1. INTRODUCAO

HLA-G é um gene nao-classico de classe Ib do sistema HLA (do inglés Human
Leukocyte Antigen) e faz parte do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC,
ou seja, Major Histocompatibility Complex). Localizado no brago curto do cromossomo
6, na regidao 6p21.31, o MHC ocupa uma regidao cromossOmica de 4 megabases de
DNA, onde estdo presentes outros genes, muitos ndo pertencentes ao sistema HLA
(CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM, 1996; CARROSELLA et al.,, 1999;
O’'CALLAGHAN e BELL, 1998).

HLA-G apresenta um pequeno numero de alelos, vinte e trés até hoje descritos,
e um polimorfismo discreto, quando comparado com os genes HLA de classe la. O
processamento alternativo do RNAm de HLA-G origina, pelo menos, sete isoformas
diferentes de proteinas HLA-G (HLA-G1, -G2, -G3 e -G4 ligadas a membrana e HLA-
G5, -G6 e -G7, soluveis). As formas soluveis sao resultado da presenga de um cédon
de término de leitura nos introns 2 (para —G7) e 4 (para —G5 e —G6), o qual impede a
traducdo do dominio transmembrana da proteina (codificado pelo éxon 5)
(CAROSSELA et al, 1999; LILA et al, 2002; CAROSELLA; DAUSSET e
KIRSZENBAUM, 1996; O'CALLAGHAN e BELL, 1998).

A sequéncia de aminoacidos da proteina codificada pelo gene HLA-G possui
cerca de 86% de identidade com as proteinas codificadas pelos genes HLA-A, -B e —C
(O'CALLAGHAN e BELL, 1998).

Em diversos estudos foi investigada a atuacdo de HLA-G em complicagdes
associadas a gravidez, tais como abortos espontaneos. Outros trabalhos investigam
sua relacdo com os mecanismos que certos tumores possuem de escapar da agao do
sistema imune além de processos patolégicos associados a infeccdes virais (PENZES
et al., 1999; CAROSELLA et al., 2000; PALMISANO et al., 2002; LE DISCORDE et al.,
2002).

Mais recentemente, investigou-se o papel de HLA-G nas reacdes de rejeigao
observadas em 6rgaos transplantados. Muitos autores relatam que sexo, idade, grau de

semelhanga de haplétipos HLA, peso do doador e do receptor e tipo de protocolo de



imunossupressao afetam o progndstico do transplante renal. As diferengcas em sexo,
peso e idade podem, teoricamente, afetar a sobrevida do aloenxerto por uma variedade
de mecanismos incluindo mudangas arterio-escleréticas prévias (endurecimento das
artérias devido ao acumulo de gordura) que possam ter ocorrido em doadores mais
idosos e efeitos de hiperfiltragdo quando um rim pequeno (de um doador de pequeno
porte ou pouca idade) é transplantado em um receptor de maior porte, cujo grande
volume sanguineo possa “sobrecarregar” o rim transplantado. Pela mesma razéo, é
esperado que um rim de um doador do sexo feminino transplantado para um receptor
masculino possa estar propenso a esclerose em longo prazo devido a hiperfiltragao
(SHAHEEN et al.,, 1998; KARAKAYALL et al.,, 1998; VAREKAMP ET AL. 1998;
IVANOVSKI et al., 2001; SAMHAN et al., 2001; GURKAN et al., 2002; SANCHO et al.
2002.). Por isso, é importante uma boa caracterizagdo dos prontuarios de transplante
renal, para averiguar quais destes fatores podem comprometer a aceitagdao do enxerto.

Os atuais estudos indicam que HLA-G pode ter um importante papel na
aceitagdo de orgaos transplantados, através de sua ativagdo e expressido durante o
processo de transplante, suprimindo a modulacdo da resposta imune do receptor e
gerando uma melhor tolerancia ao enxerto, controlando as rejei¢gdes aguda e cronica e
conferindo protecdo a processos inflamatérios, como ocorreu em estudos feitos em
transplantes de coragao (LILA et al., 2000; LILA et al., 2002).

Em pacientes transplantados renais, HLA-G é fracamente expresso, enquanto
em pacientes hepatico-renais, HLA-G1 ja foi detectado na membrana dos hepatdcitos e
nas células tubulares renais (CREPUT et al., 2003).

Existem alguns estudos com pacientes transplantados hepatico-renais, mas
poucos com pacientes transplantados renais somente. Embora se afirme que o rim
expresse pouca ou nenhuma molécula HLA-G, sdo necessarios mais estudos para
verificar se a expressao de HLA-G por si sO é capaz de diminuir a rejeicdo ao
aloenxerto, além de verificar quais os alelos HLA-G estariam relacionados a uma
melhor aceitagao ao aloenxerto.

O objetivo do atual estudo é investigar a relagdo entre as variantes alélicas e

genodtipos HLA-G, através da técnica de sequenciamento, em uma amostra de 52



pacientes transplantados renais e seus respectivos doadores, observando o grau de

compatibilidade HLA-G entre eles, e verificar sua relagao com a rejei¢gao do aloenxerto.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRANSPLANTE RENAL

2.1.1 Sobre os transplantes

Transplante é o processo de coletar células, tecidos ou 6rgdos de um individuo,
transferindo esse material, referido como enxerto, para outro local do mesmo individuo
(transplante autdlogo) ou para um individuo diferente de mesma espécie (transplante
alogénico). Na pratica clinica, o transplante é utilizado para tentar sobrepujar uma
deficiéncia funcional ou anatémica do paciente. O emprego desta técnica para o
tratamento de doencgas foi muito freqlente nos ultimos 40 anos e, hoje, transplantes de
rim, figado, coracdo, pulmao, pancreas e medula 6ssea sdo amplamente utilizados
(ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000).

Porém, a maior limitacdo na utilizacdo dos transplantes é a resposta imune do
receptor contra os tecidos do doador. Esta limitagdo foi primeiramente observada em
tentativas de restaurar pele lesada ou queimada em pacientes, utilizando doadores nao
relacionados (sem parentesco). Em cerca de uma ou duas semanas, a pele
transplantada sofria necrose e se desprendia. A partir deste fato, utilizaram-se modelos
animais para compreensao deste fendmeno. Observou-se entdo que o motivo da falha
da “pega” do enxerto era devido a uma reagao inflamatdria a qual foi chamada rejeicao,
causada pela resposta imune (ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000).

A resposta imune ao aloenxerto, o qual possui aloantigenos, pode ser tanto
mediada por células ou por anticorpos (humoral). Em geral, reacbes mediadas por
células T sdo mais importantes para rejeicdo de o6rgaos transplantados, mas os
anticorpos produzidos por linfocitos B também contribuem para o processo de rejeigao
(ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000).

O evento imunolégico que inicia a rejeicdo do enxerto € o reconhecimento do
antigeno estranho. Este envolve uma interagcdo entre os peptideos derivados de
proteinas do doador e moléculas MHC nas células apresentadoras de antigenos
(APCs), eo TCR (T cell receptor), presente em linfécitos T CD4+ do receptor (SAYEGH,;



WATSCHINGER & CARPENTER, 1994). No aloenxerto, ambas APCs do doador e do
receptor podem estar presentes.

O aloreconhecimento pode ocorrer por reconhecimento direto, onde as células T
do receptor reconhecem as moléculas MHC intactas nas APCs do doador (células
dendriticas intersticiais do doador que estdo “de passagem” no enxerto) (LARSEN;
MORRIS & AUSTYN, 1990). O aloreconhecimento ainda pode ocorrer por
reconhecimento indireto, no qual as células T do receptor reconhecem alopeptideos
apresentados por moléculas MHC de APCs préprias. Neste caso, o alo-MHC do doador
€ internalizado pelas APCs do receptor, processado, e apresentado as células T CD4+
através de moléculas MHC Classe Il das APCs do receptor (fato idéntico ao que ocorre
com outros antigenos, como por exemplo, os bacterianos). Ja foi demonstrado que o
reconhecimento indireto, sozinho, é capaz de iniciar o processo de rejeicao (LECHLER,;
BATCHELOR, 1982; WATSCHINGER, 1999; SHOSKES; WOOD, 1994). As células T
CD4+ ativadas proliferam, se diferenciam e secretam citocinas capazes de ativar varias

outras células efetoras as quais causariam a destruicdo do enxerto.

2.1.2 Mecanismos efetores da rejeicdo do aloenxerto.

Segundo ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000:

Em modelos animais e no transplante clinico observou-se que células T CD4+ e
CD8+ aloreativas ou anticorpos especificos foram capazes, cada um, de mediar a
rejeicao do aloenxerto por diferentes mecanismos.

Por razbes historicas, a rejeicdo do enxerto é classificada de acordo com a
histopatologia e/ou com o tempo transcorrido entre o transplante e o inicio da rejeigao,
além dos mecanismos envolvidos no processo. Baseados nas experiéncias clinicas
ocorridas com transplantes renais, a rejeicdo (ou episddio de rejeicdo) pode ser
classificada como hiperaguda, aguda ou nefropatia crénica do enxerto (anteriormente
referida como rejei¢cao crbnica).

A rejeicao hiperaguda é caracterizada por oclusdo hemorragica e trombética da

vasculatura do enxerto que se inicia de minutos a horas apés o transplante, depois que



os vasos do receptor sdo anastomosados nos vasos do enxerto. E mediada por
anticorpos pré-existentes na circulacdo do receptor que se ligam a antigenos
endoteliais. A ligagado ao endotélio ativa o complemento, e os anticorpos e complemento
induzem mudancgas no endotélio do enxerto que promovem trombose intravascular. As
células endoteliais sdo estimuladas a secretar moléculas de alto peso do fator de Von
Willebrand que medeiam a adesao e agregacao plaquetaria. Ambas células endoteliais
e plaquetas ultrapassam a membrana, causando acumulo de lipideos e promovendo a
coagulagao. As células endoteliais perdem os proteoglicanos que interagem com a anti-
trombina Il que impede a coagulagédo. A ativagcdo do complemento resulta em danos
celulares, expondo as proteinas da membrana subendotelial que ativam as plaquetas.
Estes processos contribuem com a trombose e oclusdo vascular, e o érgdo enxertado
sofre dano isquémico irreversivel.

A rejeicdo hiperaguda é mediada por IgM pré-existente, que esta presente em
altas taxas antes de qualquer exposicao a aloantigenos. Como anticorpos naturais,
acredita-se que surjam em resposta a antigenos carboidratos expressos por bactérias
que normalmente colonizam o intestino. A rejeicdo hiperaguda também é mediada por
IgG direcionado contra proteinas aloantigénicas, como MHC estranho, ou contra outros
aloantigenos expressos nas ceélulas endoteliais .

A rejeicdo aguda é um processo de dano vascular e parenquimal mediada por
células T, macréfagos e anticorpos, que se inicia geralmente apos a primeira semana
depois do transplante. Os linfécitos T desempenham um papel central na resposta aos
aloantigenos, incluindo moléculas MHC, presentes no endotélio vascular e células
parenquimais. As células T ativadas causam lise direta das células do enxerto ou
produzem citocinas que recrutam e ativam células inflamatérias, as quais causam
necrose. Em enxertos vascularizados como o renal, as células endoteliais s&do o
primeiro alvo da rejeicdo aguda. Endotealitis microvascular, endotealitis e ou arteritis
intimal em artérias de médio porte ocorrem nos estagios iniciais da rejeicdo aguda e
servem para predizer uma falha aguda irreversivel do enxerto.

Tanto as células T CD4+ quanto as CD8+ contribuem para ocorréncia de rejeigao

aguda. Evidéncias sugerem que o reconhecimento e lise de células estranhas por



células T CD8+ aloreativas € um importante mecanismo da rejeicdo aguda. A
destruicdo de células alogénicas no enxerto € altamente especifica. Células T CD4+
sdo importantes para mediar a rejeicdo aguda, secretando citocinas e induzindo
reagcdes do tipo hipersensibilidade do tipo tardia no enxerto, e algumas evidéncias
indicam que as células T CD4+ sao suficientes para induzir rejeigdo aguda.

Anticorpos também podem mediar a rejeicdo aguda apds o receptor haver
desenvolvido uma resposta imune humoral contra os antigenos expressos nas paredes
vasculares. Anticorpos (IgG) ativam o complemento, causando necrose transmural das
paredes vasculares do enxerto com inflamagao aguda. Esta resposta difere da oclusao
tromboética sem necrose da parede dos vasos vista na rejeicao hiperaguda.

A nefropatia crénica do enxerto € caracterizada por fibrose com perda de
estruturas do 6rgao ocorrendo em um periodo prolongado. A patogenicidade da
rejeicdo crénica € menos compreendida que a da aguda, e acredita-se que possa
ocorrer como uma rejeicao lenta mediada por células ou como um resultado da
deposigao de complexos antigeno-anticorpo ou de anticorpos no interior dos tecidos do
enxerto. Em varios casos, a oclusao arterial ocorre como resultado da proliferacdo das
células musculares lisas. Este processo € chamado de arteriosclerose do enxerto, a
qual é vista em aloenxertos renais e cardiacos e pode se desenvolver em qualquer
orgao vascularizado dentro de 6 meses a um ano apos o transplante. A les&o ocorre
sem evidéncias de dano vascular e sem correlagdo com infeccdo ou anormalidades
lipidicas. A proliferagcdo do musculo liso pode representar uma forma especializada de
reacao de hipersensibilidade do tipo tardia do parénquima do 6érgao, no qual linfécitos
ativados por aloantigenos nos vasos do enxerto induzem macrofagos a secretar fatores
de crescimento das células musculares lisas. A fibrose da rejeicdo crénica pode
representar uma tentativa de cura apés uma necrose celular parenquimal da rejeicao
aguda. Pode também resultar de macréfagos ativados secretando fatores de
crescimento de células mesenquimais como PGF (fator de crescimento de plaquetas), o
qual estimula a proliferacao do fibroblasto e sintese de colageno (ZANE, 2001).

Entre os métodos de prevengdo e/ou tratamento da rejeicdo ao aloenxerto,

destacam-se as drogas imunossupressoras, como a ciclosporina, que inibem a ativagao



ou lisam linfocitos T, prolongando a sobrevida do enxerto; toxinas metabdlicas que
matam células T em fase proliferativa também sao usadas para tratar a rejeicao do
enxerto; anticorpos reativos contra estruturas da superficie das células T sdo agentes
importantes para o tratamento da rejeicdo aguda; agentes anti-inflamatérios sao
rotineiramente usados para a prevencao e tratamento da rejeicdo do enxerto. E sabido
que a imunossupressao requerida para sobrevida prolongada leva a um aumento da
susceptibilidade a infecgcbes virais. Citomegalovirus, herpesvirus sdo comuns em
pacientes imunossuprimidos. Por esse motivo, pacientes transplantados sio tratados
profilaticamente com terapia anti-viral para infecgdes com citomegalovirus (ABBAS;
LICHTMAN & POBER, 2000).

A principal estratégia para reduzir a imunogenicidade do enxerto tem sido

minimizar as diferengas aloantigénicas entre doador e receptor por selecdo do doador.

2.1.3. Transplante renal e HLA

O primeiro transplante renal bem sucedido ocorreu em 1954 e consistiu na
transferéncia de um sinenxerto (rim doado por um gémeo monozigdtico).
Subsequentemente, com o0 avango na administracdo de imunossupressores e nos
testes de histocompatibilidade, aumentou-se a taxa de sucessos dos transplantes. A
disponibilidade de rins alogénicos (tanto de doadores vivos quanto de cadaveres)
também aumentou o numero de transplantes bem como sua taxa de sucesso (ZANE,
2001).

Alguns testes especificos tanto para doador quanto para o receptor no pré-
transplante sdo essenciais e incluem: teste de tipagem do grupo sanguineo ABO
(antigenos ABO estao presentes nos eritrocitos e no endotélio vascular); teste cross-
match ou prova cruzada HLA entre o soro do receptor e linfocitos do doador para
identificar aloanticorpos HLA presentes no soro do receptor dirigidos contra
especificidades do doador; tipagem HLA para “parear doador com um receptor HLA
compativel, Isto tudo porque o transplante de um enxerto incompativel causa rejeicao
hiperaguda devido a anticorpos naturais pré existentes que danificam o endotélio do
enxerto (ZANE, 2001).



No transplante renal, quanto maior a similaridade HLA entre doador e receptor,
melhor a sobrevida do enxerto, especialmente no primeiro ano de transplante. Estudos
clinicos demonstraram que de todos os loci de classe | e classe Il, a similaridade entre
HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 s&o importantes para prever o prognostico do transplante.
Em geral, nos transplantes de 6rgaos solidos, a similaridade entre os loci HLA-A e -B é
importante tanto no periodo inicial quanto no tardio, apdés o transplante. A
compatibilidade no loci HLA-DRB1 sé é importante nos trés primeiros meses apds o
transplante, devida sua expressao limitada a APCs e células dendriticas,
principalmente, enquanto os loci HLA-A e -B se expressam em todas células do 6rgao
transplantado. (ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000; CLAAS et al., 2004).

Os alelos HLA séo expressos codominantemente e, por isso, na investigacéo e
tipagem dos loci HLA-A, HLA-B e HLA-DRB1 pode-se observar de zero a seis
similaridades (M, do inglés matches) MHC entre doador e receptor. Seis matches sao
preditivos de uma melhor sobrevida do enxerto, € quanto menor o numero de matches,
a taxa de sobrevida cai drasticamente (ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000).

A tipagem HLA no transplante renal é possivel porque o doador geralmente
precisa ceder apenas um de seus rins, ou seja, pode doar “‘em vida”, dando a
possibilidade (tempo) para a tipagem HLA. A tipagem do receptor também ¢é possivel,
pois 0 mesmo pode ser tratado com dialise até que surja um 6érgéo “bem-pareado”. O
rim do doador, assim que retirado, permanece viavel para o transplante por 36h. Apds
esse periodo, o rim passa por um processo de isquemia/reperfusdo (os tecido do
enxerto sofrem hipodxia, causando diminuicdo da luz dos vasos, e consequentemente,
deficiéncia no fluxo sanguineo) o qual aumenta em muito a chance de perda do
enxerto. Quanto maior o tempo de isquemia, menor a chance de sobrevida do enxerto.
No caso do transplante cardiaco e hepatico, a preservagao € mais dificil e os potenciais
receptores estdo quase sempre em estado critico. Nestes casos, a tipagem HLA é
simplesmente ndo considerada no pareamento de potenciais doadores e receptores
(ABBAS; LICHTMAN & POBER, 2000).
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2.2 HLA-G

2.2.1. Sobre o MHC

A primeira descrigdo do MHC ocorreu em 1936, e resultou de estudos e
experimentos de transplantes de tecidos em camundongos. As primeiras moléculas
foram caracterizadas como antigenos polimérficos da superficie celular, codificados por
um locus denominado H-2 (H= histocompatibility). Os produtos desse sistema génico
constituiriam a principal barreira imunoldgica e o sucesso dos transplantes dependeria
do grau de similaridade H-2 entre doador e receptor para antigenos entdo denominados
de antigenos de histocompatibilidade. Posteriormente, complexos génicos homdlogos
foram descritos em varias espécies de mamiferos, atuando de forma similar,
codificando produtos moleculares envolvidos na resposta imune (DUNHAM et al. 1987;
CHRISTIANSEN et al., 1993; CROUA-ROY et al., 1994).

O Complexo de Histocompatibilidade Humano (HLA, do inglés Human Leucocyte
Antigen) sé viria a ser descoberto na década de 50, por Dausset, Payne e van Rood,
enquanto realizavam estudos soroldgicos em pacientes politransfundidos, e detectaram
anticorpos leucoaglutinantes. Dausset descreveu o primeiro antigeno, o qual
denominou Mac (atual HLA-A2). O MHC humano recebeu a denominagdo HLA
referindo-se ao conjunto génico HLA mapeado no brago curto do cromossomo 6, na
banda 6p21.31, que ocupa uma regiao cromossdmica de 4 megabases de DNA. Nessa
regiao cromossOmica estdo presentes outros genes, muitos ndo pertencentes ao
sistema HLA. Essa regido do genoma, de acordo com a estrutura e fungdo dos
produtos moleculares que os genes ai situados codificam, foi subdividida em regides de
classe I, Il e lll (Figura 1) (LAMM et al., 1985; BELL, 1989; CHRISTIANSEN et al.,
1994).

Oito loci génicos foram descritos na Regido de Classe I. Os genes HLA-A, HLA-B
e HLA-C (conhecidos como classicos ou de classe la) codificam para a cadeia a das
moléculas HLA de classe | cuja estrutura se completa com uma cadeia leve de B2-

microglobulina, codificada por um gene de mesmo nome localizado no cromossomo 15.
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As proteinas HLA estdo presentes em todas as células nucleadas. Existem ainda os loci
HLA-E, HLA-F e HLA-G (conhecidos como nao-classicos ou de classe |b), e que, ao
contrario dos classicos, sao pouco polimorficos, possuem distribuicdo limitada a certos
tecidos e podem ser transcritos de forma alternativa, devido ao processo de
recomposicdo do RNA, gerando isoformas protéicas diferentes. Ha4 também os loci
HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-L, que sao pseudogenes (FAINARDI et al., 2003).

