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RESUMO

O gene HLA-G faz parte do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
e encontra-se no cromossomo 6, na posicdo 6p21.3. Ele apresenta uma
distribuicdo tecidual restrita e possui funcdes relacionadas a supressdo da
resposta imune através da interagcdo da proteina HLA-G com receptores
inibitérios presentes nas células Natural Killer (NK) e linfécitos T. Um dos
principais papéis atribuidos a HLA-G tem sido a inducdo da tolerancia
imunolégica materna ao feto semi-alogénico no processo gestacional. Além
disso, em situagfes patoldgicas tais como, células neoplasicas, transformadas
ou infectadas por virus, sua expressao tem sido considerada uma estratégia,
ou mecanismo de escape ao sistema imune do hospedeiro.

O controle da expressao de HLA-G ocorre via elementos em cis presentes em
sua regiao promotora/reguladora quando interagem com fatores transcricionais
e proteinas ativadoras/inibidoras de reguladores (elementos de agédo trans) e
acontece tanto em nivel trascricional como traducional. Além disso, eventos
epigenéticos podem ocorrer em ambos 0s niveis. Epigenética envolve o estudo
de mudancgas na expressao génica sem que ocorram mudangas na sequéncia
de DNA. Os principais eventos epigenéticos sdo: a metilacdo das citosinas (C)
adjacentes as guaninas (G) na fita do DNA; modificacdes pos-traducionais da
cauda das histonas e, controle da expressao do gene por associacdo do RNAm
a microRNAs. O gene HLA-G esta sujeito a todas essas formas de controle da
expressdo génica de forma interativa. Neste trabalho ilustramos algumas
influéncias dos eventos epigenéticos na expressao do HLA-G e, mostramos
que variacdes nucleotidicas presentes nos alelos de HLA-G podem exercer
grande influéncia no controle da sua expressdo, quaisquer que sejam 0S
mecanismos atuantes.
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ABSTRACT

The HLA-G is part of the Major Histocompatibility Complex (MHC) and is
located on chromosome 6 at position 6p21.3. It presents a restricted tissue
distribution and has functions related to the suppression of the immune
response through the interaction of protein with HLA-G inhibitory receptors in
cells Natural Killer (NK) and T lymphocytes One of the main roles of the HLA-G
has been the induction of maternal immune tolerance to the semi-allogeneic
fetus in the gestation process. Moreover, in pathological conditions such as
cancer cells, transformed or infected by virus, it's expression has been
considered a strategy or mechanism to escape the host immune system.
The control of expression of HLA-G occurs via cis elements present in it's
promoter region / regulatory when they interact with transcriptional factors and
proteins activating / inhibitory controls (action elements trans) and occurs at
both translational and trascricional. Furthermore, epigenetic events can occur at
both levels. Epigenetics involves the study of changes in gene expression that
occur without changes in DNA sequence. The main epigenetic events are the
methylation of cytosine (C) adjacent to guanine (G) in the strand of DNA, post-
translational modifications of histone tails, and control of gene expression by
association of the mRNA microRNAs. The gene HLA-G is subject to all these
forms of control of gene expression interactively. In this paper we illustrate
some influences of epigenetic events in the expression of HLA-G and we show
that nucleotide variations present in the alleles of HLA-G may exert great
influence in controlling their expression, whatever the operating mechanisms.
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1. INTRODUCAO

O gene HLA-G faz parte do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex), situado no cromossomo 6,
na regido 6p21.3. E um gene de classe Ib, possui oito exons e sete introns e
seu transcrito primario pode sofrer processamento (splicing) alternativo e gerar
sete isoformas protéicas sendo quatro ligadas a membrana (HLA-G1, -G2, -G3
e -G4) e trés soluveis (HLA-G5, -G6 e —G7). Apresenta 45 alelos identificados
atualmente e, quando comparado com os genes HLA classicos, possui um
polimorfismo discreto.

Sua expressdo apresenta uma restricdo tecidual, estd presente em
trofoblastos, na interface materno-fetal; tecidos como o timo, cérnea, coragéo e
pulméo; além de ser encontrado em tumores malignos e estar relacionado a
doencas inflamatérias. Suas fun¢Bes incluem uma variedade de acgles
supressoras do sistema imune, como a capacidade de inibir a citotoxidade das
células NK e dos linfécitos T, além da resposta proliferativa dos linfocitos T. Na
placenta, a expressdo de HLA-G parece ser de crucial importancia para o
sucesso da simbiose materno-fetal e a tolerancia materna ao embrido; e sua
expressdo em tumores e doencgas auto-imunes indica um mecanismo de
escape da vigilancia imune desenvolvido nessas, e outras, patologias.

Os elementos reguladores em cis de controle da transcricdo do HLA-G
sdo bem conhecidos, este gene possui um intensificador A, a sequéncia
consenso interferon (ISRE) e o0 modulo SXY em sua regido promotora, esses
elementos formam um modulo ligante para proteinas que atuam na ativacdo da
transcricdo. No entanto a expressdo da molécula HLA-G ndo é explicada
apenas pela acdo desses elementos.

Epigenética € o ramo do conhecimento que tenta entender mecanismos e
mudancas que atuam sobre o DNA e que influenciam na expressao génica sem
ocorréncia de mudancas na sequéncia de nucleotideos. Ou seja, sdo eventos
gue envolvem mudancas fenotipicas, mas nao genotipicas.

A expressdo do gene HLA-G é controlada tanto no nivel transcricional
como traducional e ambas as formas de controle sédo influenciadas por eventos

epigenéticos. As variacfes nucleotidicas existentes no gene HLA-G podem agir
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na expressdo do mesmo por influenciar diretamente em mecanismos de

controle epigenéticos, estimulando ou reprimindo a expressao génica.

2. OBJETIVO GERAL

Buscar na literatura especifica 0s mecanismos epigenéticos ja descritos

gue influenciam no controle da expressao do gene HLA-G.

2.1. Obijetivo Especifico

Pesquisa in silico das ilhas de CpG presentes na regido promotora do
gene HLA-G que poderiam influenciar na sua expressao visando otimizar
futuros procedimentos e rotina laboratorial associados ao estudo do controle
epigenético de HLA-G (metilacdo, acetilacdo, miRNAS).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Epigenética

O termo epigenética foi inicialmente introduzido na década de 1940 por
Conrad Waddington para descrever “as interagfes dos genes com seu
ambiente, que resultam na expressdo do fenotipo” (MURRELL et al, 2005).
Uma definicdo atual de epigenética é: o estudo de mudangas na expressao
génica, mitbticas e/ou meibticas, herdaveis e que ndo podem ser explicadas
por mudancas na sequencia de DNA (BIRD, 2002).

Os trés principais mecanismos epigenéticos de controle da expressao
génica compreendem a modificagdo covalente do DNA e/ou das histonas
(FIGURA 1), e o controle da expressdo génica mediado por microRNAs
(miRNA) (MORRIS, 2005).
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FIGURA 1- ESQUEMA DAS PRINCIPAIS MODIFICACOES EPIGENETICAS.

Fonte: RODENHISER; MANN, 2006.

Nota: Em eucariotos, 146 pb de DNA genémico envolvem um octamero de histonas (composto
de duas copias das histonas H2A, H2B, H3 e H4) para formar a unidade basica da cromatina,
0s nucleossomos. A cromatina, por sua vez, € condensada para formar uma estrutura ainda
mais compacta, o cromossomo. As modificagcbes epigenéticas, embora herdaveis, sao
reversiveis, podem ocorrer ao nivel de DNA e/ou de histonas e afetam a organizacao da
cromatina, bem como a expresséo de genes.

3.1.1. ModificagOes covalentes das histonas

As modificagBes pos-traducionais das histonas incluem a acetilacao,
metilagéo, fosforilagcdo, poli-ADP ribosilagéo, ubiquitinizagéo, entre outros. Tais
alteracdes covalentes ocorrem nas extremidades amino-terminais destas
proteinas que emergem dos nucleossomos. Histonas modificadas por essas
alteracdes sao reconhecidas por complexos de remodelamento da cromatina
que as modificam, tornando-as acessiveis ou ndo aos fatores de transcri¢cdo
(FIGURA 2) (MATOUK ; MARSDEN, 2008).

N:—l2 Nil-h
e Ogy 17O
| [l | Il
ofc"“N/CH o/”c““wf
| i
H H


http://www.pdfdesk.com

RNA polymerase Il Transcrigéo produtiva

Auséncia de transcri¢céo -x

Cytosine DNA
methylation

FIGURA 2: MECANISMOS EPIGENETICOS IMPLICADOS NA ATIVACAO OU REPRESSAO
DA TRANSCRICAO GENICA.

Fonte: MATOUK; MARSDEN, 2008.

