 
IC95% 0,98–5,36; p=0,056) (Tabela 3).

Tabela 1. Comparação da frequência alélica para o locus HLA-A em mulheres com aborto 
espontâneo recorrente e grupo controle 

Alelos
Grupo AER
(n=100)

Grupo controle 
(n=100) OR (IC95%) Valor p

n % n %
A*01 18 9,0 16 8,0 1,15 (0,52–2.57) 0,8

A*02 56 28,0 49 24,5 1,32 (0,73–2,40) 0,3

A*03 8 4,0 15 7,5 0,49 (0,18–1,32) 0,1

A*11 7 3,5 8 4,0 0,87 (0,27–2,76) –

A*23 13 7,5 11 5,5 1,21 (0,48–3,08) 0,8

A*24 12 6,0 23 12,5 0,41 (0,18–0,92) 0,02

A*25 3 1,5 – – – 0,2

A*26 8 4,0 7 3,5 1,16 (0,36–3,72) –

A*29 5 2,5 8 4,0 0,61 (0,16–2,14) 0,5

A*30 14 7,0 9 4,5 1,65 (0,63–4,38) 0,3

A*31 14 7,0 15 7,5 0,92 (0,39–2,17) –

A*32 6 3,0 7 3,5 0,85 (0,24–2,94) –

A*33 9 4,5 9 4,5 1,0 (0,34–2,90) 0,8

A*34 8 4,0 1 0,5 8,60 (1,05–70,17) 0,04

A*36 1 0,5 – – – –

A*66 1 0,5 1 0,5 1,0 (0,0–37,14) –

A*68 9 4,5 15 7,5 0,56 (0,21–1,45) 0,2

A*74 6 6,0 4 4,0 1,53 (0,37–6,71) 0,7

A*80 2 2,0 – – – 0,4

AER: Aborto espontâneo recorrente.
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Discussão

Este estudo caso-controle investigou um marcador 
imunogenético envolvido no processo de perda fetal es-
pontânea em comparação à frequência alélica dos genes 
HLA-A, HLA-B e HLA- DRB1 em um grupo de mulheres. 

Em relação ao gene HLA-A, foi observado que o alelo 
A*34 representou fator de suscetibilidade para o desen-
volvimento de AER. Esse resultado diferiu de estudos 
anteriores, que indicaram associação positiva dos alelos 
A*01, A*02 e A*0311-13 com AER. Por outro lado, o 
alelo A*24 apresentou associação negativa com o AER 
na amostra estudada, indicando seu papel como alelo 
protetor. Resultados semelhantes foram encontrados em 
estudo realizados com mulheres na Índia12.

A associação do alelo HLA-B*35 como fator de pro-
teção ao AER foi encontrado neste estudo, assemelhando-
se aos resultados encontrados em estudo realizado com 
uma população de mulheres japonesas13. Embora o papel 
desempenhado pelas moléculas HLA na manifestação da 
AER não seja conhecido, algumas evidências indiretas 
podem sugerir um mecanismo imunológico envolvido 
no processo de perda fetal. Um desses mecanismos se 
refere ao balanço da resposta Th1/Th2 e suas citocinas 
características, sendo demonstrado que mulheres com 
padrão de resposta imune predominante do tipo Th1 
têm maior chance de AER14,15. Segundo Imai et al.16, os 
indivíduos portadores do alelo HLA-B*35 apresentam 
uma resposta predominante Th2 com declínio de resposta 
Th1, fato que pode explicar o efeito protetor desse alelo 
no caso do AER.

Para o locus DRB1, apenas uma tendência à associa-
ção foi mostrada para o alelo HLA-DRB1*03. Estudos 
prévios encontraram uma associação significante entre o 
alelo DRB1*03 e AER na população dinamarquesa, além 
de referir associação com outras complicações obstétricas, 
como maior taxa de natimortos e maior prevalência de 
baixo peso ao nascer17,18. Os mecanismos responsáveis pela 
associação entre DRB1*03 e AER ainda não são claros, 
entretanto sabe-se que há uma ligação entre os genes 
HLA-DRB1 e os genes relacionados à hipersecreção do 
fator de necrose tumoral (TNF), que possui atividade 
embriotóxica e de inibição trofoblástica19,20. 

Takakuwa et al.21 realizaram um estudo caso-con-
trole que comparou 115 mulheres com AER com 89 
de gravidez normal no Japão e concluíram que o alelo 
DRB1*15:02 é um potencial fator de risco para AER. 
Mais recentemente, o alelo HLA-DRB1*11:04 também 
foi identificado como fator de risco em um estudo que 
comparou a frequência alélica dos genes HLA de classe 
II em mulheres do sul do Brasil com e sem AER22. 
A frequência alélica entre 200 mulheres com gravidez 
normal e 200 mulheres com episódios de AER em uma 

Tabela 3. Comparação da frequência alélica para o locus HLA-DRB1 em mulheres com 
aborto espontâneo recorrente e grupo controle

Alelos
Grupo AER 
(n=100)