FIGURA 1 — O MHC HUMANO
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As moléculas de Classe Il sdo codificadas por diferentes loci e mapeados na
regiao HLA-D do MHC, respectivamente nas sub-regides HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP.
A sub-regido DR, por exemplo, apresenta um locus génico que codifica para a cadeia o
e pelo menos dois loci codificando para as cadeias  da respectiva molécula, o mesmo
sendo observado para DQ. Existem ainda os loci HLA-DOB, HLA-DMA e HLA-DMB,
HLA-DOA que codificam para cadeias o e B respectivas. Essa organizagdo mais
complexa resulta em uma grande variabilidade estrutural para as moléculas de Classe
Il, as quais apresentam uma distribui¢cdo restrita a linfocitos B, monécitos, macrofagos,

células endoteliais de capilares e vénulas.

A regido de Classe lll, localizada entre as regides de classe | e Il contém pelo
menos 59 genes e possui a maior densidade génica das trés regides HLA. Entretanto,
nao € conhecido se todos os genes identificados na Regido Ill sdo funcionais ou
pseudogenes. Foram definidos genes que atuam no processo de ativagado do sistema
complemento (Bf, C2, C4A, C4B) e genes da 21-hidroxilase, TNF e LTA, que codificam
as citocinas TNF-a e LT-a (antigo TNF-B) respectivamente, além de genes para
susceptibilidade a doengas como a Doenga de Graves, Doenga de Crohn, entre outros
(MATSUZAKA et al. 2001).

2.2.2 Histérico do HLA-G

HLA-G foi primeiramente descrito por GERAGHTY et al., em 1987, quando
realizavam uma analise do DNA genémico da regido do MHC humano. Esta analise
revelou genes similares aos bem conhecidos genes do MHC de classe | HLA-A, HLA-B
e HLA-C (HUNT et al, 2000). ELLIS et al., em 1986, ja haviam observado uma molécula
diferente de HLA de classe | em seus estudos com células trofoblasticas que Geraghty
descreveu e nomeou de HLA-6.0 (por estar localizado no interior de um fragmento de
restricdo gerado por Hind Ill, com 6.0 kb). Somente em 1990, foi possivel associar HLA-
6.0 como sendo HLA-G (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).
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Inicialmente acreditava-se que o HLA-G fosse polimérfico somente em algumas
populacgdes (afro-americanas), mas posteriormente observou-se que ele é polimérfico
nas outras populagdes também (BAINBRIDGE et al, 2001).

Nos primeiros estudos, HLA-G foi detectado no fluido amnidtico e soro de
mulheres gravidas, e pensava-se que estivesse restrito somente a estes, mas,
posteriormente, detectou-se o HLA-G em outros tecidos, fetais (como timo, olhos,
pulm&o, coragcdo e rim) e adultos, como na regido anterior do olho, pele, pulmao
(nestes, em taxas elevadas), rim, ovario, colon, intestino (nestes, em niveis reduzidos)
timo (sugerindo que o HLA-G possa participar da “educagao” das células T), além de
células em tumores malignos e monécitos do sangue periférico e, recentemente, em
inflamagcdes musculares e culturas de mioblastos (CAROSELLA; DAUSSET e
KIRSZENBAUM, 1996; CAROSELLA et al., 1998; LILA et al., 2002; WIENDL et al.,
2003).

2.2.3. Estrutura do gene HLA-G e elementos de controle de sua expressao

HLA-G localiza-se no interior da regidao do MHC de classe | do cromossomo 6
apresentando 4396 pares de base, com oito éxons, sete introns e uma regido 3' nao
traduzida, sendo homologo aqueles do grupo classico de classe la. Quanto a sua

estrutura génica possui: éxon 1, com 73 pb, codificando o peptideo sinal; éxon 2, com

270 pb, éxon 3, com 276 pb, e éxon 4, com 276 pb, os quais codificam os dominios o4,

O € a3 respectivamente; éxon 5, com 114 pb, codificando a regidao transmembrana;

éxons 6, 7 e 8, com 105 pb, codificando o dominio citoplasmatico da molécula HLA-G.
Entretanto, devido a um codon de término de leitura (UGA) no éxon 6 a cauda
citoplasmatica apresenta 6 aminoacidos enquanto a cauda das moléculas de classe la
apresentam aproximadamente 30 (Figura 2) (CAROSELLA; DAUSSET e
KIRSZENBAUM, 1996; O'CALLAGHAN e BELL, 1998; CARROSELLA et al., 1999).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DO RNAm DE HLA-G
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O controle da transcricdo do HLA-G ocorre via elementos reguladores em cis,
conhecidos por sua importancia no controle da transcricdo dos genes HLA classicos:
intensificador A, a sequéncia consenso interferon (ISRE) e o médulo SXY (Figura 3). O
intensificador A, o ISRE e o modulo SXY localizam-se na regido promotora do gene e
formam um modulo de indugédo com sitios ligantes para membros da familia NF-xB p50,
p65 e c-Rel, IRF1 e IRF2, ISF1 e ISF2, e Sp1 (fator transcricional das rotas de
transativagado constitutiva e induzida por citocinas). O mddulo SXY €& composto por
sequéncias S, X (compreendendo os meio-sitios X1 e X3) e Y ligadas cooperativamente
por complexos de multiproteinas (RFX, CREB/ATF e NFY). Em HLA-G, este médulo
SXY possui sequéncias S e X1 homologas ao HLA de classe |, mas sequéncias Y e X,
divergentes. Como este segundo bloco € muito importante para maior formagdo da
ordem do complexo no mddulo SXY e para a transativagdo induzida por CIITA
(transativador de classe Il), o HLA-G néao é induzido por CIITA nem RFX5. Além desses
trés elementos reguladores, um outro elemento de 250 pb que controla a transcricdo de
HLA-G esta localizado a 1000pb do éxon 1, o que foi observado em placentas
transgénicas de camundongos (CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM, 1996;
GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000; ROUSSEAU et al., 2004).
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Em HLA-G, os dois sitios kB do intensificador A (kB1 e xB2) apresentam
afinidade somente para a subunidade p50 do NF-«xB (fator transcricional kB), o que nao
€ suficiente para ativar a transcricdo, pois nao ha ligacdo em niveis significantes com
outras porgdes do NF-kB que possuam propriedades transativadoras. Em adigéo, o sitio
kB2 do HLA-G também se liga ao Sp1(Fator transcricional mediador das rotas de
transativagao constitutivas e induzidas por citocinas). A regido de supressdao do
intensificador A, a qual tipicamente contém o ISRE em promotores de MHC de classe |,
aparentemente esta parcialmente ausente em HLA-G. Esta regido (a porgcédo 3’ do sitio
kB1 e as sequéncias supressoras) ndao apresenta qualquer afinidade de ligagdo com
proteinas da familia de fatores transcricionais IRF (fator regulador de interferon), mas
contém um outro sitio de ligagdo com Sp1. Entretanto, este elemento ndo pode mediar
a expressao de HLA-G induzida por IFN-y. Nenhum outro sitio de ligagédo para o IRF ou
STAT1 (tradutor de sinal e ativador da transcricdo) foi identificado nesta regiao
promotora de 220 pb, o que demonstra a nao-responsividade do HLA-G ao IFN-y
(Figura 4) (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

No trabalho de MOREAU e colaboradores, em 2003, foi investigada a influéncia
de fatores epigenéticos sobre a transcricdo e expressao da proteina HLA-G. Foi
mostrado que o processo de metilagdo poderia silenciar o gene HLA-G. Ja é conhecido
o fato de que a repressdo mediada por metilagdo pode ter como alvo outros genes HLA.
O silenciamento de HLA-G pode ocorrer independentemente do silenciamento de
outras moléculas HLA de classe | e também das de classe Il, porque estes puderam ser
detectados em células onde o HLA-G foi inibido. Esta repressao pode ser tecido-
especifica e pode ainda explicar a falta de expressao de HLA-G frente a exposi¢cao a

citocinas em niveis basais para transcrigao.
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FIGURA 3 - A ESTRUTURA DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES HLA-E, HLA-F,

E HLA-G.
Intensificador A mdédulo SXY
kB2 kBl I5RE 5 X1l X2 Y
CONSENSUS NGGGANNYYCC NGGGANNYYCC  AGTTTCHNTTTC GRACCYY CCYRGHRACWSATGASKCR ATTGG
HLA-E AAGARACTGCTG TGGGAMARCTET AGTTTCCCGTTC TAACCTG CCTGGATACTCATGACGCA AATGG
HLA-F TTGGAAGECTC GAGAATTCCCC  AGTTTCTETTTC CAACCCG CCTGGATACTCATAACGLG ATTGG
HLA-G GOGGAGGLCCC GGGGATTCTCT ====LCTCCTTC TAACCTG CCTGGATACTCACCGGGEG ATTAG

A seqliéncia de nucleotideos dos elementos reguladores conservados dos moédulos de indugéo e SXY dos promotores de
HLA-E, HLA-F, e HLA-G. Sequéncias Consenso dos sitios fiB e ISRE, e dos blocos S, X1X2, e Y sdo mostrados em comparagao
(GOBIN; VAN DEN ELSEN, 2000).

FIGURA 4 - REGULAGAO TRANSCRICIONAL DE HLA-E, HLA-F, E HLA-G
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Representacdo esquematica dos elementos reguladores e proteinas ligantes dos sitios promotores de HLA-E, HLA-F, e
HLA-G. Os mddulos conservados sdo os médulos de indugdo contendo sitios ligantes para NF-fiB, Sp1,e IRF1. O modulo SXY
consiste dos blocos S, X1, X2, e Y que formam a regido de ligagdo para o complexo de multiproteinas consistindo de RFX,
CREB/ATF, e NFY os quais mediam a transativagao induzida por CIITA (GOBIN; VAN DEN ELSEN, 2000).

2.2 .4 Estrutura da Proteina HLA-G e suas Isoformas

Sobre a estrutura da molécula HLA-G, esta possui uma grande similaridade com
a molécula funcional HLA-A2, em regides altamente conservadas as quais acredita-se

serem essenciais para a interacdo com as células T. Similarmente, todas as posicdes
relevantes para a interagdo com a [3;-microglobulina, a qual é um requisito basico na

manutencdo da conformagdo nativa das moléculas de HLA de classe |, estdo
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conservadas na sequéncia do alelo “referéncia” do HLA-G, ou seja, HLA-G*010101
(VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).

Analises de sequéncias permitiram observar a presenga de outra regido
reguladora em potencial a 1438 pb da regido promotora do gene HLA-G, assim como
sitios de ligagdes para as proteinas AP1, STAT1, IRF1, NF-xB e ZF (zinc finger).
Entretanto esta regiao foi incapaz de induzir a transativagdo de HLA-G. Em adicao, ZFX
nao induz a expressao de HLA-G (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

Os dominios a1 € ay das moléculas de classe |, os quais sao transcritos dos
éxons 2 e 3 dos genes HLA classe |, formam a regido de ligacdo com peptideo
antigénico, onde os antigenos se ligam e s&o apresentados para os receptores das
células T. O HLA-G difere do HLA-A2 em 12 das 29 posi¢cdes de aminoacidos as quais
sdo relevantes para a ligacdo com o antigeno. Comparagdes entre as sequéncias de
aminoacidos mostram que ambos genes exibem o mais alto grau de diversidade nas
regides onde o polimorfismo pode ser tolerado, ao contrario das outras regides de
funcionalidade critica. Esta diversidade esta de acordo com o fato de haver um
repertorio diferente de peptideos apresentados por HLA-G e HLA-A2 (VAN DER VEN;
PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).

Assim como os genes classicos de classe la (HLA-A, -B e —C) e os outros nao-

classicos de classe Ib (HLA-E e —F), HLA-G codifica glicoproteinas que ligam-se a
cadeia leve, Bo-microglobulina, na superficie das células (CAROSELLA; DAUSSET e
KIRSZENBAUM, 1996).

HLA-G teoricamente € capaz de apresentar um numero expressivo de peptideos
estranhos que podem capacitar células T a proteger o trofoblasto (e outros tecidos) de
infecgdes virais ou transformagdes malignas (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN,
2000).

A estrutura do peptideo ligante de HLA-G segue 0s mesmos principios
observados naqueles que se ligam as moléculas HLA classicas, ainda que apresente
suas préprias caracteristicas. Os peptideos que se ligam a molécula HLA-G foram

estudados por DIEHL et al. (1996) e geralmente consistem de 9 aminoacidos, com uma
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sequéncia especifica, com residuos de ancoragem na posi¢ao 2 (isoleucina ou leucina),
posicao 3 (prolina) e a posigao carboxi-terminal 9 (leucina). Mesmo nas posigdes de
nao-ancoragem, os ligantes tendem a ter, na posi¢cdo 1, residuos positivamente
carregados e na posi¢ao 7, residuos hidrofébicos, na maioria. O ensaio peptideo—
ligante indicou que 2 ou 3 residuos de ancoragem séao suficientes para a ligagao, e que
3 ligantes naturais do HLA-G identificados ligaram-se tanto ao HLA-G quanto ao HLA-
A2 (o0 que nao surpreendeu, ja que ambos s&o capazes de reconhecer residuos de
ancoragem nas posigdes 2 e 9). Por outro lado, somente alguns peptideos ligantes do
HLA-A2, ndo todos, puderam também se ligar ao HLA-G (PAUL et al., 2000).

As isoformas conhecidas de HLA-G sao resultados de processamentos
alternativos no RNAm transcrito, resultando em pelo menos sete RNAm de HLA-G que
codificam sete polipeptideos: HLA-G1, -G2, -G3 e —G4 ligadas a membrana e HLA-G5,
—G6 e —G7 em formas soluveis (Figura 5) (PAUL et al., 2000; RITEAU et al., 2001).

HLA-G1 é uma proteina que contém os dominios extracelulares o1, 02 € O3

ligados ao dominio transmembrana codificado pelo éxon 5 e uma cauda citoplasmatica
curta devido a presenga de um codon de término de leitura no éxon 6. Um
processamento alternativo que resultou nas isoformas HLA-G2, -G3, e -G4 e que exclui
respectivamente o éxon 3, os éxon 3 e 4, ou 0 éxon 4 geram isoformas que retém
somente o dominio o4 para —G3, os dominios o1 € a3 para —G2 e os dominios o4 € O

para —G4 unidos a regido transmembrana (PAUL et al., 2000).
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FIGURA 5 - ISOFORMAS DE HLA-G
Antigenos de Membrana
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Representacdo de varias isoformas HLA-G. O transcrito primario do gene sofre cortes alternativos gerando pelo menos quatro
formas ligadas a membrana e trés isoformas soluveis. HLA-G1 codificado pelo RNAm integral associado com B,-microglobulina e
tem estrutura similar aos HLA de classe la. A transcrigdo de HLA-G2, -G3 e -G4 exclui respectivamente o éxon 3, os éxons 3 e 4, ou
éxon 4 gerando isoformas truncadas que retém somente o dominio a1 para HLA-G3, os dominiosa a1 e a3 para HLA-G2 e o
dominio a1 e a2 para HLA-G4, adicionados da regido transmembrana. Devido a um cédon de término de leitura no intron 4, HLA-
G5 e —G6 perdem o dominio transmembrana formando as isoformas sollveis. Isso ocorre também para forma soltvel HLA-G7,
devido a uma traducéo de um sinal de término no intron 2 (BAINBRIDGE et al., 2001).

Os mecanismos que geram proteinas soluveis alternativas de HLA-G incluem o
uso do intron 4. A molécula soluvel de HLA-G5 contém dominios a4 o2 € a3 idénticos,
mas adiciona as sequéncias do intron 4 produzindo uma fita aberta de leitura que inclui
21 aminoacidos ligados ao dominio a3 e exclui o dominio transmembrana. Uma forma
similar a HLA-G2, retendo o intron 4 (o qual possui o cédon de término de leitura UAA),
também foi descrita, sugerindo a presenga de uma isoforma HLA-G6 truncada que
perde o dominio o, da proteina (PAUL et al., 2000).

A forma soluvel HLA-G7 é uma variante descoberta mais recentemente em que o
RNAmM do HLA-G retém as sequéncias do intron 2 (o qual possui também o cédon de

término de leitura UAA), produzindo uma proteina HLA-G7 com 117 aminoacidos que
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contém apenas o dominio o4 do HLA-G ligado a 2 aminoacidos no terminal carboxila

especificamente codificado pelo intron 2 (PAUL et al.,2000).

A expressao de HLA-G1 e HLA-G5 foi detectada em subpopulagcdes de células
citotrofoblasticas, em células timicas, em células endoteliais de vasos sanguineos
coribnicos, em fluido amnidtico e anmniocoriénico, em tecidos tumorais, em odcitos e
embrido em estagio pré-implantagao, em linhagens de macrofagos ativados e em
mondcitos do sangue periférico. O RNAm de HLA-G2, -G3 e —G4 foram detectados da
mesma forma que em células transfectadas. As formas soluveis foram detectadas em
fluidos corporais, bidpsias de tumores, e soro de pacientes. HLA-G7, especificamente,
foi detectado no trofoblasto, placenta e tecidos amnioticos. HLA-G6 foi detectado em
maiores niveis de expressdo em tratamento de estresse, sugerindo que algumas
isoformas soluveis possam ter uma ativagcdo seletiva durante situagbes patoldgicas
(PAUL et al., 2000, MENIER et al., 2003). Atualmente (2005) esta havendo uma grande
discussao sobre a expressao de HLA-G soluvel em tecidos do trofoblasto. BLASCHITZ
et al.,, (2005a e 2005b) e SARGENT (2005) ndo detectaram estas isoformas no
trofoblasto. Outra linha de investigagdo, conduzida por pesquisadores, como HUNT &
GERAGHTY (2005) afirma que detectaram a expressdo em certas linhagens de células
trofoblasticas. Cada grupo discute os métodos de deteccdo empregados no
experimento do outro, desde a obtengdo e purificagdo das linhagens celulares
empregados até anticorpos utilizados. Por enquanto, ndo ha consenso nesta discussao.

Alguns experimentos permitiram concluir que HLA-G5 induziu uma resposta
apoptética em linfocitos T CD8+ ativados. A expressao fisioldgica e funcdes de HLA-G2,
-G3, -G4 ainda nao foram totalmente caracterizadas (PAUL et al., 2000).

PARK et al. (2004) afirmam que formas soluveis de HLA-G1 podem ser obtidas
pela acdo de metaloproteinases, as quais causam uma clivagem proteolitica na cadeia
pesada livre na superficie celular. A molécula de HLA-G1 soluvel € menor em
aproximadamente 1-2 kDa que a molécula de HLA-G5. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que moléculas soluveis de HLA-G séo capazes de inibir a atividade litica
das células NK. A isoforma HLA-G1 soluvel gerada por processos proteoliticos poderia

desempenhar um papel importante na modulagéo da resposta imune em determinadas
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condigdes fisiologicas. Ainda ndo se conhece a razao pela qual as células geram HLA-
G soluvel por dois mecanismos distintos: por processamentos alternativos e por agao
proteolitica, uma vez que as atividades da HLA-G1 soluvel e do HLA-G5 parecem ser
redundantes. Possiveis explicagbes sugerem que a isoforma HLA-G1 possa ser gerada
em situagdes patoldgicas em que ocorram mutagdes no gene HLA-G nos sitios de corte
(splice). Em todo caso, acredita-se que HLA-G1 soluvel gerada por agao proteolitica
seja uma medida alternativa em caso de impossibilidade da ocorréncia de splices, como
um controle de fungdes imunomoduladoras especificas. Alternativamente, HLA-G1 e
HLA-G5 podem ser qualitativamente diferentes, ligando-se a variedades diferentes de

peptideos.

2.2.5 Polimorfismos de HLA-G.

Embora inicialmente, varios pesquisadores acreditavam que HLA-G ndo era
polimdrfico, um numero expressivo de variagdes nucleotidicas ja foram descritas ao
longo de sua sequéncia génica. O relato do numero de sitios polimérficos vem
crescendo e diferencas no que se refere a localizagao, natureza e freqiéncia relativa de
polimorfismos entre diferentes grupos étnicos tem sido encontradas. Além disso,
observa-se que certas variagbes nucleotidicas sao compartilhadas por todas as
populagdes estudadas até o momento (OBER, 1998; VAN DER VEN; PFEIFFER;
SKRABLIN, 2000; BAINBRIDGE et al., 2000).

Até recentemente, havia 16 alelos HLA-G descritos, porém, em outubro de 2005, o
European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/hla) e o Anthony Nolan
Research Institute (http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/seqg/nuc/text/g_nt.txt) foram
atualizados com novas variagdes alélicas. Ja foram descritos, entdo, 23 alelos de HLA-
G. As diferengas nucleotidicas que geram diferengas na sequéncia dos aminoacidos
definem os sete principais grupos alélicos: G*0101, G*0102, G*0103, G*0104,
G*0105N, G*0106, G*0107. As substituicbes silenciosas (codificam o mesmo
aminoacido) encontradas dentro do grupo G*0101 geram dez alelos: G*010101,
G*010102, G*010103, G*010104, G*010105, G*010106, G*010107, G*010108,
G*010109 e G*010110, para o grupo G*0104, geram trés alelos: G*01041, G*01042,
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G*01043. Substituicbes em introns ainda subdividem o subgrupo G*010101 em
G*01010101, G*01010102, G*01010103, G*01010104 e G*01010105; e o subgrupo
G*010102 em G*01010201 e G*01010202. O alelo G*0105N possui uma delegdo no
cddon 130, do éxon 3 e € o primeiro alelo descrito com uma delecdo que altera o
quadro de leitura (SUAREZ et al., 1997; NOLAN, 2005).

