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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O organismo humano tem um refinado sistema imunológico, que conta com a 

colaboração de importantes componentes celulares e moleculares, dentre os quais as proteínas 

antigênicas Human Leukocyte Antigen (HLA), codificadas por um sistema gênico que 

constitui o Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) humano, comumente referido 

como Major Histocompatibility Complex (MHC) e localizado no braço curto do cromossomo 

6 (Região 6p21.3) (LAMM e OLAISEN, 1985). 

Com o auxílio das proteínas HLA, as células têm a capacidade de participar do 

processo de reconhecimento de moléculas não próprias pelos linfócitos T, que uma vez 

ativados programam uma resposta de rejeição imunológica, independente da origem destas 

moléculas que pode ser viral, bacteriana ou até mesmo de um órgão transplantado (VAN DER 

VEN et al., 2000). 

No entanto, uma situação contraditória a este reconhecimento de moléculas não-

próprias observa-se na relação materno-fetal, pois há a sobrevivência de um embrião 

semialogênico que herdou metade do componente genético de cada progenitor. Dessa forma, 

no que se refere aos genes MHC, o embrião apresenta um haplótipo paterno e outro materno, 

com todas as implicações decorrentes das diferenças genéticas da histocompatibilidade 

existentes entre ambos. Porém, em uma gravidez bem sucedida o embrião não é rejeitado pelo 

organismo materno durante seu desenvolvimento (AGRAWAL e PANDEY, 2003). Há de se 

considerar que o processo implantacional é altamente complexo e, resulta da habilidade do 

embrião de aderir e implantar-se num endométrio materno receptivo (FANCHIN et al., 2007). 

O sistema gênico HLA é composto por vários genes clássicos e não clássicos, de 

Classe I e de Classe II. Dentre os genes de Classe I não clássicos, o gene HLA-G, que codifica 

uma proteína solúvel com capacidade de atravessar a barreira placentária, e que também é 

expressa nessas células e no trofoblasto, tem sido referido como importante modulador da 

tolerância materno-fetal (KOVATS et al.,1990; VAN DER VEN et al., 2000; ISHITANI et 

al., 2003). 

São 46 alelos descritos para o gene HLA-G e 15 proteínas relacionadas (banco 

HLA nomenclature, http://hla.alleles.org/nomeclature/stats.htmal), um número relativamente 

reduzido de alelos, quando comparado com genes clássicos de Classe I. Além da variação 

genética observada em exons de HLA-G, tem sido descrita uma grande diversidade de Single 

Nucleotide Polymorphism (SNP) em sua região promotora, o que poderia influenciar na 

http://hla.alleles.org/nomeclature/stats.htmal
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transcrição e nos níveis transcricionais de HLA-G e alterar significativamente sua função 

(revisado por HVIID, 2006). 

Com base na possível influência dos polimorfismos observados na região 

reguladora e codificadora de HLA-G, diferentes grupos têm estudado a relação do genótipo 

HLA-G com o sucesso reprodutivo, com ênfase no abortamento espontâneo de repetição 

(AER) (PFEIFFER et al., 2000; HVIID, CHRISTIANSEN, 2005; HVIID et al., 2006; 

SILVA, 2009; VARGAS, 2011) e outras condições gestacionais, tais como, o sucesso na 

implantação de embriões manipulados em fertilização in vitro (FIV) (WARNER et al., 2002; 

HVIID et al., 2004a; SIPAK-SZMIGIEL et al., 2007), seleção do embrião a ser implantado 

(FUZZI et al., 2002; NOCCI et al., 2005; VERCAMMEN et al., 2008; KOTZE et al., 2010; 

REBMANN et al., 2010) e na pré-eclâmpsia (HVIID, CHRISTIANSEN, 2005; IVERSEN et 

al., 2008). 

Atualmente, técnicas de reprodução assistida (TRA) para o tratamento de 

infertilidade são alternativas adicionais para casais que desejam ter filhos (GOLDBERG et 

al., 2007). As técnicas mais utilizadas são: a) FIV, que envolve a estimulação e coleta de 

óvulos, com posterior manipulação dos gametas femininos e masculinos, para a fecundação e 

o crescimento do embrião em cultura, sendo implantado entre o terceiro e o quinto dia após a 

fecundação; b) Inseminação artificial, que envolve a manipulação dos gametas masculinos, 

selecionando-os e introduzindo-os no útero materno, sem a manipulação do gameta feminino, 

sendo esta técnica utilizada em decorrência da infertilidade masculina (PAULI et al., 2009). 

A disponibilidade de diversos procedimentos para aumentar o sucesso 

implantacional, tais como a t®cnica da ñruptura da zona pel¼cidaò e diagn·sticos gen®ticos 

pré-implantacionais mais acurados e estudos genéticos recentes, traz perspectivas de 

investigação de genes relevantes no processo reprodutivo, auxiliando no entendimento do 

sucesso implantacional in vitro e in vivo (PAULI et al., 2009). 

Em vários estudos o gene HLA-G tem sido referido como um importante 

modulador da tolerância materno-fetal (FANCHIN et al.,2007) por sua interação com 

receptores presentes na membrana ou no citoplasma de células conhecidas como natural killer 

(NK) (NAVARRO et al., 1999; VAN DER VEN et al., 2000). Admite-se que o estado de 

tolerância presente na interface materno-fetal está diretamente relacionado com os níveis 

plasmáticos da proteína HLA-G expressos nesta interface, os quais dependem da regulação da 

expressão gênica de HLA-G. Além disso, formas solúveis de HLA-G (sHLA-G) no meio de 

cultura têm sido associadas a um melhor prognóstico implantacional, por resultarem numa 

maior taxa de clivagem das células embrionárias (FUZZI et al., 2002; NOCCI et al., 2005; 
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VERCAMMEN et al., 2008; KOTZE et al., 2010; REBMANN et al., 2010) e caracterizando 

o HLA-G como biomarcador candidato na seleção do melhor embrião a ser implantado. 

 

 

 1.1. TEMA 

 

 

O desenvolvimento bem sucedido do embrião envolve a ação de inúmeros genes, 

expressos em locais e momentos específicos do processo implantacional. Dessa forma, a 

regulação da expressão gênica depende da ação de fatores de transcrição e de seus promotores 

específicos e também de outras etapas pós-transcricionais onde esta regulação também ocorre 

(tradução, processamento da proteína, transporte intra e inter celular). 

 

 

 1.2. PROBLEMA 

 

 

Os SNPs presentes na região reguladora, na extremidade 5ô (5ôURR) de HLA-G, 

podem influenciar a ligação dos fatores transcricionais às seqüências sinalizadoras (elementos 

cis) presentes nessa região promotora. Outros SNPs e variações nucleotídicas localizados na 

região 3ô não traduzida (3ôUTR) poderiam alterar a estabilidade do ácido ribonucléico 

mensageiro (mRNA). Adicionalmente, poderiam alterar a regulação da expressão de HLA-G 

pela via de regulação por meio de microRNAs, bloqueando a expressão gênica em nível pós-

transcricional. Dessa forma, espera-se que variações nucleotídicas em regiões reguladoras que 

alterem a expressão gênica de HLA-G, resultando em diferenças nos níveis expressos das suas 

formas solúveis ou ligadas à membrana, possam influenciar no processo de aceitação fetal 

pelo organismo materno. 
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 1.3. HIPÓTESE 

 

 

A freqüência genotípica e/ou alélica de um ou mais SNPs estudados estariam com 

distribuição distinta e, conseqüentemente, haveria uma alteração na expressão gênica de HLA-

G nos casais submetidos ao tratamento de reprodução assistida, quando comparados com 

casais com sucesso reprodutivo sem auxílio de tratamento. 

 

 

 1.4. OBJETIVOS 

 

1.4.1. Objetivo Geral 

 

 

Avaliar a possível influência de SNPs de regi»es n«o codificadoras (5ôURR e 

3ôUTR) do gene HLA-G na implantação do embrião em casais com necessidade de TRA. 

 

 

1.4.2. Objetivos Específicos 

 

 

Investigar SNPs de regi»es n«o codificadoras (5ôURR e 3ôUTR) do gene HLA-G 

em casais em TRA e casais controle. 

Comparar as freqüências alélicas, genotípicas e haplotípicas dos SNPs da região 

5ôURR de HLA-G em casais em TRA e casais controle. 

Comparar as freqüências alélicas e genotípicas das variantes do polimorfismo 

ins/del de 14 pb do exon 8 de HLA-G em casais em TRA e casais controle. 

Analisar a associação entre SNPs e do polimorfismo de ins/del de 14pb do gene 

HLA-G em casais com necessidade de técnicas de reprodução assistida e o sucesso do 

procedimento implantacional. 
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 1.5. JUSTIFICATIVA  

 

 

Estudo pioneiro na região sul do Brasil, investigando associação entre SNPs 

situados em regiões reguladoras de HLA-G e o sucesso gestacional em casais submetidos a 

procedimentos de reprodução assistida. 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

 2.1. REPRODUÇÃO HUMANA  

 

 

A taxa de infertilidade humana tem aumentado nas últimas décadas, e, em 

paralelo a este aumento, a medicina reprodutiva iniciou o desenvolvimento de TRA (revisado 

por VELA et al., 2009), objetivando, à época da implantação das técnicas, possibilitar a 

gestação em mulheres com obstruções tubárias (STEPTOE e EDWARDS, 1978). Atualmente, 

as TRA são indicadas para os casais que apresentam qualquer causa de infertilidade, 

decorrente de fatores femininos ou masculinos (revisado por VELA et al., 2009). 