Nota: A figura superior (2A) mostra 0 DNA desmetilado (auséncia de esferas vermelhas), e as
modificagdes poés-traducionais das histonas que sdo: histona H3 com a lisina 4 metilada
(MeH3K4), histona H3 com a lisina 9 acetilada (AcH3K9) e histona 4 com a lisina 12 acetilada
(AcH4K12). Essas modificagbes proporcionam uma estrutura conformacional acessivel para a
RNA polimerase Il e transcrigcao ativa. A figura abaixo (2B) mostra a metilacao do DNA (esferas
vermelhas) interagindo com as proteinas MeCP2, auséncias das modificagBes das histonas
anteriormente descritas na figura 2A e metilagdo da histona 3 na lisina 9. Essas alteracdes
promovem a compactacgdo da cromatina e auséncia de transcri¢ao.

Dentre os processos de modificagdo das histonas o melhor caracterizado
€ o0 de acetilagdo/desacetilacdo, o qual é regulado pelas enzimas
acetiltransferases (HATs) e desacetilases (HDACs). As HATs catalisam a
adicdo do grupo acetil da molécula doadora acetil-coenzima A (acetil-CoA) aos
residuos de lisina das histonas, o0 que neutraliza a carga positiva das
extremidades destas proteinas, enfraquecendo as interacBes eletrostaticas
entre os nucleossomos, bem como entre as histonas e o DNA (WAGGONER,
2007; YOO e JONES, 2006; STERNER e BERGER, 2000). Dessa forma, a
cromatina adota uma configuragdo mais aberta e, consequentemente, torna-se
acessivel & maquinaria de transcrigdo celular (WAGGONER, 2007). Embora a
acetilagcdo das histonas promova uma descondensacédo parcial dos dominios

cromossbmicos, tal configuracdo apenas denota uma  regido

10
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transcricionalmente competente, sem estar, necessariamente, correlacionada
com a ativagcdo da transcricao per se (MATOUK e MARSDEN, 2008). As
HDACSs, por sua vez, desacetilam as histonas que, entéo, ligam-se fortemente
ao DNA, tornando a cromatina condensada e transcricionalmente inativa
(VERMA e SRIVASTAVA, 2002; YOO e JONES, 2006). Em funcédo de sua
acdo, as HATs séo consideradas co-ativadoras da transcrigdo, enquanto as
HDACs sao consideradas co-repressoras da transcricdo (ROUNTREE et al,
2001).

3.1.2. Modificagéo do DNA: metilagao

A metilacdo do DNA envolve a adi¢cao covalente do grupo metil (CHs), que
advém do doador S-adenosilmetionina, ao carbono 5’ da citosina, formando a
quinta base do DNA humano, a 5-metilcitosina, identificada em 1948 (SINGAL
e GINDER, 1999). As citosinas metiladas correspondem a 0,75-1% do total de
bases do DNA (WORM e GULDBERG, 2002).

Em geral, as citosinas adjacentes a uma guanina (no contexto 5° CG 3),
portanto, pertencentes aos dinucleotideos CpGs (a letra p entre as bases C e G
denota o grupo fosfato), sdo passiveis de serem metiladas (BIRD, 2002). A
maioria dos dinucleotideos CpGs foram progressivamente eliminados do
genoma de eucariotos superiores durante a evolucdo em fungcédo do processo
de deaminacdo espontanea que converte 5-metil-citosina em timina (T)
(SINGAL e GINDER, 1999; ANTEQUERA e BIRD, 1999). Grande parte dos
dinucleotideos CpGs remanescentes (cerca de 70% a 90%), que ndo estao
presentes em ilhas de CpGs, encontram-se metilados no homem e na maioria
dos vertebrados (SINGAL e GINDER, 1999; ANTEQUERA e BIRD, 1999;
WILSON et al, 2007). Os dinucleotideos sdo encontrados em maiores
concentragbes nas ilhas de CpG, as quais estdo geralmente presentes na
regido 5’UTR dos genes, especialmente no promotor e no primeiro exon. As
ilhas sdo regibes com cerca de 1 kb de tamanho, que ocorrem em média a
cada 100 kb e possuem frequencia de dinucleotideos CpG aproximadamente
10 vezes maior que o restante do genoma. Estas possuem uma razéo de CpG
para GpC de pelo menos 60% e ocorrem em mais da metade dos genes em

11
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humanos (SINGAL e GINDER, 1999; ANTEQUERA e BIRD, 1999; BIRD,
2002). Elas foram definidas em 1987 como regibées com mais de 200 pares de
bases que contenham pelo menos 50% de G+C e uma razdo entre o
observado e esperado igual ou superior a 0,6 (GARDINER-GARDEN e
FROMMER, 1987).

Tem sido proposto duas hipoteses para o papel evolucionario da
metilagdo. Em primeiro lugar, em virtude da quantidade de genes e o aumento
da complexidade biologica dos organismos ao longo da evolucéo, a eficiéncia
do controle transcricional teve que ser aprimorada. Ou seja, um possivel
mecanismo adicional deste controle seria desempenhado pela metilacdo do
DNA, que, permitiria aos vertebrados acumular e utilizar genes extras,
importantes para seu desenvolvimento (BIRD, 2002). A outra teoria admite que
a metilacdo poderia silenciar elementos genéticos parasiticos, como o genoma
de virus; e méveis, como 0s transposons, atuando como um mecanismo de
defesa celular contra DNAs estranhos (SINGAL e GINDER, 1999). A metilagéo
€ catalisada por um grupo de enzimas, denominadas de DNA metilases, ou
DNA metiltransferases (DNMTs). Dentre elas citam-se: DNMT1, DNMT2 e
DNMT3, com suas isoformas. A DNMT1 reconhece preferencialmente
substratos de DNA que se apresentam metilados em apenas uma fita (o que se
denomina de DNA hemi-metilado), possibilitando que, durante a replicagéo,
ocorra a propagacédo do padrao de metilacdo as fitas recém sintetizadas (BIRD,
2002; PRADHAN e ESTEVE, 2003). Assim, esta enzima garante a manutencéo
da metilacdo pos-replicacdo por produzir dinucleotideos CpGs simetricamente
metilados na dupla fita de DNA (TYCKO, 2000).

A DNMT2 possui um dominio catalitico sem atividade de DNMT em
humano e, consequentemente, ndo apresenta capacidade de metilagcédo
(YANG, 2001; ROBERTSON e JONES, 2000).

A DNMT3a e DNMT3b metilam com igual eficiéncia o DNA hemi-metilado
e ndo metilado, in vitro e in vivo, sao altamente expressas em células tronco-
embrionérias e, sdo encontrados em niveis relativamente baixos nos tecidos
somaticos adultos (YANG, 2001; ROBERTSON e JONES, 2000).

Estas enzimas atuam no processo de metilacdo de novo, adicionando
grupos metil em locais do DNA em que nao existe metilagdo, mesmo na fita
oposta (SINGHAL e THOMSON, 2004). O padrao de metilagdo resultante da

12


http://www.pdfdesk.com

acdo da DNMT3 é estabelecido durante a embriogénese (ROUNTREE et al,
2001).

Ao contrario das DNMTs, as desmetilases atuam ativamente promovendo
a desmetilacdo do DNA. A 5-metilcitosina glicosilase, por exemplo, remove a
citosina metilada do DNA e, através do mecanismo de reparo do DNA o
residuo de citosina ndo metilado € novamente adicionado (GROBAEK et al,
2007).).

A metilacdo do DNA esta vinculada ao mecanismo de silenciamento
génico. Geralmente, nas células normais, os dinucleotideos CpGs presentes
nas ilhas de CpG sao desmetilados e a maioria da metilagdo ocorre nos
dinucleotideos presentes em DNA né&o-codificante (SINGAL e GINDER, 1999).
Excecbes a esta regra envolvem 0s genes presentes no cromossomo X inativo
das mulheres, que possuem as ilhas de CpG metiladas;, e em genes
imprintados, em que apenas o alelo materno ou paterno é expresso (BIRD,
2002; ROBERTSON e JONES, 2000). A metilagdo da citosina pode afetar a
expressdo dos genes por impedir estericamente a ligacdo de fatores de
transcricdo a seus sitios de reconhecimento presentes na regido reguladora de
seus respectivos genes. A inativagdo génica também pode decorrer do
recrutamento de complexos contendo repressores transcricionais e HDACs ao
DNA metilado (SINGHAL e THOMSON, 2004). Tem sido verificado, inclusive,
que as DNMTs podem suprimir a atividade transcricional dos genes por
recrutar diretamente histonas desacetilases (ROUNTREE et al, 2001).