A maioria das variagdes nucleotidicas descritas em HLA-G decorrem de mutagdes
sinbnimas e, logo, a composi¢gdo de aminoacidos da proteina correspondente ndo se
altera. Somente trés polimorfismos de nucleotideo unico (SNP, do inglés Single
Nucleotide Polymorphism) n&o-sindbnimos, todos localizados na regido de ligagdo com o
peptideo, tem sitios Uteis para diferenciar grupos étnicos. A primeira esta localizada no
codon 31 relacionado ao dominio a4, as outras, nos codons 110 e 130, relacionados ao
dominio a,. Os SNPs nos cddons 31 (thr — ser) e 110 (leu — ile), respectivamente,
levam a uma substituicdo equivalente no que se refere a polaridade dos aminoacidos,
nao interferindo com a estrutura e fungdo da molécula (VAN DER VEN; PFEIFFER,;
SKRABLIN, 2000).

O terceiro SNP nao-sindnimo é resultado da delecdo de uma unica base no cédon
130, chamada 1597delC. A presenga dessa mutacao leva a instabilidade da maior
proteina variante de HLA-G, chamada HLA-G1. Como resultado dessa mutagao perde-
se uma ponte dissulfeto entre os residuos 101 e 164, os quais estabilizam as moléculas
HLA-G normais. Entretanto, variagoes alternativas das proteinas HLA-G, nas quais falta
o dominio ay (ou este se encontra ndo funcional), como por exemplo, a proteina G2,
podem ainda ser detectadas mesmo nos individuos 1597delC homozigotos. A mutagao
1597delC foi a primeira mutagdo nula (ndo se expressa na membrana celular)
detectada em HLA-G. Além disso, o polimorfismo 1597delC ocorre em combinagdo com
dois polimorfismos silenciosos comuns, nos cédons 57 (éxon 2, codificando pro57A) e
93 (éxon 3, codificando his93T). O alelo G*0105N (o qual carrega a mutagéo 1597delC,
como ja foi dito) esta em desequilibrio de ligagdo com HLA-A30. (VAN DER VEN;
PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).

Em resumo, dos 23 alelos de HLA-G, pelo menos seis resultam de mutagdes

nao-sinbnimas codificando as proteinas HLA-G de membrana: G*010101 (primeira
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variante alélica descrita, e usada como referéncia); G*0102- gly para arg (a variagao
nucleotidica no coédon 54 resulta na substituicdo de uma glicona para arginina, e assim
ocorre para as outras variantes); G*0103- thr para ser, no cédon 31; G*010401-leu para
ile, no cédon 110; G*0106 - thr para met, no codon 258; e G*0107- leu para phe, no
cdédon 13; assim como a proteina soluvel truncada, delCys130 (Tabela 1). Os cdédons
modificados 31, 110 e 258 estado localizados fora da regido de ligagcdo com peptideos,
sugerindo que estes polimorfismos ndo afetam interacbes com peptideos antigénicos
ligantes ou TCRs. O alelo G*0105N (que possui a mutagcéo delCys130) foi o primeiro
alelo nulo (ndo se expressa na membrana celular, ou gera uma molécula instavel) do
HLA-G encontrado ocorrendo em diferentes grupos étnicos aparecendo em associagao
com HLA-A30 (SUAREZ et al, 1997; VAN DER VEN et al., 1998; KIRSZENBAUM et al.,
1999; CAROSELLA et al., 1999).

TABELA 1. ALELOS DE HLA-G E POLIMORFISMO DAS PROTEINAS.

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Alelo/codon -20 -13 13 31 54 57 69 93 107 110 130 148
G*01010101  GCG(A)  CTG(L)  TCC(S) ACG(T)  CAG(G) CCG(P) GCC(A) CAC(H) GGA@G) CTC(L) CTGL)  GAG(A)
G*01010102 GCG CTG TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA cTC cTG GAG
G*01010103 GCG CTG TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA cTC cTG GAG
G*01010104 GCG CTG TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA cTC cTG GAG
G*01010105 GCG CTG TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA cTC cTG GAG
G*01010201  GCA(A)  CTAL)  TCC ACG CAG CCA(P) Gee CATH)  gga . 16 oAG
G*01010202 GCA CTA TCC ACG CAG CCA GCC CAT GGA CTC CTG GAG
G*010103 wx wx TCC ACG CAG CCA GCC CAC GGT(G) CTC CTG GAG
G*010104 TCC ACG CAG CCG GCT(A) CAC GGA CTC CTG GAG
G*010105 TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGT CTC CTG GAG
G*010106 GCG CTG TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA CTC CTG GAG
G*010107 ol ol TCC ACG CAG CCA GCC CAT GGT CTC CTG GAG
G*010108 TCC ACG CAG CCA GCC CAC GGA CTC CTG GAG
G*010109 GCG CTG TCC ACG CAG CCA GCC CAC GGA CTC CcTG GAA(U)
G*010110 GCA CTA TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA ATC(l) cTG GAG
G*0102 wx wx TCC ACG CGG(R) CCG GCC CAC GGA CTC CTG GAG
G*0103 GCG CTG TCC TCG(S) CAG CCG GCC CAC GGA CTC CTG GAG
G*010401 GCA CTA TCC ACG CAG CCA GCC CAC GGA ATC CTG GAG
G*010402 rx rx TCC ACG CAG CCC(P) GCC CAC GGA ATC CTG GAG
G*010403 TCC ACG CAG CCG GCC CAC GGA ATC CTG GAG
G*0105N GCA CTA TCC ACG CAG CCA GCC CAT GGA CTC -TG(n) GAG
G*0106 o TCC ACG CAG CCA GCC CAT GGA CTC CTG GAG
G*0107 GCA CTA TTC(F) ACG CAG CCA GCC CAC GGA ATC CTG GAG

“-* significa delegéo. “*” - ndo sequenciado; A letra entre parénteses representa o aminoacido codificado, de acordo com a legenda: F- fenilalanina; G-
glicina; H- histidina; I- Interleucina; L- leucina; M- metionina; P- prolina; R- arginina; S- serina; T- treonina; n- ndo codificante; U- glutamina.
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TABELA 1- continuagao

Exon 4 Exon 5
Alelo/codon 188 236 258 267 290 309
G*01010101 CAC(H) GCA(A)  ACG(T) CCG(P) GGC(G)  AGA(R)
G*01010102 CAC GCA ACG cce GGC AGA
G*01010103 CAC GCA ACG CCG GGC AGA
G*01010104 CAC GCA ACG CCG GGC AGA
G*01010105 CAC GCA ACG CCG GGC AGA
G*01010201 CAC GCA ACG CcCG GGT(G) AGG(R)
G*01010202 CAC GCA ACG CcCG GGT AGG
G*010103 CAC GCA ACG cce GGC
G*010104 CAC GCA ACG cce GGC
G*010105 CAC GCA ACG [elelc] GGC
G*010106 CAT(H) GCA ACG cce GGC AGG
G*010107 CAC GCA ACG cce GGC
G*010108 CAC GCA ACG cce GGC
G*010109 CAC GCA ACG [olelc] GGC AGA
G*010110 CAC GCA ACG CCA(P) GGC AGG
G*0102 CAC GCC(A)  ACG cce GGC AGA
G*0103 CAT GCA ACG cce GGC AGG
G*010401 CAC GCA ACG cce GGC AGG
G*010402 CAT GCA ACG cce GGC
G*010403 CAC GCA ACG cce GGC
G*0105N CAC GCA ACG ccG GGT AGG
G*0106 CAC GCA ATG(M)  cce GGC
G*0107 CAC GCA ACG cce GGC AGG

“-* significa delegéo. “*” - ndo sequenciado; A letra entre parénteses representa o aminoacido codificado, de acordo com a legenda: F- fenilalanina; G-
glicina; H- histidina; I- Interleucina; L- leucina; M- metionina; P- prolina; R- arginina; S- serina; T- treonina; n- ndo codificante; U- glutamina.

TABELA 2 - FREQUENCIA ALELICA (%) DE HLA-G EM DIFERENTES POPULACOES

*Alelo Japonesa Huterites Finlandesa Dinamarquesa Alem& Portuguesa Espanhola Afro- Afro-

Americanas  Shona

G*010101 43 46 58 62 32 37 38 70 39,3
G*010102 14 21 38 27 36 31 22 6 14,4
G*010103 5 2 5 5 7 17 7 2,4 0

G*010104 ND 4 ND ND ND ND ND ND 0

G*010108 ND ND ND ND 9,1 ND ND ND 14,4
G*0103 ND 4 ND ND 2,3 2 0 ND 0

G*010401 38 20 ND 5 6 13 1" 13 20,4
G*010403 ND ND ND ND ND ND ND ND 0,4
G*0105N 0 ND ND 0,6 2,3 0 3 8,3 1.1
n 82 160 194 144 344 17 228 84 216

*alelos recentemente descritos ndo inclusos. ND= ndo definida; n= nimero de individuos estudados (MATTE et al., 2000).

Com base nas duas variagcdes nos cédons 31 e 110 e na mutagado no codon 130,
quatro grupos alélicos (G*0101, G*0103, G*0104, G*0105N) foram definidos e
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variagbes adicionais da sequéncia de nucleotideos dos alelos G*0101 e G*0104
definem subtipos alélicos nesses grupos, respectivamente. As frequéncias dos
diferentes alelos do HLA-G variam entre os grupos étnicos, por exemplo, o alelo
G*0105N, que é relativamente frequente em afro-americanos (com frequéncia alélica
8,3 %) é menos frequente em europeus do norte (0,6 %) (VAN DER VEN; PFEIFFER;
SKRABLIN, 2000).

HVIID e colaboradores, em 2003, perceberam uma relagao entre o polimorfismo
de HLA-G e o tipo de isoforma expressa. Foi observado que isoformas que passaram
por processamento alternativo do RNAm de HLA-G e que possuem um polimorfismo de
14 pb na regidao 3’ ndo traduzida do éxon 8 sdo expressos em niveis significantemente
menores dos que as mesmas isoformas de RNAm de HLA-G que possuem essa
sequéncia de 14 pb deletada. Ainda, padrdes caracteristicos de expressao de isoformas
de HLA-G foram associados com haplétipos e alelos especificos. Nos alelos G*010102
e G*010103, os quais incluem a sequéncia de 14 pb, uma recomposi¢cao adicional do
RNAm foi observada, excluindo os primeiros 92 pb do éxon 8. Este fato € mais
pronunciado no alelo G*010103 e poderia estar associado a implicagbes funcionais

para os atuais relatos de expressao aberrante de HLA-G e insucesso reprodutivo.

O grau de polimorfismo em HLA-G sé é considerado baixo comparado as
moléculas classicas de HLA. O alelo G*0105N codifica uma molécula instavel de HLA-
G1. Através do método de Elisa, estudou-se a presenca de HLA-G1 instavel em
portadores do alelo G*0105N. Verificou-se que os niveis de HLA-G1 soluvel no plasma
sdo significantemente baixos em portadores heterozigotos para G*0105N, enquanto
portadores de G*0104 tiveram niveis significantemente altos de HLA-G1 soluvel. O
polimorfismo dos alelos HLA-G nao explica os diferentes niveis observados da isoforma
HLA-G1 no plasma. Entretanto a interferéncia de polimorfismos conhecidos (ou nao) no
gene HLA-G com a transcrigdo ou a tradugao de HLA-G nao pode ser excluida, uma
vez que a definigho de seus alelos é exclusivamente baseada na variagdo de
nucleotideos nos éxons 2 e 3, e os elementos reguladores da transcricdo de HLA-G nao
foram completamente definidos. Nao ha informagdes definitivas sobre as concentragoes

relativas das isoformas das proteinas HLA-G associadas aos diferentes alelos de HLA-
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G, mas a mudanca relativa dos niveis das proteinas ligadas a membrana e soluveis de
HLA-G1 pode ser uma explicagdo alternativa para o fenbmeno. Homozigotos para
G*0105N nao expressam HLA-G1, nem aderido a membrana e nem na forma soluvel,
enquanto que homozigotos para G*010103 possuem um baixo nivel de HLA-G1.
Entretanto, ambos alelos possuem baixa freqiéncia em caucasianos, e em
consequéncia, homozigotos sao raros. Em populagbes indigeno-africanas, o alelo
G*0105N é encontrado em uma frequéncia alta, mas em heterozigose. O alelo de maior
frequéncia em indigeno-africanos é G*010401 (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN,
2000; MATTE et al., 2000).

No trabalho de HVIID et al, em 2005, foi relatado um desequilibrio de ligagao
forte entre o alelo HLA-G*010102 (o qual possui uma inser¢cao de 14 pb na regiao 3’
nao traduzida do éxon 8) com HLA-DR3. Também foi observado um fraco desequilibrio
entre este alelo e HLA-DR1. Também foi observado, neste trabalho, entre DRS3,
DQA1*0501, DQB1*0201/0202 e G*010102, um desequilibrio de ligacao (HARRISON et
al., 1993; HVIID et al., 2005).

2.2.6 A acdo da molécula de HLA-G

A expressédo de HLA-G inibe a citolise mediada pelas células NK e linfécitos T
através de interacdes com receptores inibidores. Essa acéo foi primeiramente descrita
em tecidos da placenta (no trofoblasto, onde a expressdo dos antigenos de HLA-A e
HLA-B é ausente e HLA-C se expressa em niveis reduzidos), mas, posteriormente,
também foi encontrada em melanomas, conferindo a habilidade de inibir a citdlise pelas
células NK in vitro, e em células epiteliais timicas e mondcitos do sangue periférico
ativados por interleucina-10 (IL-10) e interferon-gama (TNF-y). Evidéncias de que HLA-
G exibe fungbes imunomoduladoras que resultam em tolerancia foram vistas em
estudos feitos a partir de pacientes que sofreram transplantes cardiacos. Outras
pesquisas permitem concluir ainda que a sequéncia lider de peptideos de HLA-G pode

ajudar na ativagdo de HLA-E (sugerindo que HLA-E possa ser expresso em certas
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células placentarias), o qual é capaz também de inibir a acdo das células NK. Estuda-se
a possibilidade de HLA-G ativar também HLA-F (KIRSZENBAUM et al., 1994; LAINER,
1998; LEIBSON, 1998; O’CALLAGHAN; BELL, 1998; RITEAU et al., 1999; LE
BOUTEILLER; BLASCHITZ, 1999; SASAKI et al., 1999; LILA et al.,2000).

HLA-G tem sido muito estudado devido ao seu papel nas relagcbes feto-
maternais. Analises de microensaios de DNA sugeriram que HLA-G é capaz de modular
a expressao génica de leucocitos mononucleares no sangue, confirmando a hipotese
de que a molécula HLA-G soluvel na interface feto-maternal atua sobre linhagens de
mondcitos e macrofagos favorecendo a gestagao (HUNT, 2000). A expresséao de HLA-G
no trofoblasto também permite a migracdo dos mondcitos e macréfagos na circulagao
materna e infiltracdo nos seus tecidos, gerando um estado de tolerancia (CAROSELLA,
2000). Estudos sobre expressdao de HLA-G em outros tecidos e a relevancia dessa
expressao tém sido conduzidos feitos a fim de verificar a agdo da molécula HLA-G em

tumores, transplantes e outras possiveis atuagoes.

CRISA et al.,, em 1997, estudaram a expressdo de HLA-G nas células epiteliais
timicas. A expresséo ocorre na superficie do epitélio medular e subcapsular. Linhagens
de células epiteliais timicas foram geradas e demonstraram expressar trés tipos
alternativos de HLA-G transcritos, identificados previamente nas células trofoblasticas
humanas. Sequenciando o transcrito de HLA-G1, observou-se pequenas mudancas
nucleotidicas, todas compactadas no interior do éxon 3, e que resultaram em
substituicbes de aminoacidos no dominio a2 da molécula. Esses dados indicam que, ao
contrario das moléculas de classe | classicas nas quais os residuos polimoérficos
restringentes a ligagdo do antigeno residem em ambos dominios a1 e a2, em HLA-G
estes parecem estar restritos ao dominio a2 da molécula. Em seu estudo, CRISA e
colaboradores ainda levantam a possibilidade de que a néo responsividade maternal
para os tecidos fetais expressando HLA-G possa ser gerada no timo por uma prévia
apresentacao a este MHC no epitélio timico medular. Entretanto, HLA-G nao afetaria o
evento de selecado sobre as moléculas MHC polimérficas, expressas no cortex, o qual é
necessario para o desenvolvimento de um amplo repertério de respostas imunes a

antigenos ambientais.



28

Em varios dos experimentos feitos sobre a expressao de HLA-G, foram utilizadas
linhagens de células HLA classe | negativas, as quais eram submetidas a acao de
transfectantes de HLA-G, porém RITEAU et al.(2001) fizeram experimentos para
detectar a expressao das isoformas de HLA-G (no caso, a G1, G2, G3 e G4, que séo as
isoformas de membrana) em células HLA classe | positivas, submetida a acao de
transfectantes de HLA-G e depois foram analisadas a presenga das isoformas através
de anticorpos monoclonais especificos para as mesmas. Detectou-se que todas as
células transfectadas sintetizaram as isoformas de HLA-G como proteinas, mas
somente HLA-G1 foi detectado na membrana das mesmas, sendo que as outras
isoformas foram precipitadas em reagbes com anticorpos monoclonais. Confirmou-se
entdo que HLA-G (G1) pode expressar-se juntamente com os outros HLAs de classe |
nas ceélulas. Esse experimento se constitui numa abordagem util para um estudo das
relacbes entre as moléculas de HLA de classe |, e para estudo das fungbdes das outras
isoformas do HLA-G.

MATSUNAMI et al. (2001) estudaram a acéo inibidora das isoformas HLA-G1 e -
G3 em células endoteliais de suinos transfectadas com estas isoformas. Nesse estudo,
verificou-se que HLA-G1 inibiu a acao litica de células NK humanas sobre estas células,
ao contrario de HLA-G3, que nao se expressou. Entretanto, evidéncias indiretas
demonstraram que a transfeccdo de HLA-G3 resultou na expressao de HLA-E, e
quando transfectado na linhagem de células humanas 721.221, o resultado foi o

mesmo.

Em experimentos para determinar o papel do HLA-G na inibicdo na proliferagao
alogénica dos linfocitos T, foram utilizadas células da linhagem K562 (células HLA
classe | e Il negativas da eritroleucemia humana), acrescidas de moléculas HLA-G. O
efeito inibidor em reagcbes mistas de linfocitos (MLR do inglés mixed lymphocyte
reaction), que € dependente do numero de células HLA-G positivas demonstra que o
HLA-G pode, por ele mesmo, inibir a aloproliferacédo de linfécitos T. Essa inibicao ocorre
via interagdo com receptores inibidores presentes nas células T, como o p49 (que é
composto por dois dominios semelhantes aos das imunoglobulinas), ILT-2 (presente

também em alguns tipos de células NK e em todos mondcitos e células B) e ILT-4
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(presente também em todos mondcitos, macréfagos e células dendriticas, sugerindo
que HLA-G interaja em ambas respostas imunes, inata e adquirida) (COLONNA et
al.,1998; LANIER, 1998; CAROSELLA et al.,, 1999; RITEAU et al., 1999). Ja foi
evidenciado, em outro estudo, que o maior efeito de HLA-G sobre as células NK ocorre
através do receptor CD94/NKG2 (o mesmo receptor por onde HLA-E interage também
com as células NK) (O'CALLAGHAN e BELL, 1998; STEFFENSEN et al., 1998). Foi
demonstrado, também, que o receptor p49 em células NK é capaz de se ligar a células
transfectadas com HLA-G1 e HLA-A3, mas ndo com HLA-A2, e usando um anticorpo
monoclonal anti-HLA de classe | (W6/32), inibiu-se essa ligagdo, confirmando essa
especificidade (CANTONI et al.,1999). Ja foi observado ainda, que os receptores ILT-2
e ILT-4 n&o interagem somente com HLA-G, mas também com HLA-F e outras
moléculas de classe |. (LEPIN et al., 2000; ALLAN et al., 2002).

LILA et al., em um estudo feito em 2002, concluiram que o HLA-G soluvel, in
vitro, foi capaz de induzir a apoptose de linfocitos T CD8" (citotoxicos) e inibir a
proliferagdo de linfocitos T CD4" (auxiliares ou helpers), além de modular as células NK
e induzir a liberagdo de citocinas Th2. BAINBRIDGE et al. (2000), também obtiveram
esse mesmo resultado, observando através da acdo das formas de membrana da
proteina HLA-G, a inibicao da secre¢ao de citocinas e da proliferacdo de mondcitos do
sangue periférico.