 

 

2.1.1. Técnicas de reprodução assistida (TRA) 

 

 

O marco na área da medicina reprodutiva, que foca o desenvolvimento destas 

técnicas, ocorreu em 1978, com o nascimento da primeira criança pela técnica de FIV 

(STEPTOE e EDWARDS, 1978). Nas décadas seguintes, outras técnicas foram introduzidas, 

incluindo transferência intrafalopiana do zigoto e transferência intrafalopiana de gameta, 

porém, por serem mais invasivas, houve uma preferência pela FIV, que apresenta altas taxas 

de sucesso e uma menor invasão (LEVRAN et al., 2002; ASLAN et al., 2005), sendo ao lado 
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da inseminação artificial (IA) a técnica mais utilizada, atualmente, em centros de reprodução 

assistida. 

 

 

2.1.1.1. Fertilização in vitro (FIV) 

 

 

A FIV é indicada para o tratamento em casais nos quais a infertilidade é de 

origem feminina e/ou masculina, sendo responsável por aproximadamente 1 nascimento em 

50 na Suécia, 1 em 60 na Austrália e 1 em 100 nos Estados Unidos (revisado por PAULI et 

al., 2009; VELA et al., 2009). No Brasil não estão disponíveis dados epidemiológicos quanto 

à taxa de nascimentos decorrentes de FIV. Esta técnica consiste dos seguintes passos (Figura 

1): 

- Estimulação de múltiplos folículos ï para a produção de um coorte (do latim 

Cohors ou subdivisões) de folículos uniformes, com desenvolvimento e maturação 

controlados permitindo a maturação de múltiplos oócitos (PAULI et al., 2009). 

- Captura dos oócitos ï ocorria por laparoscopia, procedimento cirúrgico invasivo, 

feito com efeito anestésico, porém com o avanço do ultra-som, o folículo pode ser 

identificado e a retirada do oócito ocorre através da aspiração a vácuo, procedimento menos 

invasivo (LEVENS et al., 2009). 

- Captura dos espermatozóides ï sem auxílio de estimulação da produção prévia 

esta captura ocorre por masturbação na maioria dos tratamentos. Porém em casos de 

azoospermia, realiza-se a captura dos espermatozóides por aspiração (punção) epididimal ou 

extração (procedimento cirúrgico) testicular (revisado por PAULI et al., 2009; VELA et al., 

2009). 

- Fecundação do oócito ï a fertilização pode ocorrer pela incubação do oócito com 

milhares de espermatozóides, onde o gameta masculino mais apto penetra na zona pelúcida do 

oócito; ou pela inserção de espermatozóides no citoplasma do oócito, por meio de injeção 

intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI). Em casos de infertilidade masculina mais 

severa, o gameta masculino, pré-selecionado, penetra a zona pelúcida com auxílio da injeção 

(VEECK, 1999). 

- Seleção e transferência do embrião ï a definição do embrião a ser selecionado 

ocorre pela análise morfológica (taxa de clivagem, simetria do blastômero, aparência 
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citoplasmática, extensão da fragmentação e estado nuclear do blastômero) (RIENZI et al., 

2005), pelo diagnóstico pré-implantacional, que avalia a presença de alterações citogenéticas, 

principalmente aneuploidias e rearranjos cromossômicos (KULIEV et al., 2008), e mais 

recentemente, pela quantificação da proteína de HLA-G solúvel (sHLA-G). Estudos recentes 

sobre a presença da proteína HLA-G no sobrenadante da cultura, têm sido sugestivos do seu 

potencial papel como biomarcador no prognóstico implantacional (BORGATTI et al., 2008; 

WARNER et al., 2008). O número de embriões a serem implantados é determinado, 

principalmente, pela idade materna (MILKI et al., 2003). A transferência para o útero 

materno, entre o terceiro e o quinto dia após a fecundação, realiza-se via cateter transcervical 

flexível ou para as trompas de Falópio por laparoscopia. A implantação na parede uterina 

ocorre aproximadamente no sexto dia, na fase de blastocisto (cerca de 64 células), para a 

placentação do trofoblasto e desenvolvimento natural do embrião durante a gestação no útero 

materno (BLAKE et al., 2007). 

 

 

2.1.1.2. Inseminação artificial (IA) 

 

 

A IA é indicada em casos que a infertilidade do casal é devido a um fator 

masculino, fator desconhecido ou ainda em casos de endometriose em nível mínimo ou 

moderado. A técnica pode ser com ou sem o auxílio da estimulação ovariana (BENSDORP et 

al., 2007). As etapas deste procedimento são: 

- Preparação do sêmen ï o plasma seminal é removido por centrifugação dos 

espermatozóides através de meio de cultura ou por gradiente de densidade seguido de re-

suspensão em meio de cultura adequado. A finalidade desta remoção é evitar as contrações 

uterinas induzidas por prostaglandinas (BOOMSMA et al., 2007). 

- Inseminação ï pode ocorrer em diferentes etapas e diversas vezes durante o 

mesmo período de ovulação. No entanto é comumente realizada entre 32 a 36 horas após a 

estimulação da ovulação, pois apesar do momento da inseminação durante a ovulação ser 

fundamental para uma maior taxa de sucesso, não há a caracterização de um momento ideal 

(RAGNI et al., 2004). O depósito da suspensão dos espermatozóides por um cateter pequeno 

e flexível, em geral sem auxílio de imagem, pode ser no colo do útero, na trompa de Falópio, 

através do peritônio, sendo utilizado um maior volume do inseminado quando o procedimento 
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ocorre na trompa, pois se acredita que uma parte do volume pode permanecer na cavidade 

peritoniana (KAHN et al., 1992). 

 

 

Figura 1: Representação das etapas do procedimento de FIV (Fonte: Goldberg et al., 2007). 

 

 

2.1.2. Causas de infertilidade com indicação de TRA 

 

 

Endometriose ï alterações no endométrio ou presença de tecido endometrial fora 

de sua localização habitual, fora do útero. Acomete cerca de 25 a 50% das mulheres inférteis 
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e 5% das mulheres férteis (VERKAUF, 1987). O uso da FIV como tratamento para essa causa 

de infertilidade é recomendado para pacientes que apresentam doenças tubárias ou não 

responderam ao tratamento cirúrgico de remoção do tecido do endométrio, ou quando da 

infertilidade masculina (KENNEDY et al., 2005). A infertilidade resultante da endometriose 

pode ocorrer pela distorção das tubas uterinas, dificultando ou impedindo a captação do óvulo 

adequadamente, pela interferência no desenvolvimento do óvulo ou na fase embrionária 

inicial, e pelo endométrio não tão receptivo ao embrião (revisado por NAVARRO et al., 

2003). 

Infertilidade por fator tubário  ï lesões dificultam ou impossibilitam a passagem 

de espermatozóides, resultando na não fecundação do gameta feminino. O tratamento por FIV 

é indicado em bloqueio tubário, adesão pélvica severa ou em retirada das trompas 

bilateralmente (revisado por VELA et al., 2009). 

Ausência de ovulação ï pacientes com clínica de hipogonadismo hipotalâmico e 

síndrome do ovário policístico são os casos indicados para FIV (THESSALONIKI, 2008). 

Neste grupo clínico a gravidez múltipla é mais rara, porém a estimulação ovariana é 

complicada, já que as pacientes podem sair de uma clínica de baixa resposta a estimulação 

para uma hiperestimulação ovariana (revisado por VELA et al., 2009). 

Infertilidade imunológica  ï há no soro materno anticorpos anti-espermatozóides, 

que podem alterar sua mobilidade e interação com a mucosa cervical, impedindo a fertilização 

do oócito tanto in vivo como in vitro (BRONSON, 1990). Para contornar esta situação, 

técnicas como a remoção dos anticorpos ligados ao espermatozóide e a facilitação da 

fertilização pela inseminação por ICSI são adotadas (LOMBARDO et al., 2004). 

Fator masculino ï a infertilidade masculina responde por aproximadamente 20% 

da busca ao tratamento por TRA. Acredita-se que a mesma possa estar presente em cerca de 

30 a 40% dos casais inférteis que recorrem à TRA, segundo a Sociedade Americana de 

Medicina Reprodutiva. A abordagem para tratamento desta causa de infertilidade depende da 

quantidade e qualidade dos espermatozóides. Em casos leve a moderado de oligospermia 

(baixa contagem de espermatozóides no ejaculado) e/ou astenospermia (baixa motilidade do 

espermatozóide) a IA pode ser adotada, mas em casos severo a indicação é ICSI. 