O padrdo de metilacdo em mamiferos € estabelecido no inicio do
desenvolvimento pelas DNMT3a e 3b, responsaveis por novas metilacdes, e é
copiado para células somaticas pela DNMT1, responsavel pela manutengdo da
metilacdo existente (BIRD, 2002; YOO e JONES, 2006). Apdés ocorrer a
fertilizac&o, inicia-se uma onda de desmetilagcdo durante a clivagem, seguido
pela metilacdo de novo do genoma principalmente apos a implantacdo do
blastocisto e, esse processo pode continuar lentamente durante o restante do
desenvolvimento (JAENISH e BIRD, 2003). Acredita-se que esse processo de
desmetilacdo-remetilacdo converte os padrbes de metilacdo especificos dos
gametas para os especificos de tecidos somaticos (BIRD, 2002). Assim, com a
diferenciacdo do embrioblasto, genes tecidos especificos sdo desmetilados de
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maneira tecido-especifica, enquanto 0s genes constitutivos permanecem
desmetilados (YANG et al, 2001; TURKER, 2002).

3.1.3. Controle da expressao mediado por RNA

MicroRNAs (miRNA) sdo RNAs pequenos, enddgenos e ndo codificantes,
com aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento que atuam na
regulacdo da expressdo génica atraves da interacdo com o RNA mensageiro
(RNAm). E importante diferenciar os termos RNA de interferéncia (SiRNA, do
inglés small interfering RNA), e microRNA: miRNAs sao sempre codificados a
partir do genoma; enquanto siRNA pode tanto ser enddégeno como exdégeno; no
entanto, ambos atuam regulando a expressao génica a partir de um RNA dupla
fita (dsRNA, do inglés double-stranded RNA) e s&o processados de formas
semelhantes. A sigla iIRNA, que também é lida como RNA de interferéncia
descreve o fendbmeno de silenciamento génico mediado tanto pelo sSiRNA como
pelo miRNA a partir de um dsRNA. Via de regra siRNA leva a degradacdo do
RNAmM e miRNA pode tanto levar a degradagéo, como apenas a inativagdo do
RNAm alvo (KETTING e PLASTERK, 2004). Acredita-se que >60% dos RNAmM
humanos sédo alvos de miRNAs, e atualmente ja foram identificados mais de
1000 genes codificando miRNAs em humanos (VOLINIA et al, 2009).

O miRNA é transcrito pela enzima RNA Polimerase Il, gerando um longo
MiRNA primario (pri-miRNA) que pode conter mais de um miRNA. No nucleo, a
enzima Drosha forma um complexo com a proteina ligadora de RNA dupla fita
DGCRS8 e o pri-miRNA é processado em um miRNA precursor de ~70 nt (pré-
miRNA) no formato de um grampo de cabelo (stem-loop, hairpin). Drosha é
uma RNase lll, essencial para o processamento de miRNAs capazes de serem
exportados do nucleo. O pré-miRNA é exportado para o citosol pelo complexo
Exportina 5 dependente de GTP. No citosol o pré-miRNA é processado pela
enzima Dicer gerando um RNA dupla fita (dsRNA) de aproximadamente 22
nucleotideos. Este RNA é incorporado ao complexo silenciador induzido por
RNA (RISC), neste complexo apenas uma fita do dsRNA é considerado o
MiRNA maduro e se liga ao RNAm alvo regulando a expresséo génica tanto em
nivel transcricional, traducional ou ambos. (KETTING e PLASTERK, 2004;
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HOWELL et al, 2009; MEOLA et al, 2009) (FIGURA 3). A fita restante do
dsRNA, que ndo foi incorporada ao complexo RISC é denominada miRNA* e é
degradada (MEOLA et al, 2009).

Pri-miRNA E
5 |
= |
1 /
Pre- mlRNAE
Nucleus
Cytoplasm n
Asymmetric RISC Some
assembly miRNA
/ RISC \‘ RISC
Ribosome \/\
rrrrm'rrrmr‘ Target |
mRNA |
RISC RISC RISC /
Represséao da transcricao Clivagem do RNAm

—

FIGURA 3: EVENTOS RESPONSAVEIS PELO PROCESSAMENTO E FORMACAO DE
microRNAs e siRNAs.

Fonte: He e Hannon, 2004

Nota: O microRNA é transcrito a partir do DNA, o microRNA primario é degradado pela enzima
Drosha em microRNA precursor, este é exportado para o citoplasma pela proteina Exportina 5,
processado pela enzima Dicer e incorporado no complexo protéico RISc, juntamente com o
RNAm, onde atuara reprimindo a transcricéo, ou degradando o RNAmM. O RNA de interferéncia
(siRNA) sofre 0 mesmo processamento, exceto que é inserido na célula na forma de RNA
dupla fita e ndo passa pela fase nuclear.

No centro do Complexo RISC esta a proteina Argonaute (Ago), em
Drosophila miRNA e siRNA adaptam-se respectivamente as proteinas Argol e
Argo2. Tomari em 2009 mostrou, em Drosophila, que o duplex miRNA/MiRNA*
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liga-se a Argol na forma de dupla fita; o carregamento de Argol-RISC é
dependente de ATP, no entanto o processamento na forma madura de Argol-
RISC nado requer nem ATP, nem a atividade cortadora da Argol (TOMARI,
20009).

MiRNAs se ligam aos seus sitios-alvo com complementariedade né&o
perfeita, geralmente na regido 3' UTR do RNAm. O principal fator responsavel
pelo reconhecimento do RNAm alvo pelo miRNA é a regido semente (seed
region) do miRNA que consiste em ~7 nt na regido 5 do miRNA e apresenta
pareamento perfeito com o RNAmM alvo (ROBINS et al, 2005; SETHUPATHY E
COLLINS, 2008; MEOLA et al, 2009).

Li et al. (2006) demonstraram que miIRNAs ndo sdo apenas fatores que
inativam a traducé&o. Eles planejaram quatro dsRNAs que ativaram a expressao
dos genes-alvo E-caderina, p21 e VEGF. A inducao da expressao de mRNA foi
rotineiramente detectavel entre 2 a 10 vezes mais que o normal, inclusive, a
linhagem celular de cancer de préstata DU-145, que expressa a proteina E-
caderina, mostrou aumento na expressao apos tratamento com os dsRNAs. A
linhagem celular HeLa n&o expressa a proteina E-caderina devido a metilacdo
do promotor desse gene, nessa linhagem a expressdo de E-caderina s6 foi
induzida por dsRNA ap@s tratamento com o agente desmetilante 5-azacitidina,
indicando que a metilacao pré-estabelecida do promotor impedia a ativacédo do
gene por dsRNA. O controle da expressao do gene E-caderina também foi
testado desenhando-se dsRNA cujo alvo correspondia a llhas de CpG desse
gene. O resultado foi o declinio da producdo da proteina correspondente,
mostrando que a ativacdo génica induzida por dsRNA € dependente da regido
alvo (LI et al, 2006).

3.2. MHC

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) foi primeiramente descrito em camundongos, no
ano de 1936, e recebeu esse nome por ter sido relacionado com o resultado de

transplantes realizados nesses animais. As primeiras moléculas foram
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descritas como antigenos polimérficos da superficie celular e eram codificadas
por um locus génico denominado H-2. Os produtos desse sistema génico
constituiriam a principal barreira imunologica 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 homodlogos, envolvidos na resposta imune de forma
semelhante, foram sendo descritos em varias espécies de mamiferos
(DUNHAM et al,1987)

O Complexo de Histocompatibilidade Humano (HLA, do inglés Human
Leucocyte Antigen) foi descoberto na década de 50, por Dausset, Payne e van
Rood quando, ao realizarem estudos sorolégicos em pacientes
politransfundidos, identificaram a presenca de anticorpos leucoaglutinantes. O
primeiro antigeno foi descrito por Dausset e denominado Mac (atual HLA-A2)
(LAMM e OLAISEN, 1985; BELL, 1989).

O sistema génico HLA encontra-se no cromossomo 6 na banda 6p21.31 e
abrange 4 megabases de extensdo. Essa regido possui diversos genes
associados ao sistema imune, sendo varios ndo pertencentes ao sistema HLA
(PARHAM, 2001). Essa regido do genoma, de acordo com a estrutura e fungéo
das proteinas codificadas a partir dos genes nela existentes, foi subdividida em
regidoes de classe |, Il e lll (FIGURA 4) (CHRISTIANSEN et al., 1994).

A regido de classe | codifica os seguintes genes: HLA-A, HLA-B e HLA-C;
conhecidos como HLA classicos, ou de classe la; e HLA-E, HLA-F e HLA-G;
conhecidos como HLA nao classicos ou de classe Ib. Os genes classicos
codificam para a cadeia & das moléculas HLA de classe | cuja estrutura se
completa com uma cadeia leve de a2-microglobulina, codificada por um gene
de mesmo nome localizado no cromossomo 15 e sdo expressos em todas as
células nucleadas. Os genes ndo classicos apresentam distribuicdo tecidual
restrita, sdo pouco polimoérficos e podem apresentar diferentes isoformas,
devido ao processamento alternativo do RNAmM. HLA-C, E e G sdo 0s Unicos
genes HLA expressos pelas células trofoblasticas na zona de contato entre a
mée e o feto (LEWIN, 2001; FAINARDI et al., 2003).
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FIGURA 4 — MAPA GENETICO SIMPLIFICADO DO CPH COM ENFASE NO SISTEMA HLA
(6p21.3)
Fonte: NEJM, 2004.