WIENDL et al. (2003) baseados em seus resultados concluiram que HLA-G1,
assim como HLA-GS5, inibia a resposta aloproliferativa primaria, mas ndo causava uma
resposta apoptotica em células T e mondcitos, diferentemente dos outros estudos feitos
que relatavam a agao de HLA-G na resposta apoptética, nos quais os mondécitos do
sangue periférico ja estariam pré-estimulados antes do encontro com moléculas HLA.
Utilizando-se células nao estimuladas, a molécula HLA-G apenas induziria a uma
parada do ciclo celular (o efeito apoptético da molécula HLA fortemente relacionado
com a duragao do estimulo prévio).

No estudo de LE FRIEC et al. (2003), HLA-G5 nao foi capaz de induzir apoptose
em mondocitos ou células dendriticas humanas, além de nao afetar na maturacao e

desenvolvimento de mondécitos e de células precursoras hematopoiéticas CD34+(de
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onde derivam as células dendriticas). Entretanto, a exposi¢cao de células dendriticas ao
HLA-G5 afetou a proliferacdo alogénica de células T, demonstrando a agao da molécula
HLA-G sobre o sistema imune.

ALLAN et al. (2002) trabalharam com complexos tetraméricos de HLA-G, -E e —F
e observaram que, ao contrario de HLA-E, os tetrameros de HLA-G ndo se ligam
significantemente a linfocitos CD56+, CD3+ ou CD19+, porém, ligam-se a mondcitos
CD14+, especialmente a um subgrupo que expressava CD16. Tetrameros de HLA-G
também falharam em apresentar ligacdo com transfectantes expressando KIRs
(receptores inibidores das células NK) ou receptores CD94/NKG2A. Entretanto, como
outros trabalhos ja sugeriram que HLA-G afeta a citotoxicidade das células NK via
receptores CD94/NKG2A, é quase certo que essa interagado ocorra através do estimulo
da expressdo de HLA-E na superficie celular. LANIER, em 1998, também ja havia
afirmado que a maior interagéo entre células NK e HLA de classe | era via HLA-E.
Porém, YAN e FAN, em 2003, afirmam que HLA-G é um ligante natural de KIR2DL4 (o
qual é expresso pelas células NK uterinas), e demonstraram em seu estudo que as
porcdes Met "® e GIn”® do dominio HLA-Ga1 sdo responsaveis por esta ligagdo. Este
resultado pode explicar como a isoforma HLA-G3, a qual contém somente o dominio
a1, pode regular as fungdes das células NK.

MOREAU et al. (1999) investigaram a atuagao da interleucina-10 (IL-10) sobre a
expressao de HLA-G em células trofoblasticas e mondcitos do sangue periférico. A IL-
10 é secretada por diferentes tipos celulares, tais como células placentarias, linfécitos T
e B ativados e queratindcitos irradiados por luz ultravioleta. Possui agcdo antiinflamataria
e imunossupressora, inibindo a expressdo de moléculas classicas HLA de classe | e |l
em melanomas receptor-positivos para IL-10, inibindo também a resposta proliferativa
antigeno-especifica de macrofagos apresentadores de antigeno e de células T CD4" .
Induz resposta estimuladora ou inibidora em células T CD8", dependendo do estado de
ativagdo das mesmas, e tem um efeito estimulador em mastécitos e células B. A sintese
de diversas citocinas tipo Th1, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a e IL-2, em
células T, é inibida pela IL-10. Ja foi demonstrado, previamente em outros estudos, que

a IL-10 inibe a sintese de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1, IL-6, LT-a (antes
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conhecido como TNF-) em macréfagos ativados. Ela também promove a sintese de
citocinas Th2, por inibir a producéo de interferon (IFN)-y, em células T e NK, e por

suprimir a producgéao de IL-12 por mondécitos/macréfagos e células dendriticas.

O experimento de MOREAU e colaboradores mostrou que a IL-10 induziu a
expressdo de HLA-G em mondcitos do sangue periférico, sugerindo que possa atuar
tanto em reagdes antiinflamatorias quanto de imunotolerancia. Tal fato gera
controvérsias, pois neste experimento Moreau utilizou mondcitos nado purificados
diferentemente de AMIOT et al., em 1998, que utilizando mondcitos purificados nao
detectaram a influéncia da IL-10, e nem do IFN-y na expressdo de HLA-G. Moreau
questiona se essa nao indugédo da expressao de HLA-G pela IL-10 e pelo IFN-y n&o foi
consequéncia do processo de purificagdo dos mondcitos ou pelas condi¢gdes da cultura
de mondcitos. O estado fisioldégico e 0 microambiente dos mondécitos podem também
afetar sua resposta as citocinas. Esses diferentes aspectos podem, em parte, explicar
discrepancias relatadas da expressdo de HLA-G em ambas culturas tratadas e néo-
tratadas com IFN-y. Neste experimento, levantou-se a possibilidade do HLA-G atuar em
processos inflamatdrios, além de processos de imunotolerancia, juntamente com a IL-
10. (MOREAU et al., 1999). Posteriormente, WIENDL et al. (2000) demonstraram que
HLA-G expressou-se em fibras musculares, durante varias miopatias inflamatérias.
Neste estudo, observou-se que o IFN-y estimulou tanto a transcricdo do RNAm quanto
a expressao na superficie celular da proteina HLA-G, em suas diferentes isoformas. Os
resultados do experimento permitiram concluir que HLA-G deve ter um papel importante
durante miopatias inflamatérias e outras reagcbes imunes locais, como ocorre em

vacinagoes, transplantes mioblasticos e terapias génicas.

YANG et al. (1996) também haviam detectado a indugédo da expressdo do HLA-
G, tanto intra quanto extracelularmente, pelo IFN-y, em células do estroma semelhantes
a macréfagos. Percebeu-se que a proporgéo de HLA-G em relagéo aos HLA-B e HLA-C
também aumentou, efeito esse ndo percebido quando as células foram tratadas com

IFN-a e IFN-B (os quais sao fracos indutores do HLA-G).
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E, ainda sobre a indugao do HLA-G por IL-10, KHOSROTEHRANI et al. (2001)
demonstraram que HLA-G expressava-se em infiltrados de células T e, em menor
extensdo e menos frequentemente, em mondcitos-macrofagos ou mesmo células de
Langerhans, durante o processo lesivo causado durante a evolugdo da doencga cronica
conhecida como dermatite atdpica. Posteriormente demonstraram que IL-10 é
produzido em excesso durante este processo, sugerindo relagdo entre ambos, assim
como Moreau havia afirmado. Recentemente, FAINARDI et al. (2003) estudaram os
niveis da expressdo de HLA-G no fluido cérebro-espinal de pacientes com esclerose
multipla e sua relacdo com os niveis de moléculas HLA classe | e de IL-10. Neste
estudo, percebeu-se uma correlagao inversa entre os niveis de HLA-G e de HLA de
classe |, mas ndo entre HLA de classe | e IL-10. Devido a metodologia empregada, a
qual possuia sensibilidade limitada e, por isso, houve reducdo na capacidade de
deteccdo de HLA-G, permaneceu em aberto a possibilidade de relagdo entre HLA-G e
IL-10. Em termos estatisticos, ndo foi possivel estabelecer relagao entre os niveis de

HLA-G, HLA classe | e IL-10 e ainda com a gravidade e duragédo da doenca.

2.3 HLA-G EM TRANSPLANTES

LILA et al. (2000) estudaram 31 pacientes (25 homens e 6 mulheres com uma
média etaria de 53-4 anos) que fizeram transplantes cardiacos entre 1987 e 1998, no
hospital Broussais, em Paris, Franca, com o objetivo de relacionar HLA-G e episddios
de rejeigdo. Estes pacientes foram divididos em 3 grupos baseados no tempo decorrido
apos o transplante (de 1 a 5 anos no grupo |, de 6 a 10 anos, no Il e de 11 a 15 anos,
no lll), sendo que estes grupos tinham 10, 9 e 12 pacientes, respectivamente. A
avaliagcao da expressao do HLA-G foi realizada através de bidpsias do endomiocardio e
através do soro, correlacionando-se com os dados clinicos. Houve casos de rejeigao
pds-operatdria no primeiro ano (rejeicdo aguda) e depois de um ano foram avaliados os
casos de rejeicdo crbnica por uma avaliagdo angiografica sistematica das artérias

coronarias, feita anualmente em cada paciente.
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Para a avaliagdo da expressdao de HLA-G, foram utilizados anticorpos
monoclonais como o 87-G (detecta HLA-G1 e -G5), 4H84 (reconhece as formas
desnaturadas de HLA-G), W6/32 (detecta todas as formas de HLA de classe I) e 1gG2
como controle isotipico de anticorpos. Em cinco pacientes (dois do grupo |, dois do
grupo Il e um do grupo lll), a expressdo nas bidpsias do miocardio foi detectada.
Desses cinco, houve trés (dos grupos | e IlI) que reagiram positivamente com 87-G e
4H84 e HLA-G5 soluvel foi detectado no soro. Os dois pacientes restantes (do grupo II)
foram positivos somente ao 4H84, mas HLA-G6 soluvel foi detectado nos seus soros.
Em pacientes HLA-G positivos, 0 numero de rejeicbes agudas foi menor que em HLA-G
negativos. Além disso, ndo houve rejeicdo crébnica em pacientes HLA-G positivos.
Fatores ambientais especificos ou liberacéo local ou sistémica de citocinas, como a IL-
10, depois do transplante cardiaco, ou tratamento imunossupressor intensivo pode ser
associado com a indugao da expressao de HLA-G. Consequentemente, a expressao de
HLA-G pode contribuir para a aceitagao do enxerto, por inibicdo da lise mediada por
células NK e linfécitos T citotoxicos, assim como por supressao da resposta proliferativa
alogénica (LILA et al., 2000).

Esses resultados preliminares sustentam a hipétese que o HLA-G pode ser
ativado durante o processo de transplante, reduzindo a resposta imune e promovendo a
tolerancia do aloenxerto controlando a rejeicdo aguda e cronica (LILA et al., 2000).

CREPUT et al. (2003) detectaram uma alta concentracdo de HLA-G no soro de
pacientes que sofreram transplante combinado hepatico-renal, mas n&do em pacientes
transplantados renais somente. Estudos com numero reduzido de pacientes permitiram
sugerir que a rejeicao renal aguda foi menor em pacientes transplantados hepatico—
renais quando comparada com pacientes transplantados renais. Entretanto,
KATZENELSON e CECKA, (1996), afirmaram que o figado n&o “protegeria” o rim em
transplantes combinados, indicando que a frequéncia de rejeicdo aguda em pacientes
transplantados hepatico-renais e em transplantados renais foi semelhante. Neste
estudo, porém, néo é considerada a condigdo imunoldgica prévia dos pacientes, o que
poderia afetar a aceitacdo do(s) enxerto(s). Varios mecanismos poderiam estar

envolvidos na tolerancia em transplantes hepatico-renais. Estes incluem a expanséao de
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células T inibidoras (HLA-G positivas), induzida por microquimerismo, devida a
presenca de células do doador presentes no figado enxertado e também a resposta
imune polarizada de Th2 induzida por precursores hematopoiéticos presentes no
enxerto hepatico. Entretanto, ndo foi observada a expansao de células T inibidoras no
sangue periférico dos pacientes hepatico-renais. A redugado da rejeicado aguda pode
também ser devida a producado e secrecao na circulagéo sistémica de antigenos de
classe | pelo figado transplantado, porque estes antigenos podem neutralizar
aloanticorpos e/ou linfocitos T citotoxicos, ou pode ser devida a secregao de fatores
imunomoduladores pelo enxerto hepatico.

Em pacientes transplantados renais, HLA-G é raramente expresso, enquanto em
pacientes hepatico-renais, HLA-G1 ja foi detectado na membrana dos hepatdcitos e nas
células tubulares renais. No estudo de CREPUT et al, 2003, a fracdo soluvel detectada
no soro dos pacientes corresponderia as moléculas expressas pela superficie celular.
Alternativamente, algumas células poderiam produzir HLA-G5. A expressao do HLA-G
ja foi detectada em biopsias do enxerto e no soro de pacientes transplantados
cardiacos ou hepatico-renais. Neste estudo, HLA-G ndo foi detectado em amostras
renais e hepaticas normais. Entretanto, em pacientes transplantados hepaticos-renais,
HLA-G se expressa em algumas células tubulares, o que nao foi observado em células
glomerulares nas bidpsias renais. HLA-G também foi detectado em algumas células
epiteliais biliares, mas ndo em hepatécitos nas biopsias hepaticas. A expressao de
HLA-G pelas células epiteliais biliares foi correlacionada com a auséncia de rejei¢cao
hepatica neste estudo. Os dados sugerem uma inibicdo n&o in situ, através da
expressao das formas de membrana ao invés da secreg¢ao de formas soluveis pelas
células epiteliais. Outra hipotese é que HLA-G possa ser produzido por células
hematopoiéticas uma vez que HLA-G soluvel pode ser produzido por mondcitos e por
linfécitos T CD4 e CD8, ambos in vitro e em reacado mixta de linfécitos (MLR).

HLA-G também esta sendo estudado no transplante de cornea. LE DISCORDE
et al. (2003) estudaram cérneas de doadores (a porgéo periférica da cornea, a qual ndo
€ enxertada) e de pacientes com doengas corneanas (ceratopatia bolhosa, uma

condigao inflamatdria da cérnea, e ceratocone, uma doenca degenerativa). A cornea ja
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era conhecida por ser um tecido privilegiado imunolégicamente, e neste estudo,
demonstrou-se, por RT-PCR, que ela expressa HLA-G (HLA-G1 ao —G4 e o soluvel —
Gb5), e que esta expresséo é aparentemente inalterada em ambas coérneas afetadas por
ambas doengas. O papel da molécula HLA-G neste tecido ainda nao esta esclarecido,
mas suas implicagdes em desordens oculares ndo podem ser excluidas, uma vez que a
distribuicdo dos polimorfismos de HLA-G ja foi correlacionada com outras patologias
como, por exemplo, a pré-eclampsia.

Outras pesquisas feitas por SASAKI et al. (1999), através de experimentos com
células endoteliais de porcos e células tumorais humanas, permitiram que os autores
concluissem que a expressao de HLA-G é suficiente para proteger xenoenxertos da lise
pelas células NK. FORTE et al. em 2001, afirmaram com base nos resultados de seu
experimento, que HLA-G reduz a rolagem de adesao de células NK humanas ativadas
em células endoteliais de porcos. A expressao de HLA-G, tanto nas células endoteliais
microvasculares quanto adrticas do porco, promove uma prote¢cdo somente parcial
quanto a citotoxicidade por linhagens policlonais de células NK humanas, portanto,
sozinho, HLA-G n&o € capaz de sobrepujar a rejeicdo do xenoenxerto, a menos que
este seja combinado com outros recursos.

WIENDL et al. (2003) fizeram novas pesquisas, com base nos resultados obtidos
em seu trabalho prévio em 2000 (nos quais observou-se que HLA-G era expresso em
fibras musculares durante miopatias inflamatérias e em cultura de mioblastos),
utilizando anticorpos diversos (87-G, 4H84, W6-32, entre outros), linhagens de culturas
de células como a K562 (células da eritroleucemia humana), JEG-3 (células da
coriocarcinoma humano) e TE671 (células do rabdomiosarcoma humano), HLA-G
transfectantes, como K562-HLA-G1(usado como controle positivo), TE671-pEGFP,
TE671-HLA-G1 e TE671-HLA-G5 (pois a linhagem de células TE671 ndo expressa
quantidades significantes de HLA-G) , além de populacdes de linfocitos purificados e
monocitos do sangue periférico. O experimento demonstrou que HLA-G expresso nas
células musculares confere imunoprotecao ndo somente por inibicado das células NK,
mas também por interacéo direta com as células T CD8" e CD4". Além disso, o HLA-G

expresso nas células musculares previne eficientemente a citotoxicidade antigeno-
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especifica das células T e reduz a lise antigeno especifica. Nesse estudo fica evidente
que o importante papel imuno-regulador da proteina HLA-G depende da co-expressao
de MHC de classe | e Il. As observacbes feitas defendem a hipotese de que HLA-G é
capaz de modular as respostas citotoxicas, tanto antigeno-especificas quanto as
antigeno—inespecificas, das células T durante as respostas imunes primaria e
secundaria (WIENDL et al., 2000; WIENDL et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

| — Determinar as variantes polimérficas de HLA-G nos éxons 2 e 3, investigando a
existéncia de alelos ainda n&o descritos;

Il - Verificar a associagao entre o alelo HLA-G e os episodios de rejeigcao;

[l — Verificar a associacdo entre matches e mismatches de HLA-G entre a dupla

receptor-doador, e os episodios de rejeicéo;



38

4. JUSTIFICATIVA

O atual estudo tem como justificativa o fato de haver poucos trabalhos relatando
o papel de HLA-G no contexto dos transplantes, e menos ainda no contexto do
transplante renal. A sugestiva atuagdo de HLA-G no processo imunomodulador da
resposta imune no sentido de induzir tolerancia, justificam a realizacdo de estudos
nesta area, cujos resultados possam contribuir para elucidar a importancia de HLA-G na

aceitacao do aloenxerto.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida de 52 pacientes transplantados renais, vinte e
trés pacientes do sexo feminino (44,2%) e 29 do sexo masculino, e seus respectivos
doadores, 23 do sexo feminino (44,2%) e 29 do sexo masculino (55,8%). Os
transplantes foram realizados no Hospital Universitario Evangélico de Curitiba (HUEC),
no periodo de novembro de 2003 a abril de 2004. Os doadores e receptores foram
pareados de acordo com o grau de similaridade HLA (numero de matches nos loci HLA-
A, HLA-B e HLA-DR), idade, sexo e parentesco. Dependendo do estado clinico do
paciente, esses critérios de pareamento poderiam ser flexibilizados no sentido de
contemplar o paciente com o transplante.

Durante este periodo, foram feitas visitas semanais ao HUEC para obtencao dos
dados dos prontuarios dos pacientes, registrando-se as informacgdes relativas a idade,
sexo e a tipagem HLA (-A, -B, -DR) realizada no Hospital Universitario Cajuru, de
pacientes e doadores e as terapias imunossupressoras empregadas em cada paciente.

Os transplantes ocorreram da seguinte forma: 8 (15,4% dos transplantes) entre
doador e receptor feminino; 15 (28,8%) entre receptor masculino e doador feminino; 15
(28,8%) entre receptor feminino e doador masculino; e 14 (27,0%) entre doador e
receptor masculino.

Quanto a idade, 46 pacientes tinham idade adulta (entre 18 e 59 anos) na época
da realizagao do transplante, correspondendo a 88,5% da amostra. Houve 2 casos de
pacientes geriatricos (acima de 60 anos), 2 casos de pacientes pediatricos (menores de
18 anos), correspondendo a 3,9% da amostra cada e 2 casos (3,8%) em que néao foi
possivel determinar a idade do receptor. Entre os doadores, 47 eram adultos (90,4 %),
1 era geriatrico (1,9%) e 2 eram pediatricos (3,8%) na época do transplante. Houve 2
casos (3,8%) em que néo foi possivel determinar a idade do doador.

Em relacédo a idade, os transplantes ocorreram da seguinte forma: 43 (82,7%)

entre adultos; 1 (1,9%) entre receptor adulto e doador geriatrico; 2 (3,8%) entre receptor
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adulto e doador pediatrico; 2 (3,8%) entre receptor geriatrico e doador adulto; 2 (3,8%)
entre receptor pediatrico e doador adulto.

Quanto ao grau de parentesco entre doador e receptor, em 43 transplantes
(82,7%) utilizaram-se doadores vivos relacionados (DVR) e em 9 (17,3%), doadores
vivos nao relacionados. Nos DVR, néo foi possivel determinar o grau de parentesco em
todos os transplantes.

Analisando-se o grau de compatibilidade HLA para trés loci, entre a dupla
doador/receptor, pode-se dividir a amostra em: HLA idéntico, com similaridade para
todos os alelos/especificidades HLA-A, -B, -DR apresentando, portanto 6
compatibilidades e 0 incompatibilidades (6M- matches e OMM- mismatches); HLA
haploidéntico ,incluindo as duplas com 3, 4, ou 5 M. O grupo haploidéntico foi assim
designado por ja estar implicito na tipagem de todos os seus componentes um
haplétipo em comum com seus respectivos doadores; HLA diferente incluindo todos os
individuos que apresentavam 2, 1 ou 0 M. Houve 4 (7,7%) transplantes com
transplantes com a dupla HLA idéntica, 32 (61,5%) com dupla HLA Haploidéntica, e 15
(28,8%) com a dupla HLA diferente. Em um dos transplantes, por falta de dados, n&o foi
possivel determinar o grau de compatibilidade.

A doenca de base (responsavel pela indicagao do transplante) mais comum foi a
glomerulonefrite crénica (GNC), presente em 40 pacientes (75,5%), associada ou nao
com outras doengas, como a Insuficiéncia Renal Crdénica (IRC), presente em 5 (9,4%)
pacientes, Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), em 24 (45,3%) pacientes, Diabetes
Mellitus (DM), em 4 (7,5%) pacientes, Nefroesclerose hipertensiva entre outras.