Infertilidade sem causa conhecida ï as causas não são definidas para 

aproximadamente 30% da população infértil. As opções terapêuticas são controversas, não 

tendo sido demonstrado diferenças entre os tratamentos de FIV, IA com ou sem estimulação 

ovariana, transferência intrafalopiana do gameta e administração de citrato de clomifeno 
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(substância administrada em caso de infertilidade feminina, estimula a ovulação) (PANDIAN 

et al., 2005). 

 

 

 2.2. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE E SISTEMA 

HLA  

 

 

Genes altamente polimórficos e outros monomórficos estão localizados no braço 

curto do cromossomo 6, 6p21.3, em região denominada por MHC (LAMM e OLAISEN, 

1985). Em humanos, o MHC é referido como HLA, ou Sistema Gênico HLA.  

Os genes HLA são responsáveis pela síntese de produtos protéicos que apresentam 

um papel importante no reconhecimento de moléculas próprias e não próprias, seja durante a 

educação tímica dos linfócitos T e/ou no curso de infecções e transplantes de tecidos sólidos, 

o que freqüentemente resulta em reação de reconhecimento imune que permite a neutralização 

do agente patogênico ou a rejeição, no caso dos órgãos e tecidos transplantados (VAN DER 

VEN et al., 2000) (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Localização do sistema HLA no cromossomo 6 (6p21.3). Fonte: MEHRA e KAUR, 2003 
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Mais recentemente tem sido enfatizada a participação de proteínas HLA de Classe 

I com outros mecanismos de imunovigilância, através da interação com receptores 

relacionados presentes em células NK. 

O Sistema Gênico HLA codifica proteínas com propriedades imunológicas 

similares, mas estruturalmente diferentes, e classificam-se em: 

- Genes HLA de Classe I: codificam proteínas de classe I, presentes em todas as 

nossas células, tais como, HLA-A, HLA-B e HLA-C referidas como moléculas clássicas ou Ia. 

Os genes HLA-E, HLA-F e HLA-G codificam produtos referidos como não-clássicos ou Ib. 

Esses produtos moleculares, constitu²dos por um polipept²deo Ŭ, que contem tr°s dom²nios 

(Ŭ1, Ŭ2 e Ŭ3), compõem uma estrutura tridimensional associando-se com um outro 

polipeptídeo, beta-2 microglobulina (ɓ2m), codificado por gene de mesmo nome situado no 

cromossomo 15. As proteínas HLA de Classe I interagem com linfócitos T citotóxicos ou 

TCD8
+
 (TROWSDALE, 1987). 

- Genes HLA de Classe II: HLA-DM, HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DZ/DO e HLA-

DP codificam proteínas de classe II de mesmo nome, presentes na superfície de linfócitos T, 

linfócitos B e células apresentadoras de antígenos (APC), tais como macrófagos e células 

dendríticas. Esses produtos protéicos são heterod²meros constitu²dos por um polipept²deo Ŭ, 

com dois dom²nios (Ŭ1 e Ŭ2), e um pept²deo ɓ, tamb®m com dois dom²nios (ɓ1 e ɓ2) 

(TROWSDALE, 1987). As proteínas HLA de Classe II interagem com linfócitos T auxiliares 

ou TCD4
+
, apresentando peptídeos exógenos de origem extracelular. 

- A região gênica conhecida como de classe III, contém uma variedade de genes, 

em sua maioria relacionados com funções imunes, dentre os quais genes que codificam 

citocinas como a linfotoxina Ŭ (LTA), fator de necrose tumoral (TNF) e linfotoxina ɓ (LTB), 

bem como genes que codificam proteínas do sistema complemento das vias clássicas, que 

interagem com o complexo antígeno-anticorpo para promover a lise celular na resposta 

humoral, e genes que codificam proteínas da via alternativa do complemento (C2, BF e C4B) 

(CARROLL et al., 1985), entre outros. 
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 2.3. ESTRUTURA DO GENE, PROTEÍNA HLA -G, ISOFORMAS E         

FUNÇÃO 

 

 

Geraghty et al., em 1987, caracterizaram por clonagem uma seqüência genômica 

não MHC de Classe Ia (HLA-A, HLA-B, HLA-C) localizada num fragmento de restrição de 6.0 

kilobases, razão pela qual foi referida inicialmente como HLA-6.0. Posteriormente foi 

designada HLA-G por apresentar organização gênica semelhante aos genes HLA classe I 

clássicos: 8 exons, 7 introns e 1 regi«o 3ôUTR. Entretanto, observou-se no sexto exon de 

HLA-G um códon de término de tradução, que resultava numa proteína com um segmento 

citoplasmático com apenas 6 aminoácidos, contrastando com as outras proteínas HLA de 

Classe I clássicas, que apresentam aproximadamente 30 aminoácidos nessa região altamente 

conservada da proteína.  

Ellis et al., 1990, classificaram o HLA-G como um gene que codifica moléculas 

de classe I não clássicas. Seu importante papel na interação materno-fetal, através da ligação 

aos receptores inibidores das células NK, do tipo Killer cell immunoglobulin like receptor 

(KIR), especificamente ao receptor KIR2DL4, receptores inibidores leucocitários semelhantes 

às imunoglobulinas (LIR)-1 e LIR-2, ou interagindo com a molécula HLA-E, que se liga ao 

receptor CD94/NKG2, foi descrito posteriormente por Navarro et al., 1999. 

Os exons 2, 3 e 4 do gene HLA-G codificam os dom²nios Ŭ1, Ŭ2 e Ŭ3, 

respectivamente, sendo os 2 primeiros, aqueles que definem a fenda para ligação do peptídeo, 

enquanto que no dom²nio Ŭ3 situam-se os epítopos ligantes para receptores LIR-1 e LIR-2. 

Tais receptores são funcionalmente relacionados aos receptores inibidores KIR de células NK. 

A ligação de LIRs ou KIRs nas moléculas de classe I resulta em sinais inibidores da ativação 

de células NK. Esta poss²vel fun­«o ® distinta daquela exercida pela regi«o Ŭ3 nas mol®culas 

de classe I clássicas, que ® interagir com a ɓ2m (LEE et al., 1995; DIEHL et al., 1996). À 

semelhança dos antígenos MHC de Classe I clássicos nos quais certos resíduos estão em 

posições conservadas e situam-se em posições estratégicas para interação com linfócitos T 

CD8
+
, essas regiões conservadas também são observadas na proteína HLA-G e HLA-E (GAO 

et al., 1997). 

Bjorkman et al., em 1987, definiram 15 aminoácidos que poderiam interagir 

diretamente com o receptor de célula T CD8
+
, por estarem expostos no domínio de ligação do 

antígeno. Destes, 2 são altamente variáveis, 6 moderadamente variáveis e 7 conservados. 

Dentre esses últimos, 6 são idênticos entre HLA-A2 e HLA-G, o que sugere que HLA-G possa 
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participar de mecanismos efetores da resposta imune adaptativa, interagindo com linfócitos T 

citotóxicos. A ausência da molécula HLA-A, para interagir com os receptores de células T no 

trofoblasto e a presença de moléculas HLA-G, levam a hipotetizar que a proteína HLA-G 

participe de outra via de imunovigilância mediada por células NK, através da interação com 

receptores KIR4DL4 expressos na membrana das células NK (KOVATS et al., 1990), o que 

resultaria na tolerância fetal pelo organismo materno. 

Além do mecanismo de prevenção da lise por células NK CD56
+
, sugere-se que a 

proteína HLA-G possa induzir c®lulas Tɔŭ a suprimir a rejei­«o do feto via c®lulas T CD8
+
 

citotóxicas ou, ainda, por efeito supressor da proteína solúvel de HLA-G nas células T 

(DIEHL et al., 1996). 

O transcrito do mRNA de HLA-G pode resultar em diferentes isoformas através 

de processamento alternativo (Figura 3). Algumas dessas isoformas são ligadas a membrana 

(HLA-G1, G2, G3 e G4) enquanto outras são isoformas solúveis (HLA-G5, G6 e G7) (LE 

BOUTEILLER e BLASCHITZ, 1999). As formas solúveis resultam da manutenção do íntron 

2 ou 4 durante o processamento do mRNA. O transcrito maduro resultante possui um códon 

de término de tradução prematuro (UGA), que codifica uma proteína sem a região 

responsável pela ligação da molécula à membrana (BLASCHITZ et al., 2005). Estas 

isoformas apresentam diferentes níveis de expressão, os transcritos relacionados a HLA-G3, 

HLA-G4 e HLA-G7 são raros nas placentas. HLA-G1 e G2/G6 localizam-se na interface 

entre o tropoblasto e a decídua; enquanto HLA-G5 está presente em várias sub-populações de 

células do trofoblasto, a proteína pode estar ou não associado com a cadeia leve da ɓ2m 

(MORALES et al., 2007). 

Moléculas sHLA-G são encontradas no sangue periférico de homens e mulheres 

saudáveis, no sangue do cordão umbilical e no fluido amniótico, sendo consideradas como 

mediadoras da tolerância imunológica e principalmente da tolerância materno-fetal 

(REBMANN et al., 2001).  