Grupo controle 
(n=100) OR (IC95%) Valor p

n % n %
DRB1*01 16 8,0 23 11,5 0,64 (0,30–1,37) 0,2

DRB1*03 22 11,0 11 5,5 2,28 (0,98–5,39) 0,05

DRB1*04 26 13,0 21 10,5 1,32 (0,65–2,68) 0,5

DRB1*07 24 12,0 13 6,5 2,11 (0,95–4,74) 0,06

DRB1*08 12 6,0 16 8,0 0,72 (0,30–1,71) 0,5

DRB1*09 4 2,0 3 1,5 1,35 (0,25–7,82) –

DRB1*10 2 1,0 9 4,5 0,21 (0.03–1,06) 0,06

DRB1*11 22 11,0 26 13,0 0,80 (0,40–1,62) 0,6

DRB1*12 4 2,0 2 1,0 2,04 (0,31–16,46) 0,6

DRB1*13 31 15,5 39 19,5 0,70 (0,38–1,31) 0,2

DRB1*14 9 4,5 10 5,0 0,89 (0,31–2,51) –

DRB1*15 13 6,5 10 5,0 1,34 (0,52–3,52) 0,6

DRB1*16 15 7,5 17 8,5 0,86 (0,38–1,96) 0,8

AER: Aborto espontâneo recorrente.

Tabela 2. Comparação da frequência alélica para o locus HLA-B em mulheres com aborto 
espontâneo recorrente e grupo controle

Alelos
Grupo AER 
(n=100)

Grupo controle 
(n=100) OR (IC95%) Valor p

n % n %
B*07 7 3,5 10 5,0 0,68 (0,2–2,0) 0,6

B*08 11 5,5 6 3,0 1,94 (0,6–6,1) 0,3

B*13 2 1,0 1 0,5 2,02 (0,1–57,2) –

B*14 9 4,5 12 6,0 0,73 (0,2–1,9) 0,6

B*15 32 16,0 30 15,5 1,10 (0,5–2,09) 0,8

B*18 2 1,0 5 2,5 0,39 (0,05–2,3) 0,4

B*27 4 2,0 6 3,0 0,65 (0,1–2,7) 0,7

B*35 16 8,0 41 20,5 0,27(0,1–0,5) <0,001

B*37 1 0,5 3 1,5 0,33 (0,01–3,6) 0,6

B*38 4 2,0 2 1,0 2,04 (0,3–16,4) 0,6

B*39 6 3,0 7 3,5 0,85 (0,2–2,9) –

B*40 15 7,5 12 6,0 1,29 (0,5–3,1) 0,6

B*41 2 1,0 – – – 0,4

B*42 4 2,0 3 1,5 1,35 (0,2–7,8) –

B*44 11 5,5 10 5,0 1,11 (0,4–3,0) –

B*45 3 1,5 4 2,0 0,74 (0,1–4,0) –

B*47 0 0,0 1 0,5 0,0 (0,0–17,4) –

B*48 5 2,5 – – – 0,05

B*49 13 7,5 8 4,0 1,72 (0,6–4,8) 0,3

B*50 1 0,5 6 3,0 0,16 (0,01–1,3) 0,1

B*51 16 8,0 13 6,5 1,27 (0,5–3,0) 0,6

B*52 6 3,0 3 1,5 2,06 (0,4–10,7) 0,4

B*53 9 4,5 4 2,0 2,37 (0,6–9,5) 0,2

B*55 4 2,0 2 1,0 2,04 (0,3–16,4) 0,6

B*57 6 3,0 4 2,0 1,53 (0,3–6,7) 0,7

B*58 9 4,5 6 3,0 1,55 (0,4– 5,1) 0,5

B*78 1 0,5 – – – –

B*81 0 0,0 1 0,5 0,0 (0,00–17,4) –

B*82 1 0,5 – – – –
AER: Aborto espontâneo recorrente.
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população da China mostrou o alelo DRB1*09 como 
fator de risco para AER, enquanto o alelo DRB1*12 foi 
considerado fator de proteção23. 

É importante destacar que diferenças entre subtipos 
dos alelos HLA não foram observadas no presente estudo, 
uma vez que o método utilizado para a genotipagem não 
foi de alta resolução, portanto não foi possível observar 
diferenças significativas entre os subtipos de alelos, o que 
representa uma limitação do estudo. Além disso, não 
foram investigados outros genes que estão envolvidos 
na fisiopatogênese do AER, como o HLA-G, que é reco-
nhecidamente um fator imunológico protetor para evitar 
reação aloimune mãe-feto24,25. Um estudo de caracterização 
genética da população de São Luís, Maranhão, mostrou 
uma diversidade genética, com influência de povos ame-
ríndios, africanos e europeus, caracterizando uma região 
altamente miscigenada26. 

A identificação de genes HLA com associações em 
populações altamente miscigenadas, como a brasileira, 
pode representar dificuldades em virtude do polimorfismo 

mais acentuado, todavia é essencial, pois permite a des-
coberta de novas associações, assim como a ratificação das 
já existentes27,28. 

Os resultados demonstraram que o alelo HLA-A*34 
é fator de risco para o abortamento espontâneo recorren-
te, enquanto os alelos HLA-A*24 e HLA-B*35 foram 
associados à proteção, e nenhum alelo do locus DRB1 
apresentou associação com AER.

Dessa forma, a ampliação do estudo, buscando a iden-
tificação dos subtipos específicos de alelos HLA e também 
de associações genéticas com outros genes, pode trazer 
contribuições futuras para determinação da influência e 
do valor preditivo dessas moléculas para o diagnóstico 
precoce de casos de AER. 
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