A imunossupressao pré-transplante foi empregada de acordo com 6 protocolos
distintos, com as seguintes combinagdes de imunossupressores: ciclosporina,
predinisona e mofetil micofenolato (MMF) , em 16 pacientes (30,8%); ciclosporina,
prednisona e rapamicina, em 1 paciente (1,9%); tacrolimus (FK506), prednisona e
rapamicina, em 3 pacientes (5,8%); tacrolimus, prednisona e MMF, em 30 pacientes
(57,7%); rapamicina, prednisona, MMF em 1 paciente (1,9%); e prednisona e tacrolimus

em 1 paciente (1,9%).
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Cinco pacientes (9,6%) sofreram pelo menos um transplante renal prévio, cuja
causa da perda do enxerto nao foi possivel determinar.

No presente estudo, foram relatados episddios de rejeicao desde o primeiro dia
até os 3 primeiros meses pos transplante, assim distribuidos: episddios de rejeigao
aguda ocorreram em 33 pacientes transplantados (63,5%), enquanto que em 19
pacientes (36,5%) nao houve episddios registrados. Entre os pacientes com rejeigéao,
20 apresentaram um episddio, 6 apresentaram dois episédios e 1 apresentou trés
episodios no primeiro més; 1 apresentou dois episddios no segundo més e 1
apresentou um episédio no terceiro més pos-transplante. Ainda, 1 paciente apresentou
dois episddios no primeiro més e posteriormente mais dois episdédios no quarto més
pos-transplante; 2 apresentaram dois episddios no primeiro més e mais um no segundo;
e 1 apresentou dois episddios no primeiro més e mais dois no segundo.

Para os estudos envolvendo a rejeicao do aloenxerto e HLA-G, as sub-amostras
de doadores e receptores sem rejeicao foram utilizadas como controles.

Nos casos de rejeigdao, foi utilizada uma terapia imunossupressora
complementar, na qual, na maioria dos casos, era ministrada metil predinisolona
(solumedrol), associada ou ndo com anticorpos policlonais (ATG) ou monoclonais
(OKT3)

5.2 SEQUENCIAMENTO DOS EXONS 2 E 3 DO GENE HLA-G

5.2.1 Coleta das Amostras
As amostras de sangue foram coletadas (tanto as de doadores como as de seus
receptores) de 1 a 2 dias antes do transplante, identificadas, centrifugadas por 20 min

e, da camada de leucécitos (buffy-coat) assim formada, realiza-se a extragao do DNA.
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5.2.2 Extragdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada através de leucdcitos do sangue
periférico pelo método salting-out (JOHN et al., 1990, modificado por LAHIRI e
NURNBERGER Jr, 1991).

5.2.3 Concentragao do DNA
A concentracdo de DNA das amostras foi medida pela leitura de densidade 6tica,

utilizando-se o espectrofotometro Gene Quantpro RNA/DNA calculator.

5.2.4 Amplificagao dos éxons 2 e 3

Apos a diluicdo das amostras, com agua Mili-Q, até a obtengdo da concentragao
de 20ng/ul., foi realizada a amplificagdo dos éxons 2 e 3 pela metodologia de PCR,
usando dois oligonucleotideos iniciadores para posi¢cao 5° (G25S e G35) e dois para a

posicao 3" (G23S e G33), conforme especificados a seguir:

G25S" - TCCATGAGGTATTTCAGCGC

G23S" - AGGTAATCCTTGCCATCGTA

G35S" - CCCAGACCCTCTACCTGGGAGA
G33N" - CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTGAG

A PCR foi realizada seguindo as seguintes condigdes:

DNA molde 0,3ug

Tampéao Taq 10X 1X

dNTPs 0,25mM
Oligonucleotideos iniciadores 30pmoles/cada
MgCl; 2mM

Taq Platinum Invitrogen 2U

Agua Mili-Q g.s.p. 50ul
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Ciclagem: temperatura/tempo

Desnaturacéo inicial 96°C — 3 min
1-Desnaturagao 96°C — 1 min
2-Anelamento 64°C — 1min (p/ exon 2) e 72°C — 1min (p/ exon 3)
3-Alongamento 72°C — 1 min
Alongamento final 72°C- 10 min

Numero de ciclos (passos 1,2 e 3) 30 ciclos
Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (P.E.)

5.2.5 Purificagao e sequenciamento das amostras amplificadas

Apés a amplificagdo, o produto da PCR (50ul) foi purificado com acetato de
amoénia 7,5 M e etanol 96% para isolar os fragmentos de PCR (éxon 2 ou éxon 3).
Entdo, as amostras foram sequenciadas (cada éxon em um tubo separado) com o kit

BigDye 3.1 Terminator (Applied Biosystems), conforme o protocolo:

Master Mix — Amostra/Reacao

Terminator Ready Mix 1,6ul
Fragmentos de PCR 6ng
Primer sequenciamento 30pmol
Agua Mili-Q g.s.p. 20yl

Master Mix — Controle/Reagao

Terminator Ready Mix 4ul
p-Gen (plasmideo controle) Tl
Primer (kit) 4ul

Agua Mili-Q 1ul
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Ciclagem: Temperatura/Tempo

Desnaturacéo inicial 96°C — 1min
1-Desnaturagao 96°C — 10 seg
2-Anelamento 50°C — 5 seg
3-Alongamento 60°C — 4 min
(numero de ciclos- passos 1,2 e 3) 30 ciclos

Posteriormente, as amostras foram purificadas novamente com acetato de
amobnia 7,5 M e etanol 96% para retirada dos primers, terminadores fluorescentes e
outras impurezas e obtengao dos fragmentos, de diversos tamanhos, marcados com os
terminadores fluorescentes.

O produto purificado foi analisado em sequenciador automatico ABI-310 Applied

Biosystems e os dados coletados pelos softwares ABI-310 Collection e Factura

5.3 CARACTERIZAGCAO DOS ALELOS DE HLA-G

O sequenciamento de segmentos dos éxons 2 e 3 de HLA-G permitiu a analise
dos codons 31, 54, 57 e 69 (no éxon 2) e 93, 107, 110 e 131 (no éxon 3).(Tabela 1). A
combinacdo das variagdes nucleotidicas nesses cdédons possibilitou a determinagao
dos alelos/grupos alélicos de HLA-G. Para a analise, foi utilizado software ASSIGN SBT
3.2.7, identificando assim os dois alelos presentes em cada individuo. Porém, os alelos
HLA-G* 010101e HLA-G*010106 foram agrupados como HLA-G*0101A e os alelos
HLA-G*010102 e HLA-G*0106, no grupo HLA-G*01B (os alelos s&o idénticos para os

éxons 2 e 3, diferenciando no éxon 4, o qual nao foi analisado).



45

5.4 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias genotipicas foram obtidas por contagem direta e foram
comparadas com as frequéncias esperadas (segundo o Teorema de Hardy-Weinberg)
com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.0 (SCHNEIDER et al., 1997) que utiliza o
método de Guo e Thompson (1992). As frequéncias alélicas foram obtidas através da
férmula:

fal=n/2N
Sendo fal a frequéncia relativa e n a frequéncia absoluta do alelo e N 0 numero de
individuos.

As frequéncias de portadores de cada alelo ou variante foram obtidas pelo
método de contagem direta. Portador foi definido, no contexto deste trabalho, como o
individuo que apresenta um dado alelo ou variante alélica, independente da condi¢ao
homozigota ou heterozigota.

As frequéncias alélicas, genotipicas, haplotipicas e de portadores foram
comparadas (dentro de cada grupo) através de tabelas de contingéncia 2x2, obtendo o
valor de p, através do algoritmo metropolis com o uso do programa RxC de andlise de
tabelas de contingéncia (MILLER, 1997).

Para as comparagdes que mostrarem significancia (p< 0,05) foi calculado o Odds
Ratio (OR) com Intervalo de Confianga (IC) de 95%, através do método de Woolf.
Quando um dos dados da tabela apresenta o valor zero, foi utilizada a corregcdo de
Haldane que consiste de acrescentar o valor de 0,5 a todas as células da tabela de
contingéncia com o objetivo de prevenir impossibilidade de calculo do OR quando da
divisdo de um valor por zero.

Foram consideradas significativas associagdes com p < 0,05 e como proximas ao
limiar de significancia (tendéncia para os valores 0,05<p <0,1).

Com o programa ARLEQUIN 3.0, também foi possivel calcular o desequilibrio de
ligacdo entre os loci HLA-A, -B e DR em relagdo ao locus —G (com 500 bootstraps, ou
seja, cada calculo foi repetido 500 vezes). A estimativa do valor de desequilibrio de

ligacao (A’) € mais informativa sobre a magnitude do desequilibrio em relagdo ao maior
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valor que ele poderia assumir, considerando-se os alelos em questdo. Estes valores
relativos do desequilibrio também foi calculado pelo programa ARLEQUIN, bem como

seu grau de significancia.
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6. RESULTADOS

6.1 DETERMINACAO DAS VARIANTES POLIMORFICAS DE HLA-G NO EXON 2 E
NO EXON 3

As sequéncias nucleotidicas foram determinadas por sequenciamento direto do
DNA, tanto para o éxon 2 (Figura 6) quanto para o éxon 3 (Figura 7), e durante a
atribuicdo e determinacgéao alélica, utilizando o software ASSIGN SBT 3.2.7 procurou-se
por novas variantes. Nao foram encontrados novos SNPs nos éxons estudados, logo

nao foram encontrados alelos ndo descritos.

FIGURA 6 — ELETROFEROGRAMA DO EXON 2 DE HLA-G
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Eletroferograma obtido por sequenciamento mostrando uma parte do éxon 2 de HLA-G.
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FIGURA 7- ELETROFEROGRAMA DO EXON 3 DE HLA-G
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Eletroferograma obtido por sequenciamento mostrando uma parte do éxon 3 de HLA-G.

6.2 VARIANTES POLIMORFICAS DE HLA-G E OS EPISODIOS DE REJEICAO

Foram analisados os 52 pacientes renais e seus respectivos doadores para os
exons 2 e 3 de HLA-G. Houveram 5 amostras no grupo paciente em que houve
ambiglidades que n&o puderam ser resolvidas (as quais, resultavam em trés
combinacgdes de alelos, que s6é poderiam ser resolvidas seqlenciando-se o éxon 4). Por
essa razao, essas 5 amostras foram excluidas das analises, o que resultou em uma
amostra paciente de 47 individuos.

Foi possivel obter e comparar, entdo, as frequéncias alélicas, genotipicas, de
portadores, e de alelos agrupados das amostras paciente e doador, investigando-se
uma possivel associagcdo com os episodios de rejeicao.

Investigou-se também a existéncia de associagao entre a presenca de matches
(M) e mismatches (MM) HLA-G entre a dupla doador-receptor e a rejeigdo ao

aloenxerto.
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6.2.1 Frequéncias Alélicas

Comparando-se as frequéncias alélicas entre doadores e receptores, ndo se
observou diferenga significativa na distribuicdo das freqliéncias entre estes grupos,
como pode ser visto na Tabela 3.

Estratificando-se a amostra em dois subgrupos, caracterizados pela ocorréncia
ou ndo de episddios de rejeicdo também, ndo foi encontrada associagao significativa
entre estes subgrupos,e quaisquer variantes alélicas de HLA-G, como é mostrado na
Tabela 4.

TABELA 3—- FREQUENCIAS ALELICAS DE HLA-G ENCONTRADAS NAS AMOSTRAS
PACIENTE (N=47) E DOADOR (N=52).

Alelo/grupo alélico Receptores Doadores 0 s
n (%) n (%)
G*0101A 28 (30%) 30 (29%) 1,000000 0,000000
G*01B 23 (25%) 25 (24%) 1,000000 0,000000
G*010103 01 (1%) 02 (2%) - -
G*010104 01 (1%) 00 (0%) - -
G*010105 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010107 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010108 12 (13%) 19 (18%) 0,342220 0,006344
G*0102 00 (00%) 00 (0%) - -
G*0103 12 (13%) 15 (14%) 0,838840 0,002840
G*010401 16 (17%) 12 (12%) 0,313660 0,007287
G*010402 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010403 00 (0%) 00 (0%) - -
G*0105N 01 (1%) 01 (1%) - -
94 104

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*010106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padrdo do valor de p
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TABELA 4- FREQUENCIAS ALELICAS DE HLA-G NOS PACIENTES RENAIS (N=47),

EM RELACAO A OCORRENCIA DE EPISODIOS DE REJEICAO.

) Sem rejeicao Com rejeicdo
Alelo/grupo alélico p S
n (%) n(%)
G*0101A 12 (33%) 16 (28%) 0,643540 0,005347
G*01B 08 (22%) 15 (26%) 0,810180 0,003174
G*010103 01 (3%) 00 (0%) - -
G*010104 00 (0%) 01 (2%) - -
G*010108 04 (11%) 08 (13%) 0,763120 0,001655
G*0103 07 (20%) 05 (9%) 0,200320 0,004407
G*010401 04 (11%) 12 (20%) 0,259280 0,005232
G*0105N 00 (0%) 01 (2%) - -
36 58

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*010106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padréo de p.

Dividindo-se a amostra de doadores, seguindo o critério da ocorréncia de

episodios de rejeicdo em seus respectivos receptores, também ndo foi encontrada

associagao entre os episodios de rejeigdao e HLA-G, conforme mostra a Tabela 5.

TABELA 5 - FREQUENCIAS ALELICAS DE HLA-G NOS DOADORES (N=52) EM
RELACAO A OCORRENCIA DE EPISODIOS DE REJEIGAO.

Sem rejeicéo Com rejeicéo

Alelo/grupo alélico 0 (%) (%) p S
G*0101A 13 (35%) 17 (25%) 0,362660 0,006596
G*01B 08 (22%) 16 (24%) 0,601680 0,002805
G*010103 00 (0%) 02 (3%) - -
G*010104 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010108 06 (16%) 13 (20%) 0,592900 0,002951
G*0103 06 (16%) 10 (15%) 1,000000 0,000000
G*010401 04 (11%) 08 (12%) 1,000000 0,000000
G*0105N 00 (0%) 01 (1%) - -
38 66

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*010106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padréo de p.
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6.2.2 Frequéncias Genotipicas

Foram comparadas as frequéncias genotipicas entre pacientes e doadores e, como

mostra a Tabela 6, ndo se constatou diferengas significativas entres os grupos.

TABELA 6 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE HLA-G NAS AMOSTRAS PACIENTE
(N=47) E DOADOR (N=52).

GENOTIPOS PACIENTES DOADORES p S
n (%) n (%)
G*0101A/ G*0101A 06 (14%) 08 (14%) 0,774400 0,002753
G*0101A/ G*01B 08 (17%) 06 (12%) 0,566400 0,004524
G*0101A/ G*010103 00 (0%) 00 (0%) - -
G*0101A/ G*010104 00 (0%) 00(0%) - -
G*0101A/ G*010108 02 (4%) 03 (6%) 1,000000 0,000000
G*0101A/ G*0103 03 (6%) 03 (6%) 1,000000 0,000000
G*0101A / G*010401 03 (6%) 02 (4%) 0,662420 0,001721
G*0101A / G*0105N 00 (0%) 00 (0%) - -
G*01B/ G*01B 03 (6%) 03 (6%) 1,000000 0,000000
G*01B / G*010103 00 (0%) 01 (2%) - -
G*01B / G*010104 00 (0%) 00 (0%) - -
G*01B/ G*010108 04 (9%) 08 (14%) 0,364620 0,004843
G*01B / G*0103 01 (2%) 03 (6%) 0,619880 0,002628
G*01B / G*010401 04 (9%) 01 (2%) 0,189920 0,003269
G*01B / G*0105N 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010103 / G*010103 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010103 /G*010104 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010103 /G*010108 01 (2%) 01 (2%) - -
G*010103 / G*0103 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010103 / G*010401 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010103 / G*0105N 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010104 / G*010104 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010104 / G*010108 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010104 / G*0103 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010104 / G*010401 01 (2%) 00 (0%) - -
G*010104 / G*0105N 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010108 / G*010108 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010108 / G*0103 01 (2%) 01 (2%) - -
G*010108 / G*010401 04 (9%) 06 (12%) 0,746660 0,002004
G*010108 / G*0105N 00 (0%) 00 (0%) - -
G*0103/ G*0103 03 (6%) 03 (6%) 1,000000 0,000000
G*0103 / G*010401 01 (2%) 01 (2%) - -
G*0103/ G*0105N 00 (0%) 01 (2%) - -
G*010401 / G*010401 01 (2%) 01 (2%) - -
G*010401 / G*0105N 01 (2%) 00 (0%) - -
G*0105N / G*0105N 00 (0%) 00 (0%) - -
47 52

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*010106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padréo de p.
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Dividindo-se os grupos em fungao da ocorréncia ou ndo de episodios de rejeicao,
0s gendtipos mais frequentes foram analisados, conforme mostram as Tabelas 7 (para
os pacientes) e 8 (para os doadores). Em ambos os casos, néo foi encontrada relagao

entre os gendtipos e a ocorréncia de episodios de rejeigao.

TABELA 7 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE HLA-G NOS PACIENTES RENAIS
(N=47), EM RELACAO A OCORRENCIA DE EPISODIOS DE REJEIGAO.

Genoétipos Sem rejeicéo Com rejeigcao P S
n (%) n (%)
G*0101A - G*0101A 03 (17%) 03 (10%) 0,663520 0,002573
G*0101A - G*01B 03 (17%) 05 (17%) 1,000000 0,000000
G*01B - G*010108 02 (11%) 02 (7%) 0,629580 0,002285
G*01B - G*010401 01 (5%) 03 (10%) 1,000000 0,000000
G*010108 - G*010401 00 (0%) 04 (14%) 0,280860 0,003320
Outros genotipos 09 (50%) 12 (42%) NC NC
18 29

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*010106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padrao de p; NC= nao calculado.

TABELA 8 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS DE HLA-G NOS DOADORES (N=52), EM
RELACAO A OCORRENCIA DE EPISODIOS DE REJEIGCAO.

Genotipos Sem rejeicéo Com rejeicéo p S
n (%) n (%)
G*0101A - G*0101A 03 (16%) 05 (15%) 1,000000 0,000000
G*0101A - G*01B 03 (16%) 03 (9%) 0,656500 0,002592
G*01B - G*010108 02 (11%) 06 (18%) 0,694580 0,002115
G*010108 - G*010401 02 (11%) 04 (12%) 1,000000 0,000000
Outros genétipos 09 (46%) 15 (46%) NC NC
19 33

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*010106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padrédo de p; NC= néo calculado.

6.2.3 Frequéncia dos Portadores

Nao foi encontrada associacdo quando comparadas as frequéncias dos
portadores de alelos HLA-G entre os grupos paciente e doador (Tabela 9), tdo pouco
quando comparadas as estas frequéncias dentro de cada grupo, em relagdo aos

episodios de rejeigdo (Tabelas 10 e 11).
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TABELA 9 - FREQUENCIAS DOS PORTADORES* DE ALELOS HLA-G
ENCONTRADAS NAS AMOSTRAS PACIENTE (N=47) E DOADOR

(N=52).
Alelo/grupo alélico Receptores (N=47) Doadores (N=52) 0 s
n (%) n (%)

G*0101A 22 (47%) 22 (42%) 0,688300 0,004569
G*01B 20 (42%) 22 (42%) 1,000000 0,000000
G*010103 01 (2%) 02 (4%) 1,000000 0,000000
G*010104 01 (2%) 00 (0%) 0,478080 0,002587
G*010105 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010107 00 (0%) 00 (0%) 1,000000 0,000000
G*010108 12 (25%) 19 (37%) 0,280860 0,006052
G*0102 00 (0%) 00 (0%) - -
G*0103 10 (21%) 13 (25%) 0,812660 0,003144
G*010401 14 (30%) 11 (21%) 0,362640 0,004796
G*010402 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010403 00 (0%) 00 (0%) - -
G*0105N 01 (2%) 01 (2%) - -

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padrdo de p; *Portador foi definido, no
contexto deste trabalho, como o individuo que apresenta um dado alelo ou variante, independente da condigdo homozigota ou heterozigota.

TABELA 10 — FREQUENCIAS DOS PACIENTES (N=47) PORTADORES* DOS
ALELOS HLA-G EM RELAGAO AOS EPISODIOS DE REJEICAO.

Alelo/grupo alélico Sem rejeicdo (N=18) Com rejeicdo (N=29) p S
n (%) n (%)

G*0101A 09 (50%) 13 (45%) 0,768440 0,002166
G*01B 07 (38%) 13 (29%) 0,766080 0,002294
G*010103 01 (5%) 00 (0%) 0,386760 0,003038

G*010104 00 (0%) 01 (3%) - -
G*010108 04 (22%) 08 (28%) 0,739200 0,002374
G*0103 05 (27%) 04 (7%) 0,271560 0,004048
G*010401 03 (11%) 11 (14%) 0,193880 0,004643

G*0105N 00 (0%) 01 (3%) - -

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padrdo de p; *Portador foi definido, no
contexto deste trabalho, como o individuo que apresenta um dado alelo ou variante, independente da condicdo homozigota ou heterozigota.
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TABELA 11 — FREQUENCIAS DOS DOADORES (N=52) PORTADORES* DOS
ALELOS HLA-G EM RELAGAO AOS EPISODIOS DE REJEICAO.