A regido de classe Il codifica para os genes HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP.
As moléculas codificadas por esses genes estdo presentes apenas em células
do sistema imune que atuam como células apresentadoras de antigenos
(APCs) tais como, células dendriticas, linfécitos B e macréfagos. Nesta regido
também se encontram os genes TAP1, TAP2 e LMP2, entre outros, que
codificam para produtos moleculares que nao fazem parte do grupo de
antigenos principais de histocompatibilidade (LEWIN, 2001).

A regido de Classe lll, localizada entre as regifes de classe | e Il contém
pelo menos 59 genes e possui a maior densidade génica das trés regides HLA.
Entretanto, ndo é conhecido se todos os genes identificados na Regiao Ill sdo
funcionais ou pseudogenes. Foram definidos genes que atuam no processo de
ativacdo do sistema complemento (Bf, C2, C4A, C4B) e genes da 21-
hidroxilase, TNF e LTA, que codificam as citocinas TNF-a e LT-4 (antigo TNF-
&) respectivamente, além de genes para susceptibilidade a doengcas como a
Doenca de Graves, Doenca de Crohn, entre outros (MATSUZAKA et al., 2001).
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A funcdo das proteinas HLA é apresentar peptideos estranhos aos
linfécitos T, participando da implementagdo da resposta imune.
Particularmente, as proteinas HLA participam da ativacdo de linfécitos T
(PARHAM, 2001).

3.3. HLA-G

HLA-G foi primeiramente descrito por GERAGHTY et al., em 1987 (HUNT
et al, 2000). Inicialmente acreditava-se que o HLA-G fosse polimérfico somente
em algumas populacbes (afro-americanas), mas posteriormente observou-se
que ele é polimérfico nas outras populagbes também (BAINBRIDGE et al,
2001).

HLA-G possui uma limitada distribuicdo tecidual (HVIID et al. 1997).
Inicialmente, foi detectado no fluido amniético 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, pulméao,
coracao e rim) e adultos, como na regido anterior do olho, pele, pulmao, rim,
ovario, colon, intestino, timo (sugerindo que o HLA-G possa participar da
“educacdo” das células T), além de células em tumores malignos e mondcitos
do sangue periférico e, recentemente, em inflamagfes musculares e culturas
de mioblastos (CAROSELLA et al,1996; CAROSELLA et al., 1998; LILA et al.,
2002; WIENDL et al., 2003).

3.3.1. O gene, a proteina e as isoformas do HLA-G

O gene HLA-G é composto por 8 exons, sete introns e uma regido 3’ nao
traduzida (3’ UTR) pertencente ao exon 8. O exon 1 codifica o peptidio sinal; os

exons 2, 3 e 4 codificam os dominios él, éz e é3 respectivamente; o exon 5

codifica a regido transmembrana; os exons 6, 7 e 8 codificam o dominio

citoplasmatico. O exon 6 apresenta um codon de término de leitura (UGA) que
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leva & producdo de uma proteina truncada com a perda de 19 residuos de
aminoacidos, que nas moléculas HLA classicas sdo altamente conservados.
Essa alteragdo na sequéncia nucleotidica do gene HLA-G, resulta na proteina
correspondente, a uma cauda citoplasmatica de apenas 6 aminoacidos,
enquanto nas moléculas de classe la essa cauda possui 30 aminoacidos.
(CAROSELLA et al, 1996; O'CALLAGHAN e BELL, 1998; CARROSELLA et
al., 1999 ; VAN DER VEM et al., 2000).

O HLA-G pode sofrer processamento alternativo de seu RNAmM, gerando
sete isoformas de proteinas distintas 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, B. et al., 2001).

mRMNAs encoding HLA-G isoforms
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FIGURA 5: ESQUEMA DA CONSTITUICAO DO GENE HLA-G E SUAS ISOFORMAS

Fonte: Adaptado de Sun, 2008.

Nota: Estrutura dos RNAm que codificam as diferentes isoformas do gene HLA-G (A). Estrutura
do gene HLA-G e dominios apresentados por cada isoforma (B).
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HLA-G-1 possui o0s trés dominios extracelulares, um dominio
transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta. O processamento
alternativo do mRNA de HLA-G e que resultou nas isoformas HLA-G2, -G3, e -
G4 e que exclui respectivamente o éxon 3, 0s éxon 3 e 4, ou 0 éxon 4 geram

isoformas que retém somente o dominio él para —G3, os dominios él e é3 para
—G2 e 0os dominios él e éz para —G4 unidos a regido transmembrana.

As formas soluveis HLA-G5 e HLA-G6 séo devidas a tradugéo do intron 4,
o qual contém um cédon de parada, impedindo a traducdo das sequéncias
transmembrana e citoplasmatica. Ja a isoforma sollvel HLA-G7 é decorrente
da retencdo do intron 2 ao RNAm, produzindo uma molécula com 117
aminoacidos que contém apenas o dominio al da molécula ligado a 2
aminoacidos no terminal carboxila codificado pelo intron 2 (PAUL et al., 2000).

As isoformas vinculadas a membrana atuam no local onde sdo expressas.
No entanto, as isoformas sollveis, como por exemplo, HLA-G5, podem exercer
suas funcdes em locais distantes de distribuicdo, através do sistema
circulatorio (ROUAS-FREISS et al., 2005).

3.3.2. HLA-G e a evasao da resposta imune

Alguns tecidos e tipos celulares expressam HLA-G na tentativa de
subverter a resposta imune que favoreca o escape imunoldgico e o ataque
mediado por células Natural Killer (NK) e linfécitos T citotoxicos, sendo que o
grau de expressdo da molécula varia de acordo com o tecido (ROUAS-
FREISS, N. et al., 2005)

Esta inibicdo ocorre através da ligagcdo direta entre epitopos presentes na
molécula HLA-G e receptores inibitérios referidos como Transcritos
Semelhantes a Imunoglobulina-ILTs (Immunoglobulin-Like Trascrip), ILT-2
(LILRB1/CD85j), ILT-4 (LILRB2/CD85d) e também ao receptor KIR2DL4
(CD158d) (Killer-cell immmunoglobulin-like receptor, 2 domains, long cytoplasmic
tail, 4) (CAROSELLA et al., 2003; LE MAOULT et al., 2005), ambos receptores
especificos para HLA-G (SHIROISHI et al., 2003).
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A presenca das isoformas protéicas de HLA-G1 e de HLA-G5 séo
capazes de induzir o aumento da expressao de seus proprios receptores, ILT2
e ILT4 na APC, ILT2 e KIR2DL4 em células NK, e ILT2 e KIR2DL4 em linfécitos
T CD4+, mas nao em linfocitos T CD8+ (LE MAOULT et al., 2005). Estes dados
mostram que a molécula HLA-G é capaz de alterar o equilibrio do balango de
sinais de inibicdo versus estimulo, favorecendo assim a inibicdo de sinais, e
aumentando os limiares de ativacdo para estas células (ROUAS-FREISS et al.,
2007).

A proteina HLA-G parece estar envolvida na inducdo e manutencdo da
tolerancia entre a mae e o feto semi-alogénico, na interface fetoplacentéria, e
parece ser importante inclusive na implantacdo do embrido (FUZZI et al. 2002).
Sua expressao aberrante foi reportada nos casos de abortos espontaneos
recorrentes. Ele também pode ser expresso nas células tumorais ou nos
exossomas derivados do tumor, tanto na sua forma soluvel como ligado a
membrana (RITEAU et al.,, 2003; ROUAS-FREISS et al.,, 2005). Essa
expressdo de HLA-G por células malignas pode impedir a rejeicdo imune ao
tumor. Donaghy et al. verificaram que os niveis de HLA-G soluvel sdo maiores
em individuos portadores do HIV, indicando que a indugcdo da expressédo da
molécula de HLA-G por células infectadas por virus pode ser um mecanismo
adicional que o ajude a subverter as defesas do hospedeiro (DONAGHY et al.,
2007). A presenca de HLA-G também ja foi observada em algumas doencas
auto-imunes e inflamatorias, mostrando que a molécula pode contribuir para a
diminuicdo da antigenicidade das células envolvidas nestas patologias
(WIENDL et al., 2005; DIEPSTRA et al., 2008).