A forma G1 solúvel, resultado da inclusão do íntron 4, é conhecida como G5, e foi 

estudada por Rebmann et al., em 1999, como a principal responsável pelas trocas metabólicas 

entre o organismo materno e o fetal, uma vez que tem sido observado o aumento dos níveis 

séricos dessa isoforma durante a gestação. De acordo com Fuzzi et al., em 2002, a molécula 

HLA-G5 pode ser secretada por células embrionárias e não somente por células maternas. 

Como resultados de seus estudos pode-se observar a presença dessa isoforma de HLA-G em 

cultura de embriões in vitro, sendo que conclusões similares foram obtidas por Kotze et al. e 

Rebmann et al., conforme consta em literatura publicada em 2010. Por outro lado Van Lierop 
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et al., em 2002, não detectaram a presença de sHLA-G em cultura de embriões antes da 

implantação, o que se contrapõe aos achados de Fuzzi et al., 2002. 

 

 

Figura 3: Estrutura e composição das isoformas do HLA-G. Fonte: HVIID et al., 2006.  

 

Os níveis plasmáticos do sHLA-G são diretamente influenciados pelos alelos do 

gene HLA-G. Segundo Rebmann et al., em 2001, os indivíduos portadores do grupo alélico 

HLA-A11, apresentam baixos níveis de sHLA-G, o que pode também ser inferido pelo 

desequilíbrio de ligação positivo entre alelos dos genes HLA-A e HLA-G. Da mesma forma, 

baixos níveis de sHLA-G têm sido observados na presença dos alelos HLA-G*01:01:03 e do 

alelo HLA-G*01:05N. O alelo G*01:04:01 tem sido relacionado a altos níveis séricos de 

sHLA-G, assim como o G*0101g, enquanto níveis intermediários tem sido associados aos 

alelos G*01:01:08 e G*01:04b. Hviid et al., em 2003, relacionaram os alelos baixo secretores 

descritos por Rebmann et al., em 2001, com a presença dos 14pb (ins14pb) no exon 8 do 

HLA-G, enquanto nos alelos alto secretores esta seqüência (del14pb) estava deletada. 

A concentração plasmática de sHLA-G foi avaliada por teste de Elisa, em famílias 

informativas, tipificadas para HLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-G, onde foi possível realizar 

também análises de segregação de haplótipos HLA, bem como para os alelos HLA-G 

referidos como alto e baixo secretores (REBMANN et al., 2001). 
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Tabela I: Associação de alelos HLA-G com as formas sHLA-G e níveis solúveis de HLA de Classe I. 

 
Fonte: Rebmann et al., 2001 

 

 

 2.4. REGULAÇ ÃO DO GENE HLA-G 

 

 

Os genes MHC classe I e II apresentam similaridades em suas regiões promotoras. 

Linhagens celulares de pacientes deficientes em moléculas MHC classe II demonstraram 

reduzida expressão das moléculas de classe I, sugerindo a regulação dos genes desta classe 

por fatores transcricionais que controlam expressão dos genes MHC de classe II (SABATIER 

et al., 1996). O fator transcricional ativador de classe II (CIITA) apresentou atividade de 

ativação transcricional nos promotores de classe I através da sua ligação a seqüências do sítio 

Ŭ, que também pode ligar proteínas da família dos fatores transcricionais ativador de fator 

transcricional (ATF)/ proteína ligante ao elemento da adenina mono fosfato cíclica (AMPc) 

(CREB) (GOBIN et al., 1997a). Esta seqüência do promotor de MHC classe I é homóloga ao 

box X2 dos promotores gênicos de MHC classe II (MORENO et al., 1995). 

Existe uma seqüência homóloga ao box X2 a 5ô do s²tio Ŭ no promotor de MHC 

classe I, e seqüências homólogas ao box W/S, presente no promotor de MHC classe II. O Box 

CCAAT invertido, presente nas seqüências enhB do promotor MHC classe I, é idêntico ao box 

Y do promotor de classe II (VAN DEN ELSEN et al., 1998a). O complexo ATF/CREB-sítio-

Ŭ e a seq¿°ncia 3ô flanqueadora do interferon specific regulation element (ISRE) são cruciais 

para os elementos regulat·rios a 5ô no promotor do MHC classe I (VAN DEN ELSEN et al., 

1998a). 
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Os elementos regulatórios conservados no promotor dos genes MHC de classe I 

clássicos, intensificador A (enhA), ISRE, o s²tio Ŭ e intensificador B (enhB) (BLANCHET et 

al., 1992), não se apresentam conservados nas regiões reguladoras dos genes MHC classe I 

não-clássicos, o que poderia modificar a afinidade pelos fatores transcricionais e suas 

subunidades (VAN DEN ELSEN et al., 1998b). No promotor de HLA-G, o enhA apresenta 

apenas as seq¿°ncias iniciais na extremidade 5ô e o restante deletado, assim como toda a 

seqüência ISRE (GERAGHTY et al., 1987). O s²tio Ŭ e o box Y também divergem da 

seqüência apresentada nos promotores dos genes clássicos (BOSS, 1997; GOBIN et al., 1998) 

e h§ uma regi«o a 5ô do exon 1 (1,1kb) que direciona a transcrição específica de HLA-G, e por 

essa razão investigada como candidata à regulação tecido específica da expressão de HLA-G 

(SCHMIDT et al., 1993). 

Como conseqüência da seqüência deletada no enhA, a expressão de HLA-G pode 

apresentar propriedades de ligação alteradas ao se ligar apenas á subunidade p50 (GOBIN et 

al., 1997b), um dos cinco membros da família do fator transcricional kapa-B (NF-əB) 

(p65,p52, c-Rel e RelB), que interage em dois sítios de ligação na seqüência completa do 

enhA (THANOS E MANIATIS, 1995). 

A seqüência ISRE possibilita a regulação da expressão basal ou induzida de genes 

MHC de Classe I e II pela interação com o interferon gama (IFN-ɔ) (GOES et al., 1995). Isso 

não acontece no promotor de HLA-G, onde alterações nas seqüências do módulo S-X-Y, 

determinam a não resposta ao IFN-ɔ, bem como ao CIITA. 

O fator transcricional fator regulatório de interferon (IRF-1) atua como um 

ativador de transcrição de HLA-G (HOBART et al., 1997) e tem função antagônica a IRF-2 e 

ICSBP (NELSON et al., 1993). Por apresentar afinidade também pelo ISRE sugere-se uma 

possível regulação da expressão gênica de HLA-G através de outros elementos regulatórios, 

tais como sítios adicionais de resposta a IRF-1 e 2 e possíveis sítios de ligação para proteínas 

com m·dulos transativadores tipo ñdedo de zincoò. No entanto, HLA-G não é regulado por 

zinger finger X (ZFX) (GOBIN et al., 1998). A ativação da expressão induzida pelo IFN-ɓ 

pode estar associada a um elemento funcional localizado a -746 pares de bases do códon ATG 

inicial, no promotor do gene HLA-G (LEFEBVRE et al., 1999). 

O perfil de metilação pode ser uma forma de silenciamento dos genes MHC classe 

I clássicos no trofoblasto, porém não há evidências de dinucleotídeos metilados nas ilhas CpG 

nos promotores dos genes de classe I clássicos presentes, mas não expressos, no trofoblasto in 

vivo (LE BOUTEILLER et al., 1996). 
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Pela ausência de evidências de regulação tecido específica na região promotora de 

1500 pares de bases do gene HLA-G, sugere-se que os fatores reguladores da expressão gênica 

de HLA-G no trofoblasto possam ser fatores imunoreguladores secretados pela placenta. A 

interleucina (IL)-10 tem sido estudada como uma candidata a imunoregulação, sendo 

responsável pelo controle da expressão de HLA-G. Nesse contexto, IL-10 recrutaria proteínas 

específicas para a regulação do processo fisiológico da tolerância imune durante a gestação, 

atuando como enhancer da expressão de HLA-G (MOREAU et al., 1999). Outras 

interleucinas, como IL-2, IL-4, IL-13, INF-ɔ e TNF-Ŭ n«o induziriam a express«o de HLA-G 

nas células NK (BENSUSSAN et al., 1995). 

Na região promotora do HLA-G, localiza-se entre as posições ï 486 e -477, 

seqüências reguladoras em cis (Heat shock element (HSE)) que atuam como sítio de ligação 

para o fator transcricional Heat shock factor 1 (HSF1) (IMBRAIM et al., 2000). A sequência 

HSE constitui-se de repetições pentanucleotídicas (nGAAn), arranjadas em orientação 

alternativa, e estão presentes na região promotora de genes que codificam para proteínas de 

choque térmico (YAMAMOTO et al., 2005). Estes elementos não estão presentes nas regiões 

promotoras de HLA-A, -B, -E e -F (IMBRAIM et al., 2000; Rizzo et al., 2009a). 