Alelo/grupo alélico Sem rejeicdo (N=19) Com rejeicdo (N=33) p S
n (%) n (%)
G*0101A 10 (53%) 12 (36%) 0,382460 0,005959
G*01B 08 (42%) 14 (42%) 1,000000 0,000000
G*010103 00 (0%) 01 (3%) - -
G*010104 00 (0%) 00 (0%) - -
G*010108 06 (32%) 13 (39%) 0,763680 0,002736
G*0103 05 (26%) 08 (24%) 1,000000 0,000000
G*010401 03 (16%) 08 (24%) 0,721340 0,002503
G*0105N 00 (0%) 01 (3%) - -

HLA-G*0101A= HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106; S= desvio padrédo de p; *Portador foi definido, no
contexto deste trabalho, como o individuo que apresenta um dado alelo ou variante, independente da condicdo homozigota ou heterozigota.

6.2.4 Alelos Agrupados

Para investigar se ha relagao entre as substituigdes nucleotidicas ndo-sinénimas
(codons 31, 110 e 130) e os episodios de rejeicdo, agrupou-se os alelos com tais
substituicdes ou dele¢des nucleotidicas (HLA-G*0103, HLA-G*010401, HLA-G*010403
E HLA-G*0105N). Em seguida, comparou-se as frequéncias alélicas deste grupo com
as dos alelos remanescentes, agrupados num segundo grupo (Tabela 12). Nao foram
encontradas diferengas nas frequéncias entre os grupos paciente e doador, nem em
relagdo aos episddios de rejeicdo e as substituicdes nucleotidicas sinbnimas ou nao-
sinbnimas em ambos grupos.

Também foram comparadas as frequéncias genotipicas entre os grupos, e dentro
dos grupos, em relagao a rejeicao do enxerto (Tabela 13). Foi encontrada associagao
no grupo paciente, entre o gendtipo heterozigoto (um alelo com substituicao
nucleotidica sinbnima e o outro, com substituicdo n&o sindnima) e episodio de rejei¢ao.
(p= 0,034160)

Ainda, foram comparadas as frequéncias dos portadores de alelos com
substituicbes sinbnimas e nao-sinbnimas observadas nos grupos paciente e doador
(Tabela 14). Nao foi encontrada associacdo entre esses grupos e a rejeicdo do

aloenxerto.
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TABELA 12 - COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS ALELICAS DE ALELOS
AGRUPADOS POR TIPO DE SUBSTITUICOES NUCLEOTIDICAS.

Pacientes (N=94 alelos)

Doadores(N=104 alelos)

Substituicéo S OR IC 95%
n (%) n (%)
SINONIMA' 65 (69%) 76 (73%) 0,642260  0,005998 NC NC
NAO-SINONIMA? 29 (31%) 28 (27%) 0,642260 0,005998 NC NC
Pacientes sem rejei¢cao Pacientes com rejei¢éo
Substituicéo (N= 36 alelos) (N=58 alelos) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
SINONIMA' 25 (69%) 40 (69%) 1,000000  0,000000 NC NC
NAO-SINONIMA® 11 (31%) 18 (31%) 1,000000  0,000000 NC NC
Doadores sem rejeicao Doadores com rejeigao
Substituicéo (N= 38 alelos) (N= 66 alelos) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
SINONIMA” 28 (74%) 48 (73%) 1,000000 0,000000 NC NC
NAO-SINONIMA® 10 (26%) 18 (27%) 1,000000 0,000000 NC NC

"Grupo de alelos HLA-G com Substituigdes Sindnimas; > Grupo de alelos HLA-G com Substituices Nao-Sindnimas; S- desvio padrao de p; OR= Odds
Ratio; IC 95%= Intervalo de Confianca de 95%; NC= Nao Calculado.

TABELA 13 - COMPARAGCOES ENTRE AS FREQUENCIAS GENOTIPICAS
DE ALELOS AGRUPADOS POR TIPO DE SUBSTITUICOES

NUCLEOTIDICAS.

Pacientes (N=47 gendtipos)

Doadores (N=52 genotipos)

Substituicdo p S OR IC 95%
n (%) n (%)
S/ST 24 (51%) 31 (60%) 0,417020 0,006821 NC NC
SINS? 17 (36%) 15 (29%) 0,519460 0,004513 NC NC
NS/NS® 06 (13%) 06 (11%) 1,000000 0,000000 NC NC
Pacientes sem rejei¢cao Pacientes com rejei¢céo
Substituicéo (N= 18 genotipos) (N= 29 gendtipos) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
S/ST 11 (61%) 13 (45%) 0,370000 0,003783 NC NC
SINS? 03 (17%) 14 (48%) 0,034160 0,001654 4,67 1,11-19,65
NS/NS® 04 (22%) 02 (7%) 0,184580 0,003680 NC NC
Doadores sem rejei¢céo Doadores com rejeigcédo
Substituicéo (N= 19 genotipos) (N= 33 gendtipos) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
SIS’ 11 (58%) 19 (58%) 1,000000 0,000000 NC NC
SINS? 06 (32%) 10 (30%) 1,000000 0,000000 NC NC
NS/NS® 02 (10%) 04 (12%) 1,000000 0,000000 NC NC

'Grupo homozigoto para alelos com Substituicdes Sindnimas; © Grupo heterozigoto para alelos com Substituicdes N&o-Sindnimas; ® Grupo homozigoto
para alelos com Substituicdes Nao-Sinénimas; S= desvio padrao de p; OR= Odds Ratio; IC 95%= Intervalo de Confian¢a de 95%; NC= N&o Calculado.
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TABELA 14 - COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS DOS PORTADORES
DE ALELOS AGRUPADOS POR TIPO DE SUBSTITUICOES
NUCLEOTIDICAS.

o Pacientes (N=47) Doadores (N=52)
Substituicéo p S OR IC 95%
n (%) n (%)
SINONIMA' 41 (87%) 46 (88%) 1,000000  0,000000 NC NC
NAO-SINONIMA® 23 (49%) 22 (42%) 0,534940 0,006836 NC NC
Pacientes sem rejei¢cao Pacientes com rejei¢éo
Substitui¢do (N=18) (N=29) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
SINONIMA' 14 (78%) 27 (93%) 0,187300  0,003144 NC NC
NAO-SINONIMA? 08 (44%) 16 (55%) 0,552840  0,005590 NC NC

Doadores sem rejei¢cao Doadores com rejeigao

Substituicéo (N=19) (N=133) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
SINONIMA' 17 30 1,000000 0,000000 NC NC
NAO-SINONIMA® 08 14 1,000000 0,000000 NC NC

"Grupo de alelos HLA-G com Substituigdes Sindnimas; > Grupo de alelos HLA-G com Substituices Nao-Sindnimas; S- desvio padrao de p; OR= Odds
Ratio; IC 95%= Intervalo de Confianca de 95%; NC= Nao Calculado.

6.3 SIMILARIDADES HLA-G ENTRE A DUPLA RECEPTOR-DOADOR

Comparou-se os grupos com similaridades HLA-G total (2M) com aquele que
apresentou mismatches (1MM ou 2MM), relacionado-os com a ocorréncia de rejeigao

do enxerto, conforme mostra Tabela 15.

TABELA 15 - RELACAO ENTRE OS MATCHES E MISMATCHES HLA-G ENTRE A
DUPLA PACIENTE-DOADOR E EPISODIOS DE REJEICAO.

Duplas com rejeigcéo Duplas sem rejeigcao
Compatibilidade (N=29) (N=18) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
M 01 (3%) 05 (28%) 0,027200 0,001402 0,09 0,01-0,88
MM? 28 (97%) 13 (72%)

TMatches;  Mismatches; S= Desvio Padrdo de p; OR= Odds Ratio; IC 95%= Intervalo de Confianga de 95%.

Observou-se uma associacgao significativa entre a presenga ou ndo de matches

HLA-G e a rejeigao do enxerto (p= 0,027200). Verificou-se entdo, se o numero de



S7

mismatches poderia ou nado influenciar na rejeicao (Tabela 17), porém, nao foi

encontrada associagao.

TABELA 16 - RELACAO ENTRE O NUMERO DE MISMATCHES ENTRE DOADOR-

RECEPTOR E OS EPISODIOS DE REJEIGAO.

Duplas com rejeigédo Duplas sem rejeicao
N° de Mismatches (N=28) (N=13) p S OR IC 95%
n (%) n (%)
1 MM’ 14 (50%) 05 (38%) 0,532520 0,004194 NC NC
2 MM 14 (50%) 08 (62%) 0,532520 0,004194 NC NC

" Mismatches; S= Desvio Padrdo de p; OR= Odds Ratio; IC 95%= Intervalo de Confianca de 95%; NC= Nao Calculado

6.4 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO

Testou-se o equilibrio de Hardy-Weinberg para os loci HLA-A, -B, -DRB1 e -G

para os doadores e receptores (Tabelas 17 e 18), e em seguida calculou-se o

desequilibrio de ligagado entre os loci —A, -B e -G e entre —-DRB1 e -G tanto nas

amostras de doadores quanto na de receptores.

TABELA 17— TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG PARA OS LOCI HLA-A,

-B E -G DOS PACIENTES RENAIS (N=47).

Locus Genotipos Heterozigose Obs. Heterozigose Esp. p S
HLA-A 47 0,93617 0,89087 0,76724 0,00071
HLA-B 47 0,87234 0,94235 0,34244 0,00054
HLA-DRB1 47 0,78723 0,90277 0,00145 0,00015
HLA-G 47 0,76596 0,80394 0,12005 0,00084

S= desvio padrdo de p
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TABELA 18 — TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG PARA OS LOCI HLA-
A, -B E -G DOS DOADORES (N=52).

Locus Genotipos Heterozigose Obs. Heterozigose Esp. p S
HLA-A 52 0,90000 0,88909 0,80091 0,00063
HLA-B 52 0,94000 0,94525 0,79819 0,00076
HLA-DRB1 52 0,78723 0,90277 0,26150 0,00136
HLA-G 52 0,70000 0,79636 0,03102 0,00050

S= desvio padréo de p

Os loci —A, -B nas amostras de doadores e receptores encontram-se em
Equilibrio de Hardy-Weinberg, porém o locus HLA-G, apesar de encontrar-se em
equilibrio na amostra de receptores (Tabela 17), ndo se encontra em Equilibrio de H-W
na amostra de doadores (Tabela 18). O locus -DRB1, entretanto estd em equilibrio de
H-W em doadores, mas n&o nos receptores.

Foi calculado o desequilibrio de ligagéo entre os loci HLA-A, B e -DR em relagéo
ao locus HLA-G. Para tanto, foram utilizados os valores de desequilibrio de ligagédo A’, e
considerados somente aqueles cujo valor de p foi significativo (p<0,05).

Observando-se os valores de desequilibrio de ligacdo entre HLA-A e HLA-G nas
amostras paciente (Tabela 19) e doadores (Tabela 20), as seguintes combinagdes
haplotipicas foram encontradas: A*03- G*0101A (acoplamento), A*23- G*010401
(acoplamento), A*24- G*0101A (repulsao maxima), A*26- G*01B (acoplamento), A*31-
G*0103 (acoplamento). As combinagdes A*02- G*0101A (acoplamento), A*02-
G*010401 (repulsdo), A*29- G*010108 (acoplamento) e A*33- G*0103 (acoplamento),
foram constatadas somente na amostra paciente, e a relagcdo entre A*68- G*01B

(acoplamento) apareceu somente entre os doadores.
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TABELA 19 — VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ( A’) PARA OS LOCI HLA-
A E HLA-G DOS PACIENTES (N= 47).

Locus Al G G*0101A G*01B G*010103 G*010104 G*010108 G*0103 G*010401 G*0105N
A*01 -1(00) 1(05) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00)
A*02 0,53 (17) -0,46286 (03) -1(00) -1(00) -0,06 (03) -0,68667 (01) -0,765 (01) -1(00)
A*03 0,51042 (06) -0,50265 (01) -1 (00) -1(00) -1(00) 0,1084 (02) -1(00) -1(00)
A*11 -1(00) -1(00) 1(01) -1(00) 0,23577 (01) -1(00) 0,19658 (01) -1(00)
A*23 -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 1(08) -1(00)
A*24 -1(00) -1(00) -1(00) 1(01) 0,57012 (05) -1(00) 0,09615 (02) -1(00)
A*26 -0,47778 (01) 0,78539 (05) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00)
A*29 -0,10476 (02) -0,36054 (01) -1(00) -1(00) 034495 (03)  0,01742 (01) -1(00) -1(00)
A*30 0,02083 (01) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 0,19658 (01) 1(01)
A*31 -0,47778 (01) 0,14155 (02) -1(00) -1(00) -1(00) 0,42683 (03) -1(00) -1(00)
A*32 -1(00) 0,35616 (01) -1(00) -1(00) -1(00) 0,42683 (01) -1(00) -1(00)
A*33 0,11875 (02) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 0,54146 (03) -1(00) -1(00)
A*66 -1(00) 1(01) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00)
A*68 -1(00) 0,35616 (02) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 0,39744 (02) -1(00)
A*74 -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 042683 (01)  0,39744 (01) -1(00)

Os valores em vermelho sdo aqueles em que o p apresentou significancia (p < 0,05); Os valores negativos (-)
indicam desequilibrio negativo (repulsao); “1” indica associagdo maxima e “-1”, repulsdo maxima; HLA-G*0101A=
HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106. O numero entre parénteses () indica a
freqiiéncia absoluta do haplétipo na amostra.

TABELA 20 — VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ( A’) PARA OS LOCI HLA-
A E HLA-G DOS DOADORES (N= 52).

Locus A/G  G*0101A G*01B G*010103 G*010108 G*0103  G*010401 G*0105N

A*01 -0,47917 (02)  0,35897 (06) -1 (00) -0,01961 (02) -1(00) -0,30556 (01) 1(01)
A*02 0,11765 (10)  -0,27273 (04) -1(01) 0,21569 (07) -0,71429 0(03) -1(00)
A*03 0,73262 (09)  -0,17355 (01) -1 (00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00)
A*11 -1 (00) 0,03846 (01) 1(02) 0,09639 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
A*15 -1(00) -1(00) -1(00) 1(01) -1(00) -1(00) -1(00)
A*23 -1 (00) -1 (00) -1(00) -1(00) 0,22481(01)  0,62121 (02) -1(00)
A*24 -1 (00) 0,03846 (02) -1(00) 0,09639 (02) -1(00) 0,43182 (04) -1(00)
A*26 -0,375(01)  0,48718 (03) -1(00) -1 (00) 0,06977 (01) -1(00) -1(00)
A*29 0,41176 (03) -1(00) -1(00) 0,03614 (01)  0,06977 (01) -1(00) -1(00)
A*30 0,7549 (05) -1(00) -1(00) -0,01961 (01) -1(00) -1(00) -1(00)
A*371 -0,65278 (01) -1(00) -1(00) -0,34641 (01)  0,7416 (07) -1(00) -1(00)
A*32 -1(00) 1(01) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00)
A*33 -1(00) -1(00) -1(00) 0,03614 (01)  0,53488 (03)  0,09091 (01) -1(00)
A*68 -0,375(01)  0,48718 (03) -1 (00) -1(00) -1(00) 0,09091 (01) -1(00)

Os valores em vermelho sdo aqueles em que o p apresentou significancia (p < 0,05); Os valores negativos (-)
indicam desequilibrio negativo (repulsao); “1” indica associagdo maxima e “-1”, repulsdo maxima; HLA-G*0101A=
HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106. O numero entre parénteses () indica a
freqiiéncia absoluta do haplétipo na amostra.
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Comparando-se os valores de desequilibrio entre HLA-B e -G (Tabelas 21 e 22),
algumas combinagbes foram encontradas em ambas amostras paciente e doador:
B*08- G*01B (acoplamento) e B*14- G*0103 (acoplamento). Outras combinag¢des foram
encontradas em apenas um dos grupos: B*51- G*0101A, B*35- G*010108, B*40-
G*010B, B*44- G*010401, B*57- G*010401 (nos pacientes), B*14 - G*0103 e B*57-

G*010108 (nos doadores), todas acoplamentos.

TABELA 21 - VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ( A’) PARA OS LOCI HLA-
B E HLA-G DOS PACIENTES (N= 47).

Locus B/ G G*0101A G*01B G*010103 G*010104 G*010108 G*0103 G*010401 G*0105N
B*07 0,37054 (04)  -0,36054 (01) -1 (00) -1 (00) 0,01742 (01) -1 (00) -0,16071 (01) -1 (00)
B*08 -1 (00) 0,57078 (04) -1 (00) 1(01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 1(01)
B*13 0,02083 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 023577 (01)  0,23577 (01) -1 (00) -1 (00)
B*14 -1 (00) 0,08023 (02) 1(01) -1 (00) -1 (00) 0,34495 (03)  -0,16071 (01) -1 (00)
B*15 -0,06 (03) 0,09863 (03) -1 (00) -1 (00) -0,21667 (01)  0,08293(02)  -0,4125 (01) -1 (00)
B*18 -1 (00) 0,14155 (01) -1 (00) -1 (00) 023577 (01)  0,23577 (01) -1 (00) -1 (00)
B*21 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 1(01) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*27 1(02) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*35 0,08203 (03) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 0,28354 (03)  -0,02083 (01)  -0,26562 (01) -1 (00)
B*38 026562 (02)  0,35616 (02) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*39 0,11875(02)  -0,10476 (01) -1 (00) -1 (00) 0,08293 (01) -1 (00) 0,0359 (01) -1 (00)
B*40 -1 (00) 1(03) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*41 -1 (00) 1(01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*42 1(01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*44 -0,3037 (02)  -0,50265 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -0,12963 (01)  0,46439 (05) -1 (00)
B*45 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 0,42683 (01) -1 (00) 0,39744 (01) -1 (00)
B*49 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 1(01) -1 (00)
B*50 1 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*51 0,59943 (08) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -0,28788 (01)  0,06208 (02) -1 (00) -1 (00)
B*52 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 1(02) -1 (00)
B*53 -1 (00) 1(01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*55 -1 (00) 0,35616 (01) -1 (00) -1 (00) 0,42683 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
B*57 0,02083 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 0,59829 (02) -1 (00)
B*58 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 1(01) -1 (00) -1 (00)

Os valores em vermelho sdo aqueles em que o p apresentou significancia (p < 0,05); Os valores negativos (-)
indicam desequilibrio negativo (repulsao); “1” indica acoplamento maximo e “-1”, repulsdo maxima; HLA-G*0101A=
HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106. O numero entre parénteses () indica a
freqiiéncia absoluta do haplétipo na amostra.
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TABELA 22- VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ( A’) PARA OS LOCI HLA-
B E HLA-G DOS DOADORES (N=52).

Locus B/ G G*0101A G*01B G*010103 G*010108 G*0103 G*010401  G*0105N
B*07 0,70588 (04) -1(00) -1 (00) 0,03614 (01) -1(00) -1(00) -1(00)
B*08 -1(00) 0,57265 (06) -1 (00) -0,34641 (01) -1(00) 0,11616 (02) -1 (00)
B*14 -0,55357 (01)  -0,35065 (01) -1 (00) -0,15966 (01)  0,33555(03)  0,02597 (01) -1 (00)
B*15 0,36975 (04)  0,08425 (02) -1 (00) -0,15966 (01) -1 (00) -1(00) -1 (00)
B*18 0,41176 (03) -1(00) -1 (00) -1(00) 0,06977 (01)  0,09091 (01) -1 (00)
B*27 0,26471 (02) -1(00) -1 (00) 0,39759 (02) -1(00) -1(00) -1 (00)
B*35 -0,65278 (01)  0,1453(03)  0,45055(01)  -0,34641(01)  0,09561(02)  -0,07407 (01) -1 (00)
B*38 -1(00) -0,35065 (01) -1(00) 0,31153 (03) -1(00) 0,18831 (02) 1(00)
B*39 -1(00) -0,09091 (01) -1(00) 003614 (01)  0,30233(02)  0,09091 (01) -1(00)
B*40 0,5098 (04)  -0,24242 (01) -1(00) -0,01961 (01) -1(00) -1(00) -1(00)
B*41 -1(00) -1(00) -1(00) 0,39759 (01)  0,4186 (01) -1(00) -1(00)
B*44 0,5098 (04) -1(00) -1(00) -0,01961 (01)  0,03101 (01) -1(00) -1(00)
B*45 -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 1(01) -1(00)
B*49 -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 0,4186 (01)  0,43182 (01) -1(00)
B*50 -1(00) 0,35897 (01)  0,4898 (01) -1(00) -1(00) -1(00) -1 (00)
B*51 0,19786 (05)  0,0676 (03) -1 (00) -1(00) 0,15433 (03) -1(00) -1 (00)
B*52 0,26471(02)  0,03846 (01) -1 (00) -1(00) -1(00) 0,14773 (01) -1 (00)
B*57 -1(00) 0,1453 (01) -1 (00) 0,59839 (02) -1(00) -1(00) -1 (00)
B*58 -0,21875 (01)  0,03846 (01) -1 (00) 0,09639 (01) -1(00) 0,14773 (01) -1 (00)
B*81 1(01) -1(00) -1 (00) -1(00) -1 (00) -1(00) -1 (00)

Os valores em vermelho sdo aqueles em que o p apresentou significancia (p < 0,05); Os valores negativos (-)
indicam desequilibrio negativo (repulsao); “1” indica acoplamento maximo e “-1”, repulsdo maxima; HLA-G*0101A=
HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106. O numero entre parénteses () indica a
freqiiéncia absoluta do haplétipo na amostra.