Varias citocinas podem induzir a expressédo de HLA-G, tais como GM-CSF
(fator estimulante de colbénia de granuldcitos-macréfagos), interleucina (IL)- 10,
IFNs (Interferons), e LIF (fator inibitério de leucdcitos) (CAROSELLA et al.,
2003; ROUAS-FREISS et al., 2007). Tanto IFN-& como IFN-&, parecem reforgar
a expressao de HLA-G na superficie celular in vitro e mais recentemente in vivo
(CAROSELLA et al., 2003; MITSDOERFFER et al. 2005). Esta mudanca
fenotipica pode conferir imunoprotecdo as células tumorais, facilitando a
propagacédo tumoral no hospedeiro. Assim sendo, a administragcdo de IFNs
para imunoterapia de doengas malignas apresenta um potencial efeito colateral

22


http://www.pdfdesk.com

para o aumento da regulacdo positiva da expressdo de HLA-G no local do
tumor (ROUAS-FREISS et al., 2007; CAROSELLA et al., 2008).

3.3.3. Mecanismos de controle da expressédo do HLA-G

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 6). O intensificador A, o ISRE e o0 médulo SXY localizam-se na
regido promotora do gene e formam um modulo de inducdo com sitios ligantes
para membros da familia NF-éB p50, p65 e c-Rel, IRF1 e IRF2, ISF1 e ISF2, e
Sp1l (fator transcricional das rotas de transativacao constitutiva e induzida por
citocinas). O modulo SXY é composto por sequéncias S, X (compreendendo 0s
meio-sitios Xl e XZ) e Y ligadas cooperativamente por complexos de

multiproteinas reguladoras da transcricdo (RFX, CREB/ATF e NFY). Em HLA-

G, este médulo SXY possui sequéncias S e Xl homologas ao HLA de classe |,
mas sequéncias Y e X2 divergentes. Como este segundo bloco é muito

importante para maior formacdo da ordem do complexo no modulo SXY e para
a transativacao induzida por CIITA (transativador de classe 1), o HLA-G néo é
induzido por CIITA nem RFX5 (CAROSELLA et al, 1996; GOBIN E VAN DEN
ELSEN, 2000; ROUSSEAU et al., 2004).

Em HLA-G, os dois sitios éB do intensificador A (éB1 e éB2) apresentam
afinidade somente para a subunidade p50 do NF-€B (fator transcricional éB), o
que ndo é suficiente para ativar a transcricdo, pois ndo ha ligacdo em niveis
significantes com outras por¢cdes do NF-6B que possuam propriedades
transativadoras. Em adig&o, o sitio éB2 do HLA-G também se liga ao Sp1(Fator
transcricional mediador das rotas de transativagcéo constitutivas e induzidas por
citocinas). A regido de supressdao do intensificador A, a qual tipicamente
contém o ISRE em promotores de MHC de classe | classicos , p.ex. HLA-B
(FIGURA 7B), aparentemente esta parcialmente ausente em HLA-G. Esta
regido (a porgcédo 3’ do sitio éB1 e as sequéncias supressoras) ndo apresenta
qualquer afinidade de ligacdo com proteinas da familia de fatores

transcricionais IRF (fator regulador de interferon), mas contém um outro sitio de
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ligacdo com Spl. Entretanto, este elemento ndo pode mediar a expressao de
HLA-G induzida por IFN-& Nenhum outro sitio de ligacdo para o IRF ou STAT1
(tradutor de sinal e ativador da transcricdo) foi identificado nesta regido
promotora de 220 pb, o que demonstra a ndo-responsividade do HLA-G ao
IFN-a (FIGURA 7) (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

O controle da expressdao de HLA-G por mecanismos epigenéticos é

confirmado, no entanto este ponto sera discutido em um topico separadamente.

Intensificador A modulo SXY
— — — I-—E
xB2 kKBl I5RE 5 ¥l A2 Y
CONSENSUS NGGGANNYYCC  NGGGAMNYYCC  AGTTTCHMMTTTC GRACCYY CCYRGMRACWSATGASKCR — ATTGG
HLA-E AAGAACTGLTG  TGGGAMACTET  AGTTTCCCGTTC TAACCTG CCTGGATACTCATGACGCA  AATGG
HLA-F TTIGGAAGGCTC  GAGAATTCCCC  AGTTTCTCTTTC CAACCCG CCTGGATACTCATAACGLG ATTGG
HLA-G GGGGAGGLCLC  GGGGATTCTCT  ----CCTCCTTC TAACCTG CCTGGATACTCACCGGGOG ATTAG

FIGURA 6: A ESTRUTURA DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES HLA-NAO CLASSICOS
(HLA-E, HLA-F, E HLA-G).

Fonte: GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000

Nota: A seqliéncia de nucleotideos dos elementos reguladores conservados dos mdédulos de
inducéo e SXY dos promotores de HLA-E, HLA-F, e HLA-G. Seqliéncias Consenso dos sitios B
e ISRE, e dos blocos S, X1X2, e Y sdo mostrados em comparacao
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FIGURA 7: REGULACAO TRANSCRICIONAL DE HLA-E, HLA-F, E HLA-G

Fonte: GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000.

Nota: A)Representacdo esquematica dos elementos reguladores e proteinas ligantes dos sitios
promotores de HLA-E, HLA-F, e HLA-G. Os mddulos conservados sdo os mdédulos de indugdo
contendo sitios ligantes para NF-B, Spl,e IRF1. O modulo SXY consiste dos blocos S, X1, X2,
e Y que formam a regido de ligacdo para o complexo de multiproteinas consistindo de RFX,
CREB/ATF, e NFY os quais mediam a transativagao induzida por CIITA

B) Representacdo esquematica dos elementos reguladores e proteinas ligantes dos sitios
promotores de HLA-E, HLA-F, e HLA-G e sua comparagdo com o promotor de HLA-B.

3.3.4. Polimorfismos do gene HLA-G

Atualmente 45 alelos para o HLA-G s&o reconhecidos pelo Anthony Nolan
Research Institute (http://hla.alleles.org/alleles/class1.html).

A populagéo brasileira representa uma das mais heterogéneas do mundo,
resultado de cinco séculos de mistura étnica entre europeus, africanos e

nativos indigenas, principalmente. Por essa razdo, essa populacdo apresenta a
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maior variabilidade de HLA-G ja detectada (CASTELLI et al, 2009) até a
presente data.

Os alelos sdo nominados através de uma combinacdo de letras e nUmeros
gue informam o sistema génico (HLA), o locus (G) seguido de digitos que
informam o grupo alélico ou equivalente sorolégico (2 digitos), o alelo (4
digitos), natureza da substituicdo sinénima/ndo sindnima (6 digitos) e
localizacdo em exons/ introns e/ou regifes reguladoras (8 digitos) na sequencia
de DNA do gene HLA-G.

Dessa forma, referéncias sobre HLA-G com quatro digitos identificam alelos
que diferem em uma ou mais substituicbes nucleotidicas que mudam a
sequencia de aminoacidos da proteina codificada. O quinto e sexto digitos séo
usados para diferenciar alelos que diferem por substituicdes silenciosas (que
codificam a mesma proteina). O sétimo e oitavo digitos sdo utilizados para
diferenciar alelos que diferem por polimorfismos em introns ou nas regifes 5’ e
3’ UTR. Alelos nulos, que ndo expressam a proteina, recebem o sufixo N
(http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html). A tabela 1 representa alelos
diferentes, baseados em sua sequencia de DNA, e expde as diferencas
correspondentes:
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TABELA 1: NOMENCLATURA DOS GENES HLA BASEADA EM MUDANCAS
NA SUA SEQUENCIA DE DNA.

N

HLA A regido HLA e prefixo para um gene HLA
HLA-DRB1 Um I6cus em particular, neste caso DRB1
HLA-DRB1*13 Um grupo de alelos que codifica o grupo alélico ou

antigeno DR13

HLA-DRB1*1301 Um alelo HLA especifico

HLA-DRB1*1301N Um alelo nulo

HLA-DRB1*130102 | Um alelo que difere por uma mutacéo silenciosa

HLA-DRB1*13010102 Um alelo que contém uma mutacdo fora da regido

codificadora
Fonte: Adaptado de http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html

O Comite da OMS de Nomenclatura para fatores do Sistema HLA, durante
0 15° International Histocompatibility and Immunogenetics Workshop, em
Buzios discutiu sobre problemas referentes a nomenclatura dos genes HLA em
vista do grande numero de alelos ja descritos, um novo modelo foi proposto e
entrara em vigor, oficialmente, em abril de 2010
(http://hla.alleles.org/nomenclature/nomenclature_2009.html).

Apesar de uma menor variagdo nucleotidica observada na regido
codificadora desse gene, um alto grau de variacao € observado tanto na regiao
promotora, como na regido 3’ UTR, ambas podendo influenciar nos niveis de
expressdo de HLA-G (CASTELLI et al, 2009).