 

 

 2.5. POLIMORFISMOS DO GENE HLA -G 

 

 

2.5.1. Polimorfismos da região codificadora 

 

 

Até a presente data estão registrados no IMGT/HLA, 46 alelos, 15 proteínas e 2 

alelos nulos de HLA-G. Da mesma forma, o Genbank, banco de dados on line, reporta 

variações nucleotídicas na região codificadora do gene HLA-G, sendo sinônimas, não 

sinônimas e com a troca da matriz de leitura. 

A tabela II traz a relação de alguns alelos já descritos de HLA-G entre eles o alelo 

HLA-G*01:05N que apresenta uma deleção de C no códon 130 do exon 3, resultando em 

alteração na matriz de leitura (VAN DER VEN et al., 1994), e na produção de uma molécula 

HLA-G1 truncada. Indivíduos homozigotos para este alelo apresentam reprodução normal, 
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evidenciando que o produto desse gene, talvez não seja essencial para a sobrevivência (OBER 

et al., 1998). No codon 110 do exon 3, ocorre também uma substituição não sinônima 

(alteração de aminoácido) que resulta no alelo G*01:04 (revisado por HVIID, 2006), 

enquanto no códon 31 do exon 2 o alelo G*01:03 é caracterizado por uma substituição 

silenciosa de base, quando comparado aos alelos G*01:01 e G*01:02 (troca de base no códon 

54 no exon 2), por®m n«o se descarta um poss²vel c·don de parada ¨ 5ô desta varia­«o 

nucleotídica (REBMANN et al., 2001). Outra substituição de aminoácido resulta na alteração 

no códon 258 do exon 4, originando o alelo G*01:06 (revisado por HVIID, 2006).  

 

Tabela II. Polimorfismos nucleotídicos definindo os alelos de HLA-G. 

 
Nd - não definido. Fonte: HVIID et al., 2006. 

 

 

2.5.2. Polimorfismos da região reguladora 

 

 

Polimorfismos importantes também estão presentes nas regi»es 5ôURR e 3ôUTR, 

os quais têm sido associados com a regulação gênica e níveis de expressão de HLA-G (HVIID  

et al., 2006).  
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2.5.2.1. Variações na região 5ôURR 

 

 

Na posição -725 observa-se a troca de bases nucleotídicas, C por G ou por T 

(OBER et al., 2003). A troca por G já foi relacionada à regulação da expressão de HLA-G, 

uma vez que existe na posição -726 uma C. Na posição -201, observa-se a troca de G por A 

nos alelos HLA-G*01:01:02, G*01:01:03, G*01:04, G*01:05N e G*01:06. Nesta região 

localiza-se o enh A, onde se liga o fator transcricional NF-əB2, especificamente no s²tio əB2 

(HVIID et al., 1999). Na figura 3 pode-se observar a posição destes e de outros SNPs da 

regi«o 5ôURR e os s²tios de regula­«o da express«o do HLA-G. 

 

 

Figura 4: Polimorfismos da regi«o 5ôURR do gene HLA-G e os sítios de ligação dos fatores transcricionais 

reguladores da expressão do gene. Fonte: Ober et al., 2003. 

 

 

2.5.2.2. Variações na região 3ôUTR 

 

 

Nesta região ocorre um polimorfismo de inserção/deleção de 14 pares de bases, 

no exon 8 (HARRISON et al., 1993), que pode influenciar na estabilidade do mRNA 
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(BOHJANEN et al., 1991). Hviid et al., 2003, observaram que há uma relação entre a deleção 

dessas bases e diferenças no splicing alternativo das isoformas de HLA-G e nos seus níveis de 

expressão. 

As posições +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T (CASTELLI et al., 

2009), +3142 C/G (TAN et al., 2007), +3187 A/G (YIE et al., 2008) e +3196 C/G 

(CASTELLI et al., 2009) estão associadas com atividade de regulação de expressão de HLA-

G pela interação com microRNAs, que são pequenos RNAs envolvidos na regulação da 

expressão gênica pós-transcrição (CHUA et al., 2009). A transcrição do alelo +3142G, resulta 

num mRNA com maior afinidade com os microRNA hsa-miR-148a, hsa-miR-148b e hsa-

miR-152, associando a presença dessa variação alélica com a regulação inibitória da expressão 

de HLA-G. Por sua vez, essa variante alélica apresenta-se em desequilíbrio de ligação com o 

alelo -964G (TAN et al., 2008). A base A na posição +3187 in vitro foi associada a 

diminuição da estabilidade do mRNA, e a baixa expressão de HLA-G (YIE et al., 2008). 

 

 

 2.6. INFLUÊNCIA DO HLA -G NA REPRODUÇÃO 

 

 

O HLA-G apresenta uma regulação tecido específica, se comparada aos demais 

genes HLA de classe I. Desta forma, sua expressão já foi observada na interface materno-fetal 

(GERAGHTY et al., 1987; ELLIS et al., 1986), no fígado, olhos, coração, pulmão e rins 

fetais, além do timo, queratinócitos, células B e T, baço, fígado e rins em adultos (LE 

BOUTEILLER, 1994). Na interface materno-fetal, observa-se a altos níveis de expressão de 

HLA-G, que parece estar associada a uma atividade imunomoduladora fundamental na 

fisiologia gestacional (KING et al., 1996). Também estão expressos HLA-E e HLA-C, único 

gene de classe I clássico expresso na interface (LE BOUTEILLER et al. 1999). 

A tabela III mostra alguns estudos publicados sobre a influência da molécula 

HLA-G em alguns processos, tais como: abortamento espontâneo de repetição (AER) (HVIID 

et al., 2002; ABBAS et al., 2004; TRIPATHI et al., 2004; ABBAS et al., 2006; YAN et al., 

2006a; YAN et al., 2006b; XUE et al., 2007; VARGAS, 2011), pré-eclampsia (HYLENIUS 

et al., 2004; VIANNA et al., 2007; IVERSEN et al., 2008; TAN et al., 2008; YIE et al., 

2008), reprodução in vitro (FUZZI et al., 2002; HVIID et al., 2004a; HVIID et al., 2004c; 

NOCCI et al., 2005; YAO et al., 2005; SHER et al., 2005; REBMANN et al., 2007; 
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BORGATTI et al., 2008; VERCAMMEN et al., 2008; SIPAK-SZMIGIEL et al., 2009; 

KOTZE et al., 2010; REBMANN et al., 2010), características do embrião a ser selecionado 

(JURISICOVA et al., 1996; HUNT et al., 2000; HVIID et al., 2003; ROSSEAU et al., 2003; 

CHEN et al., 2008) e características do recém nascido (HVIID et al., 2004b). 

 

Tabela III: Revisão dos estudos que investigam HLA-G e sua influência em diferentes etapas do processo 

reprodutivo  

Autores (ano) 
População 

estudada 
Processo associado 

Regiões do HLA-G 

estudada 
Resultado da associação 

Jurisicova 

et al. (1996)
 

Canadá 

Expressão do HLA-G e 

as taxas de clivagem 

dos embriões 

mRNA do HLA-G e 

cadeia de 

microglobulina ɓ2 

Expressão do HLA-G está 

associada com a implantação 

do embrião 

Hunt et al. (2000)
 

EUA 

Isoformas solúveis de 

HLA-G no sangue 

materno 

Isoformas solúveis 

de HLA-G 

Ausência da isoforma HLA-

G1 solúvel não é 

indispensável no sucesso 

gestacional. 

Fuzzi et al. 

(2002)
 Itália sHLA-G e FIV 

Isoforma HLA-G5 

ou G1 solúvel 

A expressão de HLA-G é 

essencial para a implantação. 

Hviid et al. 

(2002) 
Dinamarca AER +14/-14bp exon 8 

Genótipo +/+14bp é mais 

freqüente em mulheres do 

que em homens no grupo 

paciente 

Hviid et al. 

(2003) 
Dinamarca 

Alelos HLA-G e nível 

de mRNA no primeiro 

trimestre de células 

trofoblásticas. 

mRNA do HLA-G, 

alelos HLA-G e -

+14/-14bp exon 8 

Alelos com a inserção de 

14bp são baixos secretores de 

mRNA de HLA-G. 

Rousseau et al. 

(2003) 
França 

mRNA em células de 

coriocarcinoma de JEG-

3 e de melanoma M8 

+14/-14bp exon 8 

mRNA sem os 14bp são mais 

estável que os que 

apresentam os 14bp 

Abbas et al. 

(2004)
 Índia AER Exon 2 e exon 3 

HLA-G*010103, *010105, 

*010108 e *0105 

encontrados em pacientes 

com AER, e *010107 

ausente neste grupo 

Hylenius et al. 

(2004) 
Dinamarca Pré-eclampsia +14/-14bp exon 8 

Genótipo +/+14bp no feto 

associado com pré-eclampsia 

Hviid et al. 

(2004a) 
Dinamarca FIV +14/-14bp exon 8 

Genótipo +/+14bp associado 

com o sucesso no tratamento 

Hviid et al. 

(2004b) 
Dinamarca Peso ao nascer +14/-14bp exon 8 

Genótipo +/+14bp associado 

com um maior peso ao 

nascer 
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Tabela III: Continuação 

Hviid et al. 