As tabelas com valores de desequilibrio entre HLA-DRB1 e -G foram analisadas
(Tabelas 23 e 24), porém nao foram encontradas combinagdes que ocorressem em
ambas amostras (paciente e doador). Algumas combinagdes foram encontradas,
restritas ao grupo paciente (DRB1*04- G*01B, DRB1*13- G*010401, DRB1*14-
G*010108 e DRB1*15 -G*0103 todos em acoplamento), e outras, ao grupo doador
(DRB1*03- G*0101A, em repulsao e DRB1*03- G*01B em acoplamento).
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TABELA 23 — VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ( A’) PARA OS LOCI HLA-
DRB1 E HLA-G DOS PACIENTES (N=47)

Locus DR/G  G*0101A G*01B G*010103 G*010104 G*010108 G*0103 G*010401 G*0105N

DRB1*01 -1(00) 0,24898 (02) -1 (00) 1(01) 0,15751(02)  0,01429 (01) -1 (00) -1 (00)
DRB1*03 -0,64751 (01)  -0,53535 (01) -1(00) -1(00) 0,21368 (03)  -0,14815 (01)  0,22363 (03) -1 (00)
DRB1*04 -0,47126 (02)  0,67143 (09) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -0,36111 (01) -1 (00) -1 (00)
DRB1*07 0,06122 (05)  0,1551 (05) -1(00) -1 (00) -0,06122 (02)  0,01709 (02) -1 (00) -1 (00)
DRB1*08 0,12381 (02) -1 (00) -1(00) -1 (00) 0,05641 (01) -1 (00) 0,30127 (02) -1 (00)
DRB1*10 0,26984 (01) -1 (00) -1(00) -1 (00) -1(00) 0,425 (01) -1 (00) -1 (00)
DRB1*11 0,12381 (06) -0,72121 1(01) -1 (00) -0,5619 (01) 0,1039 (03)  0,08092 (03) 1(01)
DRB1*13 0,07071 (04)  -0,23967 (02) -1(00) -1 (00) -0,4026 (01) -1 (00) 0,25892 (04) -1 (00)
DRB1*14 0,12381 (02) -1(01) -1 (00) -1 (00) 0,52821 (03) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
DRB1*15 0,16553 (03) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 0,34286 (03)  0,00181 (01) -1 (00)
DRB1*16 0,41587 (03)  -0,16364 (01) -1 (00) -1 (00) 0,05641 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00)

Os valores em vermelho sédo aqueles em que o p apresentou significancia (p < 0,05); Os valores negativos (-)
indicam desequilibrio negativo (repulsao); “1” indica acoplamento maximo e “-1”, repulsdo maxima; HLA-G*0101A=
HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106. O numero entre parénteses () indica a
freqliéncia absoluta do haplétipo na amostra.

TABELA 24 - VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ( A’) PARA OS LOCI HLA-
DRB1 E HLA-G DOS DOADORES (N=52).

Locus DR/G  G*0101A G*01B G*010103 G*010108 G*0103 G*010401 G*0105N

DRB1*01 -0,60547 (01)  0,02885(02)  0,45699 (01)  0,09821 (02) -1 (00) 0,14888 (02) -1 (00)
DRB1%03 -1 (00) 0,56838 (06) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 0,24345 (03) -1 (00)
DRB1704 0,21932 (07)  0,05043 (04) -1(00) 0,0381 (03) -1(00) -1(00) 1(01)
DRB1*07 0,10901 (09)  -0,61815 (02) -1 (00) 0,0098 (04)  0,26007 (06)  -0,26812 (02) -1 (00)
DRB1%08 -0,29861 (02)  -0,02415 (02) -1 (00) -1 (00) 0,22605 (03)  0,11735 (02) -1 (00)
DRB1*09 -1 (00) 1(02) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)
DRB1*10 -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) -1(00) 1(01) -1(00)
DRB1*11 0,33465 (06)  -0,60079 (01) -1 (00) 0,01623 (02)  0,05016 (02) -1 (00) -1 (00)
DRB1*13 -0,29861 (02)  0,13675 (03) -1 (00) 0,19841 (03) -1 (00) -0,06481 (01) -1 (00)
DRB1*14 -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00) 0,41954 (01)  0,43258 (01) -1 (00)
DRB1*15 -0,09821 (02) -1 (00) -1 (00) 0,31293 (03)  0,17077 (02) -1 (00) -1 (00)
DRB1*16 0,41449 (03)  -0,12174 (01)  0,47396 (01) -1 (00) -1 (00) -1 (00) -1 (00)

Os valores em vermelho sdo aqueles em que o p apresentou significancia (p < 0,05); Os valores negativos (-)
indicam desequilibrio negativo (repulsao); “1” indica acoplamento maximo e “-1”, repulsdo maxima; HLA-G*0101A=
HLA-G*010101 e/ou HLA-G*0106; HLA-G*01B= HLA-G*010102 e/ou HLA-G*0106. O nimero entre parénteses () indica a
freqléncia absoluta do haplétipo na amostra.
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7. DISCUSSAO

A importancia do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) na
imunologia dos transplantes, € amplamente conhecida. Incompatibilidades associadas
aos Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) entre doador e receptor tém sido
relacionadas a um pior prognostico na sobrevida e aceitagdo do aloenxerto, resultando
frequentemente em episddios de rejeicdo. Os loci HLA-A, HLA-B, HLA-DR e HLA-DQ
sdo muito estudados nos transplantes clinicos, mas ha poucos estudos investigando a
influéncia dos loci HLA nao classicos, tais como o HLA-G e HLA-E.

A participagdo de HLA-G na imunobiologia dos transplantes iniciou-se com o
estudo de transplantes cardiacos e nos transplantes combinados hepato-renais. Estes
estudos utilizavam-se da deteccdo da molécula HLA-G via anticorpos monoclonais,
visando avaliar sua expressao nos citados contextos. A expressao de HLA-G pouco tem
sido investigada no transplante renal somente, e também poucos sao os estudos que
investigam o polimorfismo de HLA-G e sua relagdo com o aloenxerto clinico. Nos
transplantes cardiacos e hepato-renais, a expressao de HLA-G reduziu a incidéncia de
rejeicdo aguda, aumentando a sobrevida do enxerto (LILA et al., 2002; CREPUT et al.,
2003). CREPUT e colaboradores detectaram a expressao de HLA-G nos transplantes
hepato-renais combinados e n&o nos transplantes hepaticos e nos transplantes renais
isolados, embora a autora mesmo admita que estas amostras eram poucas e que
seriam necessarios estudos adicionais para elucidar essa questao.

As variantes alélicas de HLA-G, devido as substituicdes nucleotidicas, poderiam
ser alvo de processamento (splicing) que resultaria em diferentes formas soluveis da
proteina HLA-G, repercutindo inclusive em diferentes niveis de expressao/agao. Além
disso, as substituicdes ndo sinbnimas que ocorrem nos éxons 2 e 3 do gene HLA-G, e
que resultam na alteragdo da sequéncia de aminoacidos nos dominios a4 € ap do
polipeptideo correspondente, poderiam interagir de forma diferente com linfécitos T e
células NK (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN 2000).

A interacdo de HLA-G com receptores inibidores da atividade das células NK
(KIR2DL4, CD94/NKG2) e linfécitos T (TCR, ILT2, ILT4, p49) impediria,
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respectivamente, sua acao citolitica e regulacdo do perfil de citocinas Th1 e Th2 de
forma dose-dependente e protegendo o aloenxerto (LANIER et al., 1998; HVIID et al.,
2005).

O propésito do presente estudo foi investigar a influéncia do polimorfismo HLA-G
no contexto do transplante renal, relacionando-o com a ocorréncia ou nao de episodios
de rejeicdo. Foram comparadas as frequéncias alélicas, genotipicas, e de portadores de
alelos, em pacientes transplantados renais e seus respectivos doadores. As mesmas
comparagdes foram realizadas entre as duplas doador-receptor em que houveram
episodios de rejeicdo com aquelas que nao apresentaram episédios de rejeicao.
Também foi investigada a influencia da compatibilidade HLA-G entre a dupla doador-

receptor com a presenga/auséncia de rejeicdo do enxerto.

7.1 DETERMINACAO DAS VARIANTES POLIMORFICAS DE HLA-G NO EXONS 2 E
NO EXON 3

Novos alelos s&o descritos a cada dia nos loci do sistema HLA e HLA-G néo é
excecao. Sete alelos foram descritos recentemente, tais como: o alelo HLA-G*0107; no
grupo HLA-G*0101, dois alelos adicionais, HLA-G*010109 e HLA-G*010110 foram
descritos; HLA-G*010101 foi subdividido em HLA-G*01010101, HLA-G*01010102, HLA-
G*01010103, HLA-G*01010104 e HLA-G*01010105 (caracterizado por diferentes
substituigdes nucleotidicas em regides intrénicas do gene); e HLA-G*010102 foi
subdividido em HLA-G*01010201 e HLA-G*01010202.

No presente estudo, procurou-se por novas variantes alélicas, analisando-se as
sequéncias nucleotidicas obtidas no sequenciamento dos éxons 2 e 3, porém, estas

nao foram encontradas.
7.2 VARIANTES POLIMORFICAS DE HLA-G E OS EPISODIOS DE REJEICAO
Ao se comparar as frequéncias alélicas HLA-G entre doadores e receptores

(Tabela 3), observou-se que a distribuicdo das frequéncias foi similar nas amostras

comparadas. Da mesma forma nao foram encontradas diferengas na distribuicdo dos
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alelos de HLA-G quando se comparou pacientes com rejeicdo com aqueles que nao
apresentaram rejeicao (Tabela 4). A estratificacdo da amostra de doadores, com
relacdo a ocorréncia de episodios de rejeicdo em seus receptores permitiu a
comparacgao das frequéncias alélicas nos dois grupos (com rejeigdo x sem rejei¢cao) e a
distribuicdo das frequéncias também foi semelhante (Tabela 6). O mesmo resultado foi
obtido quando comparadas as frequéncias genotipicas (Tabelas 6, 7 e 8) e de
portadores (Tabelas 9, 10 e 11). Como este estudo € um dos primeiros a investigar a
influéncia do polimorfismo de HLA-G e a sobrevida apenas do aloenxerto renal,
diferentemente daqueles com transplantes hepato-renais, ndo foi possivel uma
comparagao com outros trabalhos da literatura, para contrastar tais resultados.

No contexto do abortamento recorrente espontdaneo (ARE), observou-se que o
alelo HLA-G*010103, em alguns estudos tem uma frequéncia aumentada em mulheres
com ARE, estando este alelo relacionado com baixos niveis de HLA-G soluvel quando
em homozigose (PFEIFFER et al., 2001; ABBAS et al., 2002). Em outros estudos,
porém, nao foi constatado tal fato (YAMASHITA et al., 1999; ALDRICH et al., 2001;
HVIID et al., 2002). Este alelo apresenta uma adenina (A) no lugar de uma guanina (G)
na terceira base do cédon 57 (CAG) e uma substituigdo de uma adenina (A) por uma
timina (T) na terceira base do cédon 107 (GGA).Essas substituicdes nucleotidicas nao
resultam em troca de aminoacidos na cadeia polipeptidica correspondente (mutagéo ou
substituicdo silenciosa), gerando uma molécula idéntica aquela codificada pelo alelo
HLA-G*010101. Considerando que o feto expressa aloantigenos paternos e, de certa
forma, pode ser considerado um enxerto, e o aborto, uma rejeicdo, era de se esperar
que, se um alelo tem efeito “protetor” em relacdo ao feto, também poderia ter em
relacdo a outros aloenxertos, como no contexto do transplante. Logo, o alelo HLA-
G*010103 poderia influenciar na sobrevida do aloenxerto clinico. Entretanto, no atual
estudo, a frequéncia observada deste alelo foi baixa (1% nos pacientes e 2% nos
doadores), ndo nos permitindo concluir sobre sua influéncia no transplante renal.

Os alelos do grupo HLA-G*0104 também ja foram relacionados com ARE (tendo
sido observada uma associagao positiva, ou seja, a presenca deste alelo seria um fator
predisponente ao abortamento recorrente) (ALDRICH et al. 2001; ABBAS et al., 2004).
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Estes alelos apresentam uma substituicdo de uma citosina (C) por uma adenina (A) no
codon 110, o que resulta na substituicdo de uma leucina por uma isoleucina no dominio
a2 da molécula (mutacéo de troca de sentido gerando uma substituicdo ndo sinbnima).
Alguns estudos permitem concluir que estes alelos possam apresentar diferengas
funcionais em relacdo aos outros alelos de HLA-G. No atual estudo, nao foi observada
qualquer relagao entre o alelo HLA-G*010401 e os episodios de rejeigao.

ALDRICH e colaboradores (2001) verificaram uma tendéncia de associagao
negativa (a presenga do alelo teria um efeito protetor) entre ARE e alelos do grupo
HLA-G*0101, porém HVIID et al.,(2002) e ABBAS et al., (2004) ndo evidenciaram este
fato, em estudos similares. No presente estudo, ndo foi observada associagao entre os
alelos do grupo HLA-G*0101A, HLA-G*010104 e HLA-G*010108 e a rejeicdo do
aloenxerto. O alelo HLA-G*010107 nao foi observado na amostra.

O alelo nulo HLA-G*0105N apresenta a delecdo de uma citosina (C) na posigcao
1597. Esta delegcédo causa uma alteracdo na matriz de leitura no codon correspondente
ao residuo 130 da proteina e altera a sequéncia de aminoacidos codificados a partir da
metade posterior do éxon 3 de HLA-G, alterando sua acg&o/expressdao (OBER et al.,
1998). Este alelo ja foi relacionado a episddios de ARE em alguns trabalhos, como o de
PFEIFFER et al (2001). Entretanto, a constatacdo da existéncia de individuos
homozigotos para este alelo permitiu ao grupo de PFEIFFER sugerir que a expressao
de HLA-G*0105N nao é essencial para a sobrevida do feto. No presente estudo
observamos que HLA-G*0105N apresentou frequéncias idénticas em ambos grupos
com e sem rejeicao do aloenxerto.

Para uma analise complementar sobre a influéncia de HLA-G sobre os episédios
de rejeicdo, utilizou-se da estratégia de agrupar todos os alelos HLA-G com
substituicdes nucleotidicas nédo sinbénimas (substituicbes que resultavam na troca de
aminoacidos por outros quimicamente diferentes) com relagdo ao polipeptideo
codificado pela sequéncia consenso de HLA-G (HLA-G*010101). Tais substituicoes
estdo presentes nos codons 31, 110 e 130, gerando os alelos HLA-G*0103, HLA-
G*010401 (encontrado em maior frequéncia), HLA-G*010403 (ndo encontrado na

amostra) e HLA-G*0105N. Da mesma forma foram agrupados os alelos cujas
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substituicbes nucleotidicas resultavam na troca de aminoacidos por outros
quimicamente semelhantes (substituicdes sinbénimas), os quais compreendem os
alelos/grupos alélicos restantes (HLA-G*0101A, HLA-G*01B, HLA-G*010103, HLA-
G*010107 e HLA-G*010108). As frequéncias alélicas, genotipicas e de portadores
foram comparadas em funcdo dos episodios de rejeicdo. Nao foram encontradas
associagdes ao nivel alélico e de portadores, mas observou-se associagao ao nivel
genotipico (p= 0,034160). Os individuos que possuiam genotipo heterozigoto S/NS
(portadores de um alelo com substituicdo sinbnima e o outro com substituicdo nao
sinbnima) apresentavam risco cinco vezes (OR= 4,67) maior de ocorrer rejeicao (Tabela
14). Foi observado que de 14 individuos heterozigotos que apresentaram rejei¢cao, 11
apresentaram o alelo HLA-G*010401. Em um estudo realizado por ALDRICH e
colaboradores (2001), relatou-se que o alelo HLA-G*0104 era preditivo de falha
gestacional. E possivel que as substituicdes nucleotidicas n&o-sindnimas influenciem
de alguma forma a interagdo de HLA-G com o TCR bem como com outros receptores
presentes nas ceélulas T e NK, aumentando (ou diminuindo, em certos casos) a
eficiéncia dessa interacdo. E possivel, também, que alelos com substituicdes sindbnimas
codifiquem proteinas que se liguem a repertérios de receptores diferentes daqueles aos
quais se ligam as moléculas codificadas por alelos com substituicbes nao-sinénimas,
resultando em interacdes com diferentes afinidades. Este fato influenciaria na atuagao
fisiologica da molécula HLA-G (SASAKI et al., 1999). Um mecanismo proposto seria
que os individuos homozigotos para alelos com substituicdes sindnimas (S/S) produzam
uma quantidade de HLA-G (de membrana ou soluvel, como HLA-G5) suficiente para
inibir certos repertorios celulares de células T e NK, protegendo o enxerto, reduzindo
significantemente a ocorréncia de episodios de rejeigdo. Individuos homozigotos para
alelos com substituicbes nao-sinbnimas (NS/NS) também produziriam HLA-G em
quantidade suficiente para inibir um outro repertério destas células, o que protegeria o
enxerto. Porém, individuos heterozigotos (S/NS) produziriam ambos tipos de molécula
HLA-G (com e sem substituicées sinbnimas), mas ndo em quantidades suficientes para
suprimir ambos repertorios, fazendo com que estes individuos apresentem maior

incidéncia de rejeicao do aloenxerto.
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E prudente enfatizar que os resultados obtidos possam ser atribuidos ao
desequilibrio de ligagao entre HLA-G e HLA-A, necessitando de estudos adicionais para

corroborar tais conclusoes.
FIGURA 8 — SUBSTITUICOES SINONIMAS E NAO-SINONIMAS E EPISODIOS DE

REJEICAO.
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Individuos homozigotos S/S produziriam uma quantidade de HLA-G suficiente para inibir certos clones de células T e NK, reduzindo
significantemente a ocorréncia de episédios de rejeigdo. O mesmo ocorre para individuos homozigotos NS/NS, porém, para outro
repertorio destas células. Individuos heterozigotos S/NS produziriam ambos tipos de molécula HLA-G, mas ndo em quantidades
suficientes para suprimir ambos repertérios, resultando em maior incidéncia de rejei¢cdo nestes individuos.
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7.3 SIMILARIDADES HLA-G ENTRE A DUPLA RECEPTOR-DOADOR

Analisando-se a as similaridades HLA-G entre a dupla receptor-doador, e os
episodios de rejeicdo, percebeu-se que as duplas com uma ou nenhuma similaridade
HLA-G (1M e OM), apresentaram um risco 0,09 vez maior (Tabela 15) de ocorréncia de
rejeicdo, em comparagao as HLA idénticas (duplas com duas similaridades ou matches
- 2M). E possivel que o niumero de matches HLA-G siga o0 mesmo padr&o dos loci HLA-
A, -B e -DR nos transplantes clinicos. CRISA e colaboradores (1997) ja haviam
afirmado que, a ndo responsividade materna aos tecidos fetais expressando HLA-G,
possa ser gerada no timo por uma prévia apresentacdo a este MHC no epitélio timico
medular. No caso dos transplantes HLA idénticos (2M) entre a dupla doador/receptor,

como a molécula HLA-G do receptor (que no caso, € idéntica a do doador) ja havia sido
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apresentada no timo aos linfocitos T (identidade estrutural), estes n&o reagiriam contra

os epitopos do doador, reduzindo consideravelmente o indice de rejeicao neste grupo.

Foram comparadas as duplas com 1MM e as com 2MM, em relagéo a rejeigao,

mas n&o foram encontradas diferengas significativas entre estas.

7.4 - EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

As frequéncias genotipicas no sistema génico HLA podem desviar-se das
proporgdes esperadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os loci HLA-A e HLA-B, nas
amostras de doadores e receptores, encontram-se em Equilibrio de Hardy-Weinberg,
porém, HLA-G encontrou-se em equilibrio somente na amostra dos receptores e HLA-
DRB1, na amostra de doadores. Estes resultados podem ser atribuidos a erros
amostrais (tamanho reduzido da amostra) ou de tipagem.