Em 1991 Harrison et al. descreveram a existéncia de um polimorfismo de
14 pb (5-ATTTGTTCATGCCT-3’) no exon 8 do gene HLA-G (HARRISON et
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al, 1991). A presenca da delecédo do fragmento de 14pb exerce influéncia na
estabilidade do RNAmM de HLA-G. Segundo ROUSSEAU et al. (2004), a
delecdo e a presenca da sequéncia e 14pb estdo presentes em
aproximadamente 58% e 42%,respectivamente, da populagdo caucasiana.
Segundo os mesmos autores, tal polimorfismo poderia ter consequéncias
funcionais, estando associado a baixos niveis de transcrito de HLA-G. O grupo
de ROUSSEAU observou que alelos HLA-G que apresentavam a sequéncia de
14pb (exon 8) sofriam um processamento alternativo (splicing) que removia 0s
primeiros 92pb do exon 8, o que conferia uma maior estabilidade ao transcrito
(ROUSSEAU et al, 2004). No entanto, alelos do HLA-G contendo esta
sequencia foram associados com baixa produgédo de mRNA para a maioria das
isoformas, tanto solUveis como de membrana em amostras de trofoblastos, o
que influencia na funcdo de HLA-G e, talvez, em certas complicacoes
gestacionais (CRISPIM et al, 2007). Possiveis explicacbes para essa

discordancia de resultados seréa discutido adiante (ver Epigenética e HLA-G).

3.3.5. Epigenética e HLA-G

O estudo de eventos epigenéticos no MHC é importante por alguns
motivos: o MHC tem sido associado a um maior numero de doengas do que
qualquer outra regido do genoma humano, e tais estudos sdo de grande
interesse medico; é a regido mais polimorfica no genoma, portanto tais estudos
podem esclarecer o efeito de ganho ou perda de dinucleotideos CpG gragas
aos SNPs (RAKYAN et al, 2004), além desses polimorfismos influenciarem na
ligacdo de miRNAs que influenciam na expresséo génica.

Ao contrario de outras moléculas de HLA, a expressdao de HLA-G é
apenas parcialmente entendida (MENENDEZ et al, 2008), no entanto é
conhecido que sua regulacdo ocorre tanto em nivel transcricional como
traducional (SELIGER e SCHLAF, 2007).

Moreau e colaboradores, em 2003, mostraram que a expressao do gene
HLA-G pode ser controlada epigenéticamente. Das sete linhagens celulares
estudadas por eles, caracterizadas pela ndo expressao da proteina HLA-G,
todas passaram a expressar o RNAm para diferentes isoformas de HLA-G apds
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o tratamento com o agente desmetilante 5-aza-dC, sendo que apenas 4 delas
passaram a expressar a proteina. Esses resultados sdo sugestivos de que o
controle da expressao de HLA-G ocorre tanto em nivel transcricional como poés-
transcricional, e que a metilacdo do promotor ndo seria o Unico mecanismo de
controle da expressdo (MOREAU et al, 2003). A expressdo de HLA-G apés
tratamento com agentes desmetilantes foi confirmada em diversos outros
estudos (CHANG et al, 2003; YAN et al, 2005; DUNKER et al, 2008).

Na regido promotora do gene HLA-G, mais precisamente entre o sitio de
inicio de transcricdo (ATG) e 450 pb a montante do mesmo existem 19 CpGs.
A analise do perfil de metilacdo dessa regido estudado em linhagens celulares
de melanoma, coriocarcinoma e cancer ovariano mostra correlagdo entre o
grau de metilacdo da regidao promotora e a atividade transcricional do HLA-G,
onde o alto grau de metilagdo € associado com auséncia de expressao
(MOUILLOT et al, 2005; MENENDEZ et al, 2008).

Em amostras tumorais ovarianas, a analise dessa mesma regido de 450
pb mostrou que na regido compreendendo os nucleotideos -8 ao -188, que
abrange os sitios reguladores de acao cis do HLA-G, os CpGs encontravam-se
normalmente ndo metilados, indicando que a hipometilagdo desses sitios
atuaria de forma a potencializar a expressao de HLA-G. Em contraste, a regiao
correspondente a um Elemento Responsivo para Hipoxia (HRE) (-211 a -290),
ligante da proteina HIF-1, manteve-se metilada mesmo apods a influéncia de
agentes desmetilantes. Isso sugere que a metilacdo pode agir como um
repressor da ligacdo da proteina HIF-1 que agiria como repressora de em
alguns tipos de cancer (MENENDEZ et al, 2008).

Holling et al. (2009) recentemente mostraram que o perfil de metilacao de
uma porcao da regiao promotora das linhagens celulares de trofoblastos JEG3
e JAR que, respectivamente, expressa e nao expressa HLA-G, nédo diferiu,
ambas mostrando-se intensamente metiladas. No entanto, ao examinar o nivel
de acetilagédo da histonas H3 e H4, observaram que a linhagem celular JEGS3,
que expressa a molécula HLA-G, apresentava alto grau de acetilacdo nas
histonas da regido promotora; em contraste, a linhagem JAR apresentou baixo
nivel de acetilacdo. Esses dados sugerem que a metilacdo do DNA nédo é o
unico fator responsavel pela repressdo da expressao génica de HLA-G, mas
que as modificagBes pos-traducionais das histonas podem ser um fator chave
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na expressao desse gene (HOLLING et al, 2009). Em contraste, Chang et al.
(2003), mostraram que, tanto os agente desmetilante 5-aza-dC como o agente
inibidor de desacetilase Tricostatin A (TSA) foram capazes de induzir a
transcricdo do RNAmM de HLA-G em uma linhagem celular de melanoma que
nao expressava a molécula, porém a proteina s6 foi detectada em células
tratadas apenas com 5-aza-dC (CHANG et al, 2003). Isto demonstra que a
interacdo desses dois fatores epigenéticos e seus efeitos ndo € totalmente
entendida, sugerindo a agcao de outros fatores na regulagéo.

Considerando que o reconhecimento da placenta pelo sistema imune
materno seria altamente influenciado pelo genétipo do HLA-G, surgiram
davidas se este ndo seria um gene que sofre imprinting. Hiby et al. descartaram
a possibilidade do imprinting genémico ocorrer ao identificarem a presenca do
genotipo heterozigoto para o gene HLA-G na placenta de maes homozigotas
(HIBY et al, 1999).

O SNP -725C/G foi associado com aborto recorrente em casais onde tanto
o homem como a mulher apresentavam o genotipo -725G. Esse SNP encontra-
se ~10 pb de distancia a 3' do Fator Regulatério de Interferon 1 (IRF1) e a
mudanca de C para G nesse SNP gera um dinucleotidio CpG com as bases
-726 e -725, esse dinucleotidio encontra-se metilado no genétipo -725G e
esses apontamentos levaram a suposi¢cao de que isso influenciaria na ligagéo
do fator de transcricdo e assim poderia regular a expressédo génica (OBER et
al, 2003).

Em 2005, Nicolae et al. identificaram o gene HLA-G como um gene de
suscetibilidade a asma e mostraram associacdo entre o gendétipo GG no SNP
-964G/A em criancas apresentando o quadro de asma, cujas maes
apresentavam o mesmo quadro. O gendtipo AA foi associado a criangas
asmaticas cujas maes ndo apresentavam o quadro da doenca (NICOLAE et al,
2005). O SNP -964G/A encontra-se em alto desequilibrio de ligacdo (LD) com o
SNP +3142C/G, e, em 2007, o0 mesmo grupo de pesquisadores identificou que
o alelo +3142G estaria envolvido na regulagcédo negativa da expressao de HLA-
G, influenciando no pareamento estavel com trés miRNAs: miR-148a, miR-
148b e miR-1521. O gendtipo GG do SNP +3142C/G foi descrito como tendo

um efeito protetor contra a asma, em criancas filhas de mdes asmaticas
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(provavel gendtipo -964G), uma vez que a asma maternal apresenta o principal
fator de risco para este quadro em criancas (TAN et al, 2007).

O SNP +3142C/G também se encontra em forte LD com o polimorfismo
de 14 pb presente no exon 8 do gene HLA-G (TAN et al, 2007). O genotipo
+14 pb foi associado com a produgcdo de um RNAmM mais estavel, devido a um
processamento onde sao removidos 0s primeiros 92 nucleotideos do exon 8.
No entanto, comparando-se a expressao génica dos alelos +14 pb (Ins) e -14
pb (Del) , associou-se a baixa producéo de HLA-G soltvel com a presenca da
insercdo de 14 pb. Inclusive, o gendtipo homozigoto +14 pb foi associado com
abortos recorrentes e falha na fertilizagdo in vitro. Para explicar essa
discrepancia do esperado, Veit e Chies (2009) discutem que o SNP +3142C/G
teria um papel maior no controle da expressao génica que o polimorfismo de 14
pb, uma vez que de nada adiantaria a presenca de um fator que garante
estabilidade do transcrito, se o0 mesmo apresenta um sitio de ligacdo para
mMiRNAs regulatorios (VEIT e CHIES, 2009).