(2004c) 
Dinamarca 

Isoformas G1 e G5 e 

FIV 

Regi«o 5ôURR e 

3ôUTR 

Polimorfismos nessas regiões 

podem influenciar a expressão 

de sHLA-G, sendo importante 

para o sucesso da gravidez 

Tripathi et al. 

(2004) 
Índia AER +14/-14bp exon 8 NS¹ 

Nocci et al. 

(2005)
 Itália sHLA-G e FIV 

Isoforma HLA-G5 

ou G1 solúvel 

A expressão de HLA-G é 

essencial para a implantação. 

Sher et al. (2005)
 

EUA 
Expressão de HLA-G 

e FIV 

Isoforma HLA-G5 

ou G1 solúvel 

Expressão de sHLA-G é o 

verdadeiro marcador de 

qualidade de embriões. 

Yao et al. (2005)
 

Inglaterra 
Expressão de HLA-G 

e FIV 

Isoforma HLA-G5 

ou G1 solúvel 

Expressão de sHLA-G  não é o 

mais importante marcador de 

qualidade de embriões. 

Abbas et al. 

(2006)
 Índia 

Expressão do HLA-G 

e AER 

Isoformas HLA-G1, 

G2 , G3 e G4 
NS 

Yan et al. (2006a)
 

China AER +14/-14bp exon 8 NS 

Yan et al. 

(2006b)
 China AER 

Exon 2, exon 3 e 

exon 4 
NS 

Rebmann et al. 

(2007)
 Alemanha 

Expressão de HLA-G 

e FIV 

Isoforma solúvel 

HLA-G 

Expressão de sHLA-G é 

importante na identificação e 

seleção de embriões. 

Xue et al. (2007) China AER +14/-14bp exon 8 NS 

Vianna et al. 

(2007) 
Brasil Pré-eclampsia +14/-14bp exon 8 

Genótipo -/-14bp tem efeito 

protetor contra pré-eclampsia 

Borgatti et al. 

(2008)
 Itália FIV sICAM² 

Biomarcador para seleção dos 

embriões 

Chen et al. (2008) China Expressão de sHLA-G +14/-14bp exon 8 

Menos expressão de sHLA-G 

nos homozigos com a presença 

dos 14bp  

Iversen et al. 

(2008)
 Noruega  Pré-eclâmpsia +14/-14bp exon 8 NS 

Tan et al. (2008)
 Singapura e 

Malásia 

Alelos paternos na 

pré- eclampsia 

Exon 2, exon 3 e 

exon 4 

HLA-G*0106 paterno aumenta 

a suscetibilidade à pré-

eclâmpsia 

Vercammen et al. 

(2008)
 Bélgica 

Nível do sHLA-G em 

embriões de FIV e 

ICSI³ 

Forma solúvel 

Presença de sHLA-G aumenta a 

eficiência do processo de 

fertilização 

Yie et al. (2008)
 

Canadá  Pré-eclâmpsia 3ô-UTR 

Aumenta a suscetibilidade a 

pré-eclâmpsia, por instabilidade 

no mRNA 
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Tabela III: Continuação 

Sipak-Szmigiel et 

al. (2009)
 Polônia FIV 

Região promotora e 

+14/-14bp exon 8 

Inserção/deleção associado 

com o insucesso da FIV 

Kotze et al. 

(2010) 
EUA sHLA-G  e ICSI 

Isoforma HLA-G5 

ou G1 solúvel 

A expressão de HLA-G é 

importante para a 

implantação. 

Rebmann et al. 

(2010) 
Alemanhã sHLA-G e FIV 

Isoforma HLA-G5 

ou G1 solúvel 

A expressão de HLA-G é 

importante para a 

implantação. 

Vargas (2011) Brasil AER +14/-14bp exon 8 
Genótipo +/+14bp mais 

freqüente em controles 

¹NS: não significativo; ²sICAM: moléculas solúveis de adesão intracelular; ³ICSI: injeção intracitoplasmática de 

espermatozoide. 

 

Sabendo que a gestação é um estado fisiológico multifatorial e que por isso sofre a 

influência de fatores genéticos e ambientais, percebe-se a dificuldade em alcançar um 

consenso sobre o real papel do HLA-G na gestação e sobre a influência dos diferentes alelos 

no curso de uma gestação. Devido aos vários estudos controversos na área e devido a ausência 

de pesquisas em pacientes submetidos a tratamento de FIV na região sul do Brasil, faz-se 

necess§rio uma an§lise da rela­«o dos polimorfismos das regi»es 5ôURR e 3ôUTR do HLA-G 

com a eficácia da implantação do embrião após tratamento de FIV. 
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3. RESULTADOS 

 

CAPÍTULO I  

 

 

Frequency analysis of 16 SNPs located in the HLA -G 5'URR region in couples 

undergoing to assisted reproduction  
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ABSTRAT 

 

 

INTRODUCTION: The HLA-G gene has been investigated in several clinical conditions 

related to reproduction. Couples with spontaneous recurrent miscarriage, women with pre-

eclampsia or who underwent assisted reproduction treatment have participated in case-

controls studies whose main objective is to obtain information that could shed light on the 

involvement of HLA-G in these clinic conditions. Important polymorphisms exist in the 

5ôURR and 3ôUTR regulatory regions of HLA-G. OBJECTIVES: This case-control study 

investigated 16 SNPs in the promoter region of the HLA-G gene, from position -1449 to -304 

(-369A/C; -477G/C; -486C/A; -633A/G; -666T/G; -689G/A; -716G/T; -725C/G/T; -762T/C; -

964A/G; -1121C/T; -1138A/G; -1140T/A; -1155G/A; -1179G/A; -1306A/G), and their 

possible association with conception resulting from assisted reproduction technology (ART). 

METHODS: The patient group was composed of 19 couples (n = 38) undergoing ART. Sixty-

nine couples (n = 138), with 2 or more term pregnancies and with no records of other 

reproductive problems, were considered as the control group. RESULTS: The analysis of 

genotypic frequencies showed a significant decrease (p<0.01) in positions -1306G/G, -
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1179A/A and -1121C/T in the patient group, as well as a significant increase in the 

frequencies of -1155G/G, -1138A/A and -964A/G in the control group. The patient group 

showed significant higher frequencies of -1306A, -1179G and -1121C alleles whereas in the 

control group the -1138A and -964G alleles were more frequent (p<0.01). The -725C/G/T 

SNP has been repeatedly associated with the methylation profile of CpG dinucleotides; 

interestingly our case-control couples presented similar frequencies when both groups were 

compared. When comparisons were made within the control group, male were significantly 

different than female. CONCLUSIONS: Our conclusions lead us to confirm the important 

role of the already known -725C/G/T SNP and suggest that additional nearby variations at the 

HLA-G promoter region can also influence gene regulation and consequently the implantation 

process which depends on the immunomodulatory action of the HLA-G isoforms. 

 

KEYWORDS 

 

5ôURR, HLA-G, human reproduction, SNP 

 

 

INTRODUCTION  

 

 

When a natural conception is not achieved, assisted reproductive technologies 

(ART) which includes artificial insemination (AI) and in vitro fertilization (IVF) are currently 

available to couples who are trying to conceive [1]. During the pregnancy, both the embryo 

and the endometrium stimulate changes in the maternal immune system, in order to have a 

successful implantation [2]. 

Major Histocompatibility Complex (MHC) genes are responsible for the synthesis 

of proteins that play an important role in the adaptive immune response. In humans, the group 

of genes referred to as MHC are denominated Human Leucocyte Antigens (HLA) and it is 

located on chromosome 6, 6p21.3 [3]. 

In recent years, there is an increasing amount of information about a very special 

HLA gene, named HLA-G. Discovered for the first time in the maternal-fetal interface it was 

considered an important immunomodulatory molecule. Several studies have described an 

association between the presence of soluble human leukocyte antigen G (sHLA-G) in human 
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embryo culture supernatants (ES) and implantation success [4-10]. 

In 1987, Geraghty et al. [11], identified a gene sequence in the MHC region that 

was later named HLA-G whose gene structure was similar to HLA class I genes, with eight 

exons, seven introns and a 3' non-translated region (3'UTR). However, the sixth exon of 

HLA-G presents a nucleotide variation these results in a termination codon. As a consequence 

the resulting protein has a cytoplasmatic segment with 6 amino acids only, in contrast to other 

classic HLA Class I proteins which present 30 amino acids in this highly conserved region. 

Ellis et al., 1990 [12], classified HLA-G as a non-classic class I gene. Lately, a tolerogenic 

role was assigned to HLA-G through NK cells inhibitory receptors binding, more specifically 

to the KIR2DL4 receptor as well as to the leukocyte immunoglobulin-like inhibitory receptors 

1 (LIR1 or ITL2) and LIR-2 (or ILT-4), or by its interaction with HLA-E, which binds to 

CD94/NKG2 [13]. 

Exons 2, 3 and 4 code for Ŭ1, Ŭ2 and Ŭ3 domains of HLA-G protein, respectively. 