O desequilibrio de ligagao (A) decorrente da associacdo nao aleatéria de alelos
em loci adjacentes é uma caracteristica de muitos haplétipos HLA. No entanto, um valor
relativo do desequilibrio de ligacédo (A’) ¢é mais informativo, pois indica sobre a
magnitude do desequilibrio em relagdo ao maior valor que ele poderia assumir, dadas
as frequéncias dos alelos em questao (LEWONTIN, 1964). Com o numero crescente de
estudos, novas combinacdes haplotipicas tém sido descritas.

Em relagdo ao HLA-G, ja foram reportadas relagdes de desequilibrio entre alguns
alelos deste locus com alelos de HLA-A. Um dos primeiros estudos realizados foi o de
MORALES et al. (1996), que detectaram um desequilibrio forte entre alelos destes dois
loci, verificando também que diferentes distancias genéticas poderiam ser observadas
em distintos haplotipos A-G. O desequilibrio entre os loci HLA-A e HLA-G é similar ao
desequilibrio observado entre alelos dos loci HLA-DR e -DQ na regiao de classe I,
onde recombinagdes ainda nao foram diretamente observadas pela forte ligagdo entre
os loci DR-DQ (BEGOVICH et al., 1992). Por analogia, o desequilibrio observado entre
HLA-A e -G é sugestivo de que entre os alelos destes loci raramente ocorrem
recombinagoes. Dessa forma certas combinacdes de alelos HLA-A e HLA-G tem sido

mantidas durante a evolugdo humana. A supressao da recombinacao entre estes alelos
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pode ser facilitada por uma delecdo de aproximadamente 50kb entre os dois, a qual
inclui o pseudogene HLA-H. Esta delegao esta presente exclusivamente nos haplétipos
HLA-A*23 e HLA-A*24 (VENDITTI & CHORNEY, 1992).

No presente estudo foi encontrado um desequilibrio de ligagdo positivo
(acoplamento) entre os alelos A*03- G*0101A (G*010101 e/ou G*010106). Esta
associagcao também foi observada no trabalho de OBER, et al. (1996), em Huterites. No
trabalho de VAN DER VEN et al, (1998), com uma amostra de alemaes (caucasoides),
encontrou-se acoplamento maximo (A’=1) entre estes alelos. Logo, pode se concluir
que estes alelos realmente se encontram no mesmo haplétipo, e embora ndo seja um
acoplamento maximo em todos os grupos étnicos, € muito freqiente em grupos
caucasoides.

A combinagdo haplotipica A*23- G*010401 foi observada no presente estudo.
Essa também foi evidenciada por VAN DER VEN e colaboradores, e em seu trabalho, o
acoplamento também foi maximo. Esta associacdo nao foi encontrada por OBER et al.,
pois A*23 n&o esta presente em Huterites. Logo, o grau de desequilibrio de ligagao
descrito no presente trabalho confirma a combinagdo haplotipica e a relagdo positiva
entre estes alelos, embora este grau de desequilibrio necessite melhor definicao.

Também observamos, no presente estudo, desequilibrio de ligagdo entre A*24-
G*0101A, em repulsdo maxima (A’= -1). Em ambos trabalhos de VAN DER VEN e
OBER, observou-se desequilibrio de ligagdo negativo (repulsdo, ou seja A’ negativo)
entre A*24- G*010101, embora nao total. Esse fato pode ser devido as diferentes
freqUéncias destes alelos nas populagcdes estudadas, ou talvez devido a um
desequilibrio (ainda n&o observado em outros estudos), entre HLA-A*24 e HLA-
G*010106.

A combinagdo A*26- G*010102 foi encontrada por VAN DER VEN e por OBER
também, embora no trabalho do primeiro grupo, esse grau de associagao
(acoplamento) foi maximo. A combinagdo haplotipica A*26- G*01B, também foi
encontrada (A’= 0,78 em pacientes e A’= 0,48 em doadores). Tanto as diferengas de
frequéncias alélicas entre as populagbes quanto o fato do alelo G*010102 ter sido

agrupado com G*0106 podem justificar essa diferenca de resultados.



71

A combinacdo A*31-G*0103 também foi observada neste e nos dois ja referidos
trabalhos, embora no de OBER, este acoplamento foi maximo (em Huterites).

As combinagdes haplotipicas em acoplamento A*02- G*010101(G*0101A), A*33-
G*0103 (s6 na amostra paciente) e A*68- G*010102 (G*01B- s6 na amostra de
doadores), foram descritas também por VAN DER VEN em grau semelhante, e somente
a primeira por OBER. A auséncia destes resultados na amostra de doadores (nos trés
primeiros casos) e de pacientes (A*68-G*01B) talvez possam ser causados por desvios
devido ao tamanho limitado da amostra, o qual diminuiu muito a frequéncia destes
alelos, dificultando a detecg¢ao de desequilibrio de ligagao.

Os hapldtipos A*01-G*01B e A*29- G*010108 (este ultimo, observado somente
na amostra de doadores), ndo foram descritos ainda em nenhum outro trabalho. As
combinagdes haplotipicas a seguir ndo foram observadas neste estudo, mas foram
descritas no(s) trabalho(s) de VAN DER VEN e/ou de OBER: A*01- G*010101 (repulsao
total); A*01- G*010102 (acoplamento); A*02- G*010102 (repulsédo, somente por OBER);
A*11- G*010103 (acoplamento); A*11-G*010102 e A*24- G*010102 (acoplamento e
repulséo, respectivamente, somente por VAN DER VEN); A*24 -G*0104 (acoplamento);
A*30 - G*010101 (acoplamento fraco, somente por VAN DER VEN); A*32- G*010101 e
com -G*010102 (repulsao, por VAN DER VEN); A*32- G*010103 (acoplamento); A*32-
G*0103 e A*69 - G*010103 (acoplamento, por VAN DER VEN). Além disso, o
acoplamento A*30 -G*0105N ja foi descrito por SUAREZ et al., (1997) em espanhdis.
Algumas dessas combinagdes que puderam ser detectadas somente em um dos
trabalhos (ou de OBER, ou de VAN DER VEN) provavelmente se devem as diferengas
nas frequéncias alélicas nas populagdes em estudo. No presente estudo, devido ao
numero relativamente limitado de amostras, alguns alelos ndo foram encontrados em
freqUéncias significativas para averiguagado do desequilibrio de com outros alelos, ou
simplesmente ndao foram encontrados. Por isso, o desequilibrio ndo péde ser avaliado
para os alelos G*010103, G*010104, G*010105, G*010106, G*010107, G*010402 e
G*010403 (durante a realizagdo da analise dos resultados, ainda ndo haviam sido
descritos 0s novos alelos G*010109, G*010110 e G*0107). O mesmo ocorreu para

alguns alelos do locus HLA-A (por exemplo, A*15 e A*32).
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Na literatura, nao foi encontrado nenhum trabalho descrevendo desequilibrio de
ligacdo entre os alelos de HLA-B e HLA-G. Mesmo assim, neste estudo foram
calculados os valores de desequilibrio para alelos destes loci e observando-se as
seguintes combinagdes haplotipicas: B*07-G*0101A, B*08- G*01B; B*14- G*0103;
B*51- G*0101A, B*35- G*010108, B*40- G*010B, B*44- G*010401, B*57- G*010401;
B*14 - G*0103 e B*57- G*010108, todas em acoplamento, observadas nas amostras
paciente e/ou doador. Do mesmo modo que no locus A, ndo pbéde ser calculado o
desequilibrio para os alelos com baixa frequéncia ou ausentes (exemplos séo B*27 e
B*50). Novos estudos seriam necessarios para determinar se esses haplétipos citados
estdo em desequilibrio de ligagao ou se os resultados observados sao decorrentes de
um outro locus em desequilibrio com ambos.

Quanto ao desequilibrio em relacédo aos alelos dos loci HLA-G e HLA-DRB1, as
combinagdes haplotipicas relacionadas a seguir foram observadas: no grupo paciente,
DRB1*04- G*01B, DRB1*13- G*010401, DRB1*14- G*010108 e DRB1*15 -G*0103, em
acoplamento; e, no grupo doador, DRB1*03- G*0101A, em repulsdo e DRB1*03- G*01B
em acoplamento. O haplétipo DRB1*03 —-G*01B (G*010102 ou G*0106), também foi
descrito por HVIID e CHRISTIANSEN (2005). Estes detectaram certas combinagdes de
alelos nestes loci, investigando em uma amostra de mulheres com ARE e seus
respectivos maridos. Observaram desequilibrio de ligagdo significativo entre HLA-
DRB1*03, HLA-DRB3 e HLA-G*010102, em controles e pacientes. Os autores
sugeriram que os haplétipos descritos analisados em conjunto, se constituiriam em
fortes fatores de risco para o ARE, do que os alelos analisados independentemente.
Também observaram desequilibrio de ligagado (acoplamento) entre DRB1*03-G*010102,
DRB1*01- G*0103 e DRB1*09- G*010102, porém os autores alertam sobre a pouca
confiabilidade devido ao baixo numero de haplétipos contendo estes alelos. Logo,
necessitam-se mais estudos para corroborar os resultados encontrados no atual
trabalho.

A Tabela 25 mostra, em resumo, os haplétipos A-G, B-G e DRB1-G que foram

observados no presente estudo.
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TABELA 25 - HAPLOTIPOS HLA-A- HLA-G, HLA-B- HLA-G E HLA-DRB1 -HLA-G.

Haplétipo A-G Haplétipo B-G Haplétipo DRB1-G
N N N

P D P D P D
A*01- G*01B 1 0,36 | B*08- G*01B 0,57 057 | DRB1*04- G*01B 0,67 -
A*03- G*0101A 051 0,73 | B*14- G*0103 0,34 0,33 | DRB1*13- G*010401 0,26 -
A*23-G*010401 1 0,62 | B*51- G*0101A 0,60 -- | DRB1*14- G*010108 0,53 -
A*24- G*0101A -1 -1 | B*35-G*010108 0,28 -- | DRB1*15- G*0103 0,34 -
A*26 -G*01B 0,78 0,49 | B*40- G*010B 1 -- | DRB1*03- G*0101A - -1
A*31- G*0103 0,43 0,74 | B*44- G*010401 0,46 -- | DRB1*03- G*01B - 0,57
A*02- G*0101A 053 - | B*57- G*010401 0,60 --
A*33- G*0103 054 - | B*57- G*010108 -- 0,60
A*68 -G*01B 0,34 0,48 | B*07-G*0101A -- 0,70
A*29 - G*010108 0,34  --

N'= Coeficiente de desequilibrio de ligagdo A’; P= Grupo Paciente; D= Grupo Doador; Valores A’ positivos indicam haplétipos em
acoplamento, enquanto valores negativos indicam haplétipos em repulséo. “--“ indica que nao foi observada associagao no grupo

amostral.
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8. CONCLUSAO

A analise do polimorfismo do gene HLA-G (éxons 2 e 3) nas amostras de
pacientes renais e doadores, com e sem episédios de rejeigdo, permitiu chegar as

seguintes conclusoes:

- Individuos heterozigotos, com um alelo HLA-G possuindo uma substituigdo sinbnima
(HLA-G*0101A, HLA-G*01B, HLA-G*010103, HLA-G*010107 e HLA-G*010108) e o
outro alelo, uma substituicdo n&o-sinbnima (HLA-G*0103, HLA-G*010401, HLA-
G*010403 e HLA-G*0105N), tém maior chance de ocorréncia de episédios de rejei¢ao;

- Pacientes que possuem compatibilidade HLA-G (2M) com seu doador possuem menor
chance de ocorréncia de episddios de rejei¢ao;

- Foi observado desequilibrio de ligagao entre alelos HLA-A e HLA-G: A*03- G*0101A,
A*23- G*010401, A*26- G*01B (acoplamento), A*24- G*0101A (repulsdo maxima),
A*31-G*0103, A*02- G*0101A, A*29- G*010108 e A*33- G*0103 (acoplamento, em
pacientes), A*68- G*01B (acoplamento, em doadores).

- Foi observado desequilibrio entre HLA-B e HLA-G: B*08- G*01B, B*14- G*0103
(acoplamento), B*51- G*0101A, B*35- G*010108, B*40- G*010B, B*44- G*010401,
B*57- G*010401 (acoplamento, nos pacientes) e B*57- G*010108 (acoplamento, nos
doadores).

- Foi observado desequilibrio entre HLA-DRB1 e HLA-G: DRB1*04- G*01B, DRB1*13-
G*010401, DRB1*14- G*010108 e DRB1*15 -G*0103 (acoplamento, em pacientes),
DRB1*03- G*0101A (repulséo, doadores) e DRB1*03- G*01B (acoplamento, em

doadores).
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ANEXO 1- SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DOS ALELOS DE HLA-G.

Exon 1 Exon 1
Nuc. Pos. 30 60
Prot. Pos. -20 -10 -1
G*01010101 ATG GTG GTC ATG GCG CCC CGA ACC CTC TTC CTG CTG CTC TCG GGG GCC CTG ACC CTG ACC GAG ACC TGG GCG G
G*01010102 e
G*01010103 - -
G*01010104 -—

Exon 2

G*01010105 -— ——— - P - ——
G*01010201 -— -—— —-A e e mm e e e oo - —
G*01010202 ——— —m— ——— == —-A O -

6*010103 Nkk ke Rk Rk
6*010104 S e e e e e e e ek ek e e ke ke e e e e e e ek ke e ek
6*010105 Sk e ek ek e ke ke Kok ke ke Kk ke ek ek ke ek ok ke ke ke kok ok
6*010106 R e
6*010107 S e e e e e e e e e e ek ek e ek e ke e e ke e e e ek
6*010108 Sk ke ek ek ke ke e ke e e e ke e ek ek ko ok ek ke ek ek ke ke ek o

G*010109 P

G*010110 B T S Y T

G*0102 kk kkk ko kkk ok kA Akk kA Ak kkk Ak ARk kkk Ak Ak Rk ARk Ak kAR Ak ko ARk ARk kAR
G*0103 e o o e o e l l el el el dm e

G*010401 i i N i i e

6*010402 Sk e ek ek ke ke ek e e e e e ek ek ek ke ke ke kk ek e ke ek
6*010403 Sk e ek ek ke kk ek ke Kk ek e Kkk e ek ek ke ek Rk ke ke ke ke kok ok
G*0105N ot T oottt
6*0106 Sk e ek ek ke ke ek e e e e e ek ek ek ke k. ek ke ke e ke ek

6*0107 N

Nuc. Pos. 90 120 150
Prot. Pos. 10 20

G*01010101 TCC CAC TCC ATG AGG TAT TTC AGC GCC GCC GTG TCC CGG CCC GGC CGC GGG GAG CCC CGC TTC ATC GCC ATG GGC
G*01010102 T J—

G*01010103 e e e e e e e e e m m e ek el ol e el e oo
G*01010104 e mmm mmm mmm mmm mmm e e mmm mmm e e mmm mmm e e e e e e e e e e o
G*01010105 -

G*01010201 -— e e e e e e e e e e e
G*01010202 -— B e e e e e e e e e
G*010103 -— mm e mmm e e e e e o e e mm e e e oo
G*010104 -— e e e e e e e e e e e

G*010105 P

G*010106 el el

G*010107 -—

G*010108 P

G*010109 el el
G*010110 -—
G*0102 -—

G*0103 el el

G*010401 R i i et e

G*010402 -—

G*010403 R i i i i e T e

G*0105N O
G*0106 —
6*0107 et e dE LTI

Nuc. Pos. 180 210

Prot. Pos. 30 40 50
G*01010101 TAC GTG GAC GAC ACG CAG TTC GTG CGG TTC GAC AGC GAC TCG GCG TGT CCG AGG ATG GAG CCG CGG GCG CCG TGG
G*01010102 e e e e el el el el el o
G*01010103 —-—
G*01010104 -
G*01010105 e e e e el el el el el o
G*01010201 e mmm mmm mmm mmm mmm e e mmm mmm e e mmm mmm e e e e e e e e e e o
G*01010202 -

G*010103 e e e e el el el el el o

G*010104 P
G*010105 -—
G*010106 -—

G*010107 P

G*010108 el el

G*010109 -—

6*010110 S
G*0102 P
6*0103 — o Tom o el el S _
6*010401 —— S e e m m emm e e o _
G*010402 - e e e e e o e o -
6*010403 - e e e e e o e e e e -
G*0105N — S e e m m emm e e o _
G*0106 e e e e dd e d d e f e e e

G*0107 RV RV G U



Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

GGG CCG GAG TAT TGG GAA GAG GAG ACA CGG

Exon

90
CTG CGC GGC TAC TAC AAC CAG AGC GAG GCC

GAC GGA CGC CTC CTC CGC GGG TAT GAA CAG

AAG GCC CAC GCA CAG ACT GAC

70

O

360

ACC CTC CAG TGG ATG ATT GGC TGC

120
GGC AAG GAT TAC CTC GCC CTG




Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103

G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

CAG ATC

570

GAG TGG

510

AAG TGT GAG

TAC CTG GAG




Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Exon

88



Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106
G*0107

Nuc. Pos.
Prot. Pos.
G*01010101
G*01010102
G*01010103
G*01010104
G*01010105
G*01010201
G*01010202
G*010103
G*010104
G*010105
G*010106
G*010107
G*010108
G*010109
G*010110
G*0102
G*0103
G*010401
G*010402
G*010403
G*0105N
G*0106

G*0107

Obs: Os hifens (-) indicam a repeticdo da base da seqiiéncia

numeros sobre as sequéncias indicam o niumero do cédon.

*
*
*
* Ok X

*
*
*
*

consenso.

89

Os asteriscos (*) indicam posi¢des ndo sequenciadas. Os



ANEXO 2- TIPAGENS HLA-G DOS RECEPTORES E DOADORES

\ N°Tx \ Rejeicao \

337-02
338-02
339-02
340-03
341-03
342-03
343-03
344-03
345-03
346-03
347-03
348-03
349-03
350-03
351-03
352-03
353-03
354-03
355-03
356-03
357-03
358-03
359-03
360-03
361-03
362-03
363-03
364-03
365-03
366-03
367-03
368-03
369-03
370-03
371-03
372-03
373-03
374-03
375-03
376-03
378-03
379-03

NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
SIM
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

HLA-G Receptor

010401
0101A
0101A
0101A
010401
010103
0101A
0101A
n tipado
n tipado
010108
01B
01B
01B
0101A
0101A
0103
010108
01B
01B
0103
0101A
01B
010108
010104
01B
0101A
0101A
0101A
010108
0101A
01B
01B
0101A
0101A
0101A
0101A
0101A
0101A
0101A
0101A
010108

010401
010401
01B
01B
0105N
010108
01B
0101A
n tipado
n tipado
010401
010401
010401
010401
0103
01B
0103
010401
01B
010401
010401
01B
01B
0103
010401
0103
010401
01B
010108
010401
0103
010108
01B
0101A
010401
01B
0101A
0101A
0103
010108
01B
010401

HLA-G Doador

010108
0101A
01B
0101A
0103
0101A
01B
010108
01B
010108
0101A
0101A
0103
01B
0101A
0101A
0101A
01B
010108
0101A
0103
01B
01B
0103
010108
0101A
0101A
0101A
010401
010108
0101A
0101A
01B
01B
01B
0101A
01B
01B
0101A
0103
010108
010103

010401
010108
010108
0101A
0103
0103
010108
010401
010401
010401
010401
010401
0105N
0103
01B
01B
01B
010108
010401
0101A
0103
010108
01B
010401
010401
0103
0101A
0101A
010401
0103
0103
01B
010108
01B
010103
0101A
010108
010108
01B
0103
010401
010108
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380-04
383-04
384-04
385-04
386-04
387-04
388-04
389-04
390-04
391-04

NAO
NAO
SIM
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
SIM
SIM

indica pacientes com episédios de rejeicao

0103
0101A
01B
01B
01B
0103

f tipado
0101A
n tipado
n tipado

0103
0101A
010108
010108
010108
0103

f tipado
0101A
n tipado
n tipado

0101A
0101A
0101A
0101A
0101A
0101A
01B
01B
01B
01B

010108
010108
01B
0101A
0101A
0101A
0103
010108
01B
0103
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-

I TERMO DE ANUENCIA

Eu, ]

RG: _, autorizo a coleta de uma amostra de meu sangue para que

sejam feitos estudos relacionados ao transplante de 6rgdos e outros.

Declaro ter sido esclarecido sobre a importéncia deste estudo, sobre os objetivos desta

pesquisa. sobre a auséncia de contaminagdo e sobre a privacidade de meus dados

pessoais.

Curitiba, de de 20

(paciente)

(averiguador)
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NeTx:

PRONTUARIO Tx-RENAL

Nome do receptor:

(nome do doador):

Grau de Parentesco:

Sexo receptor:

Data nascimento receptor:

Peso: Kg
Tipo sangiiineo:
Doenga de base:

L

Transplante prévio:

Hemodialise (tempo):

Medicagdo pré-transplante:
Imunossupressdo:

Sexo do doador:
Data nascimento doador: __/_/

Episédio de rejeigio:

TIPAGEM HLA

HLA-A

HLA-B

HLA-DR

DR

Sorol.
Doador “

Mol

Sorol.

Receptor
Mol.

CROSS - MATCH

Data do soro LT

L.T.+DTT

L.T. + AGH

+DTT

L.T. + AGH

L. B:

L.B.+DTT
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