Considerando os polimorfismos existentes na regidao 3' UTR do HLA-G,
Castelli et al. (2009) analisaram oito sitios polimérficos dessa regido e
identificaram 11 haplétipos diferentes em um populacdo brasileira. Os sitios
analisados foram: +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T, +3142 C/G,
+3187 A/G, +3196 C/G, além do polimorfismo de 14 pb. Os autores
identificaram uma série de mMiIRNAs com afinidade pelos haplétipos
identificados, mostrando que poderiam agir na regulagdo do gene HLA-G. Os
autores discutem que varios dos miRNA identificados pareiam com a insercao
de 14 pb, podendo ser responséaveis pela baixa producdo de proteina em alelos
que apresentam a insercado; também apontam o fato que parte dos transcritos
de HLA-G que apresentam a insercao sofrem o processamento onde sé&o
removidos os primeiros 92 nucleotideos do exon 8 e, juntamente com esse
fragmento de RNAm, séo extraidos os SNPs +3003 T/C e +3010 C/G, além da
insercdo de 14 pb, diminuindo a possibilidade de ligacdo de miRNAs com
pareamento especifico nessa regido e assim poderia explicar o porque de
transcritos menores serem mais estaveis (CASTELLI et al, 2009).

Sdo0 muitas as evidéncias de que diversos mecanismos epigenéticos

atuam na regulacdo do gene HLA-G de forma interativa, evidenciando a
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complexidade por tras dos mecanismos responsaveis pela expressdo bem

sucedida da molécula de HLA-G e suas isoformas.

4. METODOLOGIA

4.1. Ildentificacao das llhas de CpG do gene HLA-G

A fim de identificar com precisao as llhas de CpG presentes na regiao
promotora do gene HLA-G que poderiam influenciar na sua expresséao,
dependendo do padrao de metilagdo que se encontram, realizamos uma
pesquisa in silico.

A localizacdo do gene HLA-G no genoma humano foi realizada através do
site Unigene (http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=unigene) e coletada
a sequencia de RNAmM a partir da sequencia referéncia NM_002127.4. Ao
seguir este link foi escolhido novamente e apareceram todas as informacdes
sobre esse gene, inclusive a sequencia. Para coletar a sequencia do gene foi
escolhido o modo FASTA na janela Display. A sequencia do RNAmM do gene
HLA-G foi entdo colada na janela principal do site Blat Search Genome
(http://genome.ucsc.edu). Depois da submisséo da sequencia foi escolhida a
opcdo browser onde aparece o cromossomo e todas as informacgles ja
existentes sobre o gene. Nessa janela escolhe-se CpG islands full (no item
regulation). Aparecem destacadas em verde, abaixo da sequencia génica, se
existirem, as ilhas de CpG do gene. Clicando nesse quadrado tem-se a opgéo
de solicitar a sequencia de DNA. Optamos por 1,5 kb a montante e 1 kb a
jusante da regido TSS. Foi gerada uma sequencia de 3541 pb. Com esta
sequéncia, a presenca de ilhas de CpG foi verificada através da ferramenta
CpGplot disponivel na pagina do grupo European Bioinformatics Institute
(http:/lwww.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot). Este programa mostra as ilhas de CpG
seguindo o0s parametros estipulados por Gardiner-Garden e Fromer
(GARDINER-GARDEN e FROMMER, 1987) que define uma llha de CpG como
uma sequencia 200 pb de DNA com 50% de C+G e do que 0,6 de CpG
observados/ CpG esperados. Foram identificadas duas regides ou 2 ilhas de
CpG pela analise desse programa (ver posteriormente nos resultados).
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A sequéncia de 3541 pb obtida no site Blat Search Genome, também foi
submetida a analise no programa MethPrimer
(http:/www.urogene.org/methprimer/index1.html). Este programa planeja
primers para sequencias modificadas com Bissulfito de Soédio, agente que
promove a deaminacdo de citosinas (C) ndo metiladas transformando-as em
uracila (U) (que apods a reacdo de PCR sao convertidas em timinas (T)),
mantendo as citosinas metiladas como citosinas jA& que o grupamento metil
protege contra a primeira etapa da reacdo de deaminagéo (JERONIMO et al,
2001). A identificacéo de ilhas de CpG por esse programa segue 0S mesmos
critérios designados por Gardiner-Garden e Fromer com excecdo de apenas
um: as ilhas sdo consideradas como uma sequencia 100 pb. Foram
identificadas trés regides ou 3 ilhas de CpG pela analise desse programa,
sendo duas delas as mesmas ilhas identificadas pelo programa CpGplot (ver

posteriormente nos resultados).

5. RESULTADOS

5.1. Analise In Silico do gene HLA-G

Para analisar a existéncia de ilhas de CpG na regido promotora do gene
HLA-G, utilizamos duas ferramentas disponiveis na internet (ver
METODOLOGIA) (foram avaliados 1,5 kb & jusante e 1 kb & montante do inicio
da transcricao do gene). Uma sequencia contendo 3541 pb foi obtida e foram
identificadas duas ilhas de CpG, como mostrado na FIGURA 8, pela andlise do
programa CpGPlot, exposto em formato de grafico. Estes dados foram obtidos
de acordo com o estipulado por Gardiner e Fromer em 1987. O grafico superior
(A) mostra a razdo entre o numero observado e o esperado de dinucleotideos
CpG. Este numero é dado pela férmula:

Esperado = __(numero de citosinas x numero de guaninas)

Comprimento da ilha
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No grafico (B) esta exposto em percentagem, o contetdo de guaninas +
citosinas. E, no ultimo gréfico (C), estdo representadas as ilhas de CpG
pertencentes a regido avaliada. O programa CpGPlot (European
Bioinformatics Institute ) define como ilha de CpG a regido com mais de 200
pares de bases que contenham pelo menos 50% de G+C e uma razéo entre o
observado e esperado igual ou superior a 0,6 (GARDINER-GARDEN e
FROMMER, 1987)
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FIGURA 8: RESULTADO OBTIDO PELO PROGRAMA CpGPLOT .

Fonte: CpGPLOT.

Nota: (A) Representa a razdo entre o Observado/Esperado da frequéncia de dinucleotideos
CG; (B) mostra a percentagem de CG na regido analisada; e (C) denota a localizagéo das ilhas
de CpG dentro da regido avaliada.

Os graficos sdo representativos das ilhas de CpG presentes na regido promotora (1,5 kb a
montante e 1 kb a jusante da regido 5 TSS) do gene HLA-G. No terceiro grafico podemos
observar a presenca das duas ilhas na regido avaliada.

As duas ilhas identificadas encontram-se em uma regido de 810 pb
dentro da sequencia de DNA de 3541 pb. A ilha 1 estd localizada nos
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nucleotideos +74 ao +435, contendo 40 dinucleotideos CpG, ela abrange todo
o intron 1 e quase todo o exon 2; a ilha 2 esta localizada nos nucleotideos +465
ao +884, contendo 36 dinucleotideos, abrange os ultimos oito nucleotideos do
exon 2, o intron 2 inteiro e grande parte do exon 3.

A andlise pelo programa MethPrimer identificou 3 ilhas, duas sendo as
mesmas ja descritas, e uma localizada nos nucleotideos -121 ao +39, contendo
10 dinucleotideos CpG, abrangendo a regido promotora € o primeiro exon.
Essas trés ilhas abrangem um regido de 1005 pb e estéo ilustradas na FIGURA
9 obtida da analise do programa MethPrimer.
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FIGURA 9: RESULTADO OBTIDO PELO PROGRAMA MethPrimer

Fonte: MethPrimer

Nota: O gréfico ilustra a percentagem de CG na regido analisada. As regides em azul claro
identificam as ilhas de CpG. As linhas verticais rosa abaixo do eixo horizontal do gréfico
indicam as posi¢cbes dos CpGs. As linhas azuis flanqueadas por retangulos rosa-escuro
indicam a posicéo de alinhamento dos primers planejados pelo programa.

Apds a analise do gene HLA-G tanto pelos programa CpG Plot como
MethPrimer consideramos a existéncia de trés ilhas no gene HLA-G,
denominadas llhas 1, 2 e 3 no sentido 5’ — 3’, uma vez que estudos envolvendo
a analise da regido génica que abrange a ilha 1, de apenas 160 pb, séo

comuns.
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6. DISCUSSAO

Os principais eventos epigenéticos envolvidos na regulagdo da expressao
génica sdo: a metilagdo do DNA nas citosinas adjacentes a guaninas, nos
chamados dinucleotideos CpG; as modificacBes pos traducionais da cauda N-
terminal da histonas; e a ligagdo de microRNAs ao RNAmM. O gene HLA-G,
assim como a maioria dos genes do genoma humano, esta sujeito a influéncia
da acao desses mecanismos.