While the first two domains define the peptide binding cleft, the Ŭ3 domain harbours the LIR-

1 and LIR-2 receptor binding epitopes, in a distinct interaction from that observed in classic 

class I molecules and the ɓ2-microglobulin chain [14, 15]. 

Due to alternative splicing, HLA-G may present seven different isoforms, such as 

a membrane bound forms (HLA-G1, G2, G3 and G4) and soluble forms (HLA-G5, G6 e G7) 

[16]. Soluble forms result from the retention of intron 2 or 4 during mRNA processing. The 

resulting mature transcript has a termination codon that encodes for a protein without the 

membrane-binding domain [17]. 

Plasma levels of sHLA-G are directly influenced by HLA-G alleles. In 2001, 

Rebmann et al. [18] observed that low levels of sHLA-G are expressed in individuals bearing 

HLA-G*01:03 and HLA-G*01:05N alleles. Alleles G*01:04:01 and G*01:01 result in high 

expression levels of sHLA-G, while intermediate levels have been associated with alleles 

G*01:01:08 e G*01:04. 

Important polymorphisms are also present in the 5' regulatory region and the 3' 

untranslated region (5ôURR and 3ôUTR, respectively) and are associated with HLA-G gene 

expression and protein levels regulation [19]. 

Some studies suggest that a SNP in position -725C/G/T [20] in the 5ôURR with 

the presence of guanine may alter the methylation profile of CpG dinucleotides resulting in a 

modification of gene expression. Position -726 is methylated in the majority of cells bearing 
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the -725G allele. This epigenetic modification may influence the binding of IRF-1 in ISRE 

located around 10 base pairs 3' from the polymorphic position [20, 21]. 

HLA-G presents an exclusive tissue specific regulation when compared to the 

other HLA Class I genes. Expression has been observed at the maternal-fetal interface [12, 

22], in the fetal liver, eyes, heart, lungs and kidneys, besides the thymus, keratinocytes, B and 

T cells, spleen and kidneys in adults [23]. 

At the fetal-maternal interface an allogenic immune response would be expected. 

The absence of MHC Class I (Ia) molecules is considered as one of the reasons for this non-

response. However, it is well known that the trophoblast expresses HLA-C, as well as other 

non-classical HLA molecules, such as HLA-G and HLA-E. This non canonic profile has been 

associated with immune modulatory functions that play an important role in gestational 

outcome [24, 25].  

In the present study, we sequenced approximately 1400 base pairs (bp) of the 

HLA-G promoter region, targeting 16 SNPs already described in previous studies by other 

groups [20, 26], in 19 couples (n = 38) undergoing ART and 69 control couples (n = 138) in 

order to assess if these variations may confer any prognostic value to IVF or AI treatment. 

 

 

MATERIALS AND METHODS  

 

 

 Case and Control Sample 

 

 

Our case group included 19 Euro-Brazilian couples undergoing ART due to 

difficulties in natural conception related to female or male fertility. The couples were mainly 

selected from the ñConceber - Centro de Medicina Reprodutivaò in the state of Parana, 

Southern Brazil, between October 2009 and October 2010. The exclusion criteria comprised 

female age > 35 years, endometriosis, anatomical abnormalities of the uterus, abnormal 

karyotypes, history of autoimmune disease, retrieved oocytes <3 and the existence of 

obstructive azoospermia in males. 

The 94 control couples were voluntary participants, unrelated to the cases, with 

two or more children and without history of idiopathic miscarriages or other reproductive 
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problems. These blood samples have been assembled since 1997 at the Laboratory of 

Immunogenetics and Histocompatibility (LIGH) of the Genetics Department, Federal 

University of Paraná UFPR (Brazil). The case and control couples were grouped according to 

ethnic, social and economic status. 

The Ethics Committee of the Hospital das Clínicas of the UFPR (HC-UFPR) 

approved the study (CEP-HC nº037ext.019/2001-07), and all participants from both groups 

signed a free and informed consent form and completed a personal and occupational 

questionnaire. 

 

 

 HLA-G Genotyping 

 

 

Peripheral blood DNA extraction was carried out with the salting out technique 

described by Lahiri and Nurnberger [27]. PCR reactions included the following: Taq 1X 

buffer (70 Mm Tris-HCl, pH 8.8, 20 mM (NH4)2SO4), 0.45 pM of each dNTP, 2 mM MgCl, 2 

U Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 20 pM of each specific primer pair and 50 ng/µL of 

DNA. 

Amplification of 16 SNPs in the 5ôURR of the HLA-G was performed in two 

distinct fragments, each one with the following primers (described by [28]): forward 

ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG , reverse GTGTGCCTTTGAATCCCGATGC, and 

forward CTGTGAGGTGAATAAAGTTTGTGC, reverse TGTGACTCTGTCTTGCAACCG, 

resulting in 638 bp and 637 bp PCR products, respectively. The initial denaturation cycle was 

carried out at 96ºC for 5 min; followed by 35 cycles at 96ºC for 30 sec, 66ºC for 30 sec and 

72ºC for 1 min; and a final extension step at 72ºC for 5 min. The resulting amplicon was 

purified with 10 U of Exonuclease I and 1 U Shrimp Alkaline Phosphatase (USB Corporation, 

Staufen, Germany) to remove excess of primers and dNTPs, followed by a sequencing 

reaction with ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied 

Biosystems, CA, USA). Sequencing products were eluted by electrophoresis using an ABI 

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). The primers used in the direct DNA 

sequencing were the same as the PCR amplification. All sequences obtained were aligned 

using SeqScape Software 2.5 version (Applied Biosystems, CA, USA) and compared to 
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FASTA sequence obtained from Ensemble. After that each SNP detected was individually 

noted. 

 

 Statistics 

 

 

Genotypic and allelic frequencies were determined by direct counting. The 

comparisons between samples (cases vs. controls; successes vs. failures in assisted 

reproduction treatment) were performed in 3x2 (G-test) and 2x2 (Fisherôs exact test) 

contingency tables using the GENEPOP version 4.0.10 and BIOESTAT version 5.0 

programs, respectively, with significance set at pÒ0.01. Odds ratios were calculated using 

BIOESTAT 5.0 with 95% confidence intervals. 

Estimation of the haplotype frequencies was performed with ARLEQUIN version 

3.11. The expectation-maximization (EM) algorithm was used to determine the SNP 

haplotype frequencies in the 5ôURR of HLA (1,000 bootstrap replicates) and the linkage 

disequilibrium values [29]. 

 

 

RESULTS 

 

 

 Allelic, genotypic and haplotypic frequencies of 16 SNPs located in HLA-G 

5ôURR. 

 

 

Both case and control groups were in Hardy-Weinberg equilibrium (pÒ0,05 data 

not shown) for the 16 SNPs located in the 5ôURR HLA-G promoter region between positions 

-1447 and -304. 

By comparing the SNPôs allelic frequencies between cases and controls in the 

total sample a higher frequency of -1306A, -1179G and -1121C alleles was observed in the 

case group. Higher frequencies were reported for -1138A and -964G alleles in the control 

group (pÒ0,01). Genotypic frequencies were also compared and a significant decrease in the 
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frequency of -1306G/G, -1179A/A and -1121C/T genotypes in the case group, as well as a 

significant increase in the frequency of -1155G/G, -1138A/A, -964A/G genotypes in the 

control group (p<0.01) was observed (Table I). 

The case and control samples were stratified according to sex and the allelic and 

genotypic frequencies were compared between male and female within groups (case and 

controls). No significant statistic differences were observed among all the comparisons 

performed. 

Additional stratification was performed comparing case female vs control female, 

as well as case male vs control male. In female submitted to assisted reproduction treatments 

(case group) a significant decrease (p<0.01) in the frequency of -1306G, -1179A, -1121T, -

964G, -762C, -716T, -689A, -666G and -486A alleles and -1306 G/G, -1179A/A, -964G/G, -

762C/C, -716T/T, -689A/A, -666G/G and -486A/A genotypes was observed. In control 

female group an increased frequency was observed for the -1155G, -1140A, -633G alleles 

(Table II). 

In case male, a lower significant frequency (p<0.01) in the -1179A allele was 

found. The -1121T allele wasnôt present in this group. Considering the low frequency of the -

1138G allele in both groups (p<0.01) and as a consequence the -1138G/G genotype wasnôt 

observed either in case male or control male (Table III). 

In Table IV are only represented the more frequent haplotypes (Cut-off=0,01) for 

both case and control groups. Six haplotypes were observed in the control group exclusively. 

The remaining 7 haplotypes were shared by both groups and no differences were observed in 

haplotypic frequencies between case and control groups (Table IV). 

 

 

DISCUSSION 

 

 

For a long time, HLA-G has been considered an important mediator of fetalï

maternal tolerance during pregnancy [4, 30]. Sequences and polymorphisms upstream exon 1 

in the 5ôURR of HLA-G might be of importance in the control of its expression [20, 21]. 