Identificamos pela nossa pesquisa in silico trés ilhas de CpG na regido 5’
do gene HLA-G, abrangendo desde o nucleotideo -121 da regido promotora,
até o nucleotideo +884 do exon 3. Estudos envolvendo o perfil de metilagdo do
gene HLA-G e a sua expressao mostram correlagéo entre o perfil metilado e a
auséncia de expressao, e do perfil ndo metilado e a atividade génica. No
entanto, quando esses estudos citam a regido especifica do DNA que foi
estudada, e os CpGs analisados, essa regiao corresponde a 450 pb amontante
do sitio de inicio de transcricdo (MOUILLOT et al, 2005; MENENDEZ et al,
2008). Essa regido néo foi identificada neste trabalho como uma Ilha de CpG
completa, ela abrange grande parte da Ilha 1 por nés identificada (oito dos dez
dinucleotideos CpG presentes). No entanto a maior parte da regido estudada,
329 nucleotideos, ndo faz parte da Illha 1 (FIGURA 10). Ainda assim, os
resultados obtidos com o estudo dessa regido sdo coerentes com o0 esperado
na relacdo metilagdo-atividade génica. O escape da regido referente apenas a
primeira Ilha provavelmente nédo interfere na confiabilidade dos resultados,
pois, apesar de nao ser considerada como uma llha, a regido extra ainda
apresenta uma grande quantidade de CpGs, quando comparada a outras
regides do genoma, e além disso, a llha 1 esta sendo analisada quase
completamente.

As outras duas llhas identificadas, Ilhas 2 e 3, ndo foram estudas téo
detalhadamente ainda, em nenhum estudo identificado, provavelmente nao
atraem tanta atencdo por se localizarem além da regido promotora e do
primeiro exon, no entanto nos perguntamos se elas também néo teriam grande
influencia na expressdo do gene HLA-G, por serem ilhas maiores e muito

proximas.
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A metilacdo da regido promotora se mostra importante ndo apenas nas
Ilhas. Como mostrado por Menendez e col. (MENENDEZ et al, 2008), em
amostras tumorais ovarianas, a regido que abrange os sitios de regulacao de
acao cis do HLA-G poderia ser influenciado pela metilagcdo, que impediria a
ligacdo das proteinas de ativagdo aos seus sitios especificos, assim o tumor
“adota” a estratégia de manter desmetilada essa regido para que a transcricao
do gene mantenha-se normalmente. Um exemplo dessa associacdo € a
relac@o entre a metilagdo e o SNP -725C/G, associado a ocorréncia de abortos
recorrente em casais cujo genotipo -725G estava presente em ambos 0S
parceiros. Esse genétipo cria um dinucleotideo CpG juntamente com o
nucleotideo -726, e neste genadtipo ele encontra-se metilado. Acredita-se que a
metilagdo neste CpG influencia a ligacdo de fatores de transcricdo ao Fator
Regulatério de Interferon 1 (IRF1), que estd a ~10 pb do SNP em questao,
impedindo a ligagao do fator, resultando na nédo expressao de HLA-G e assim

influenciando no sucesso da gravidez (OBER et al, 2003).

3
FAGTAGCGEEETCAGGECGAMGTCCCAGEGOCTCARGCGTGECTCTCAGG GTCICAGET
4 5 L
COCACAGGCGETGTATGEETT GG GAGGCCOCGC GITGEGEATICTCTCCTLCTITCTCC
7 g
TAACCTGT GICGEGICCTT CTTCC TEEAT ACTCACCGEEEGGCCCCAGTT CTCACTCCD
10

i el
ATTAGGTGACAGETITTTAGAGRAGCCAR TCAGC GICGOCGLGET CCTGGTTCTARAGT
13 14 1514
CCTCGCTCACCCACCCGRACTCAT TCTCC CCAGACGCCARGG GIEET CATGGCGCC
17 13 13 20

CCGARCCCTCTTCCIGCIGCIETCGEEGGCCCTGR +52

21 22

FIGURA 10: SEQUENCIA DE DNA REFERENTE A REGIAO -450 ATE +52 DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE HLA-G.

Fonte: O autor.

Nota: Os CpGs estdo destacados em vermelho e numerados e 1 a 22; o sitio de inicio de
transcricdo esta destacado com uma faixa vermelha; O inicio e final da llha 1 esta assinalado
em azul.

Os fatores que determinam essa “escolha” das regides, ou genes, que
serdo metilados, ou mantidos ndo metilados, em tumores ndo sao conhecidos,
mas sao importantes focos de estudo para entender as variagdes no perfil de
metilagdo dos genes em neoplasias.
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Além da metilagdo do DNA, as mudancas poés traducionais nas caudas
das histonas também podem influenciar a expressdo do gene HLA-G (CHANG
et al, 2003; HOLLING et al, 2009). Porém tanto a metilagdo como as mudancas
das histonas se revelam insuficientes para explicar as diferengcas na expresséo
génica. Resultados controversos onde tanto o padrdo de metilacdo positivo,
como a desacetilacdo das histonas sao revertidos, pode levar a expressao do
RNAmM do HLA-G, porém néo leva a producdo da proteina, indicando um forte
controle em nivel traducional (MOREAU et al, 2003; HOLLING et al, 2009).

Apesar de apresentar um polimorfismo discreto, em relacéo a sua regiao
codificadora, as regides promotora e 3 UTR sdo bastante polimorficas
(CASTELLI et al, 2009). Diversos SNPs ja foram identificados, além de um
polimorfismo de 14 pb no exon 8 do gene, relacionado com a estabilidade do
RNAmM. Esses polimorfismos possuem um papel importante no pareamento
com miRNAs.

O gene HLA-G foi identificado como um gene de suscetibilidade a asma e
o0 SNP -964G/A mostrou-se no centro dessa associacdo. O gendtipo GG, para
este SNP, foi associado a criangas asmaticas, cujas maes possuiam asma
também (NICOLAE et al, 2005). Posteriormente identificou-se que o SNP -
964G/A e 0 SNP +3142C/G apresentam alto desequilibrio de ligacao (LD), e
que o gendtipo +3142G favorecia a ligagdo de miRNAs e impedia a traducao
da molécula HLA-G, sendo assim, em criancas com maes asmaticas, e que
apresentavam o genoétipo -964G homozigoto, o gendtipo +3142G fornecia um
efeito protetor contra a asma, afinal, apesar do gendétipo que favorece a doenca
estar presente, 0 RNAmM do HLA-G estaria sujeito a degradacao por miRNAs
gracas a presenca do genotipo +3142G (TAN et al, 2007).

O alto LD apresentado por alguns haplétipos podem ser alvos especificos
de miRNAs por manterem os sitios de ligagdo ao miRNA conservados
(CASTELLI et al, 2009). O polimorfismo de 14 pb ganha destaque em relagéo
ao LD que apresenta com SNPs, devido a sua influencia na estabilidade do
RNAmM do HLA-G. Sabe-se que transcritos que apresentam a insercéo de 14 pb
sd0 mais estaveis, no entanto, quando comparada a expressao de HLA-G com
transcritos que ndo apresentam a insercdo, a Ultima € mais representativa.
Tanto a estabilidade do RNAm, como a falta de expressao da molécula quando
a insercao estd presente poderiam ser explicados por eventos epigenéticos
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pois, 0 RNAmM que apresenta a insercéo esta sujeito a um processamento onde
os primeiros 92 nucleotideos do exon 8 sdo retirados, e nesses fragmento,
diversos SNPS, além da insercdo, sdo retirados juntos e isso diminui a chance
de associacdo com miRNAs, criando assim um RNAmM mais estavel. Porém,
como ndo séo todos os transcritos que sofrem esse processamento, por
apresentar LD com SNPs, inclusive o SNP +3142C/G, entre outros, 0 RNAmM
gue apresenta a insercdo estaria sujeito a degradacdo, ou repressédo, pela
associacdo a miRNAs (CASTELLI et al, 2009; VEIT e CHIES, 2009).

7. CONCLUSOES

A regulagdo da expressdo do gene HLA-G se mostra amplamente
influenciada por fatores epigenéticos exibindo uma intrincada rede de relacédo
entre 0s mecanismos epigenéticos conhecidos. Isso demonstra a complexidade
por tras desse gene e evidencia a necessidade de estudos continuos para
esclarecer cada vez mais 0os mecanismos e fatores influenciando no controle
do gene HLA-G.
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