Pregnancy outcome has been widely investigated by different groups. Studies of 

association between polymorphisms of HLA-G and reproduction began in the past decade, and 

many of them reported a positive association with HLA-G polymorphisms. 
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Juriscova et al. in 1996 [31] were among the first to demonstrate that embryos 

expressing HLA-G mRNA showed higher cleavage rate compared to embryos that do not 

express the same molecule. Since then several studies have analyzed the possible implication 

of HLA-G molecules in the selection of embryos and oocytes for ART [5-9]. Other groups 

also correlated the ART to the analysis of HLA-G genotypes, as well as with the expression 

of HLA-G protein in culture supernatants and the embryo to be selected for IVF [32-38].  

This is the first study to address the 16 SNPs at the 5ôURR of HLA-G promoter 

region, in case couples who underwent ART and their controls, in the state of Parana, 

Southern Brazil. Our aim was to determine whether the HLA-G 5ôURR genetic variation was 

associated with the outcome of pregnancy and their diagnostic and prognostic value in ART. 

The comparisons performed between case and controls allowed us to draw the allelic, 

genotypic and haplotypic SNPôs pattern in 5ôURR of HLA-G in case and controls.  
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Table I: Genotypic and allelic frequencies comparison between case (n=38) and control (n=138) group of 

16SNPs located in HLA-G 5ôURR. 

  -1306A/G   OR A/A-A/G OR A/A-G/G   -1306A/G   OR  

  A/A  A/G G/G   (CI) (CI)   A G   (CI) 

Case group 13 20 5 

p=0.0007 

    46 30 

p=0.0035 

 

2.87 7.03   (0.60) (0.40) 2.35 

Control group 17 75 46 
(1.19-6.87) (2.18-22.71)   109 167  (1.39-3.94) 

    (0.40) (0.60)  

  -1179G/A   OR G/G-G/A OR G/G-A/A   -1179G/A     

  G/G G/A A/A    (CI) (CI)   G A     

Case group 14 21 3 

p=0.0000 

    49 27 

p=0.0005 

 

2.78 12.08   (0.64) (0.36) 2.69 

Control group 17 77 44 
(1.18-6.57) (3.08-47.38)   111 165 (1.59-4.57) 

    (0.40) (0.60)  

  -1155G/A   OR G/G-G/A OR G/G-A/A   -1155G/A     

  G/G G/A A/A    (CI) (CI)   G A     

Case group 27 10 1 

p=0.01 

    64 12 

p=0.03 

 

0.41 0.11   (0.84) (0.16) 0.372 

Control group 120 18 0 
(0.17-0.97) (0.01-1.32)   258 18 (0.17-0.81) 

    (0.93) (0.07)  

  -1140T/A         -1140T/A     

  T/T T/A A/A          T A     

Case group 5 20 13 

p=0.15 

    30 46 

p=0.11 

 

    (0.40) (0.60)  

Control group 12 61 65 
    85 191  

    (0.31) (0.69)  

  -1138A/G   OR A/A-A/G OR A/A-G/G   -1138A/G     

  A/A  A/G G/G  (CI) (CI)    A G     

Case group 32 6 0 

p=0.0038 

    70 6 

p=0.01 

 

0.12 0.24   (0.92) (0.08) 0.128 

Control group 135 3 0 
(0.028-0.5) (----)   273 3 (0.03-0.52) 

    (0.99) (0.01)  

  -1121C/T   OR C/C-C/T  OR C/C-T/T   -1121C/T     

  C/C C/T T/T   (CI)     C T     

Case group 37 1 0 

p=0.0020 

    75 1 

p=0.0013 

 

11.27 0.72   (0.99) (0.01) 10.537 

Control group 105 32 1 
(1.49-85.46) (----)   242 34 (1.42-78.28) 

    (0.88) (0.12)  

  -964A/G   OR A/A-A/G OR A/A-G/G   -964A/G     

  A/A  A/G G/G   (CI) (CI)   A G     

Case group 12 20 6 

p=0.0022 

    44 32 

p=0.0035 

 

2.77 6.00   (0.58) (0.42) 2.2 

Control group 16 74 48 
(1.13-6.80) (1.93-18.6)   106 170 (1.31-3.69) 

    (0.38) (0.62)  

  -762T/C           -762T/C     

  T/T T/C C/C           T C     

Case group 11 21 6 

p=0.06 

    43 33 

p=0.04 

 

    (0.57) (0.43)  

Control group 26 70 42 
    122 154  

    (0.43) (0.57)  

  -725C/G/T     -725C/G/T   

  C/C C/G G/G C/T G/T T/T     C G T   

Case group 25 7 0 6 0 0 

p=1.00 

 63 7 6 

p=1.00 
 (0.83) (0.09) (0.08) 

Control group 95 19 2 20 1 1 
 229 24 23 

  (0.83) (0.09) (0.08) 
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Table I: Continued 

  -716G/T           -716G/T     

  G/G G/T T/T           G T     

Case group 11 21 6 

p=0.06 

    43 33 

p=0.04 

 

    (0.57) (0.43)  

Control group 26 70 42 
    122 154  

    (0.44) (0.56)  

  -689G/A           -689G/A     

  G/G G/A A/A            G A     

Case group 11 20 7 

p=0.09 

    42 34 

p=0.07 

 

    (0.55) (0.45)  

Control group 26 70 42 
    122 154  

    (0.44) (0.56)  

  -666T/G           -666T/G     

  T/T T/G G/G           T G     

Case group 11 21 6 

p=0.06 

    43 33 

p=0.04 

 

    (0.57) (0.43)  

Control group 26 70 42 
    122 154  

    (0.44) (0.56)  

  -633A/G           -633A/G     

  A/A  A/G G/G           A G     

Case group 11 18 9 

p=0.19 

    40 36 

p=0.12 

 

    (0.53) (0.47)  

Control group 26 70 42 
    122 154  

    (0.44) (0.56)  

  -486C/A           -486C/A     

  C/C C/A A/A            C A     

Case group 11 21 6 

p=0.06 

    43 33 

p=0.04 

 

    (0.57) (0.43)  

Control group 26 70 42 
    122 154  

    (0.44) (0.56)  

  -477G/C           -477G/C     

  G/G G/C C/C           G C     

Case group 14 21 3 

p=0.04 

    49 27 

p=0.02 

 

    (0.64) (0.36)  

Control group 37 65 36 
    139 137  

    (0.50) (0.50)  

  -369A/C           -369A/C     

  A/A  A/C C/C           A C     

Case group 14 21 3 

p=0.04 

        49 27 

p=0.02 

  

    (0.64) (0.36)  

Control group 37 65 36 
    139 137  

        (0.50) (0.50)   
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Table II: Genotypic and allelic frequencies comparison between case female (n=19) and control female 

(n=69) of 16SNPs located in HLA-G 5ôURR. 

  -1306A/G   OR A/A-A/G OR A/A-G/G     -1306A/G   OR  

  A/A  A/G G/G   (CI) (CI)     A G   (CI) 

Case female 7 10 2 

p=0.0031 

     24 14 

p=0.0001 

  

2.89 12.25   (0.63) (0.37) 3.11 

Control 

female 
8 33 28 

(0.84-9.94) (2.11-71)   49 89 (1.47-6.56) 

     (0.35) (0.65)  

  -1179G/A   OR G/G-G/A OR G/G-A/A     -1179G/A     

  G/G G/A A/A    (CI) (CI)     G A     

Case female 9 8 2 

p=0.0015 

     26 12 

p=0.0000 

 

4.37 12.5   (0.68) (0.32) 3.47 

Control 

female 
9 35 25 

(1.31-14.55) (2.26-69.19)   53 85 (1.61-7.47) 

     (0.38) (0.62)  

  -1155G/A           -1155G/A     

  G/G G/A A/A            G A     

Case female 13 5 1 

p=0.04 

     31 7 

p=0.0034 

 

    (0.82) (0.18) 0.24 

Control 

female 
62 7 0 

    131 7 (0.8-0.72) 

     (0.95) (0.05)  

  -1140T/A           -1140T/A     

  T/T T/A A/A            T A     

Case female 3 11 5 

p=0.05 

     17 21 

p=0.006 

 

    (0.45) (0.55) 2.21 

Control 

female 
6 25 38 

    37 101 (1.05-4.64) 

     (0.27) (0.73)  

  -1138A/G           -1138A/G     

  A/A  A/G G/G           A G     

Case female 17 2 0 

p=0.57 

     36 2 

p=0.10 

 

    (0.95) (0.05)  

Control 

female 
67 2 0 

    136 2  

     (0.99) (0.01)   

  -1121C/T           -1121C/T     

  C/C C/T T/T           C T     

Case female 18 1 0 

p=0.02 

     37 1 

p=0.0026 

 

    (0.97) (0.03) 6.64 

Control 

female 
48 21 0 

    117 21 (0.86-51.07) 

     (0.85) (0.15)  

  -964A/G   OR A/A-A/G OR A/A-G/G     -964A/G     

  A/A  A/G G/G   (CI) (CI)     A G     

Case female 8 9 2 

p=0.0022 

     25 13 

p=0.0000 

 

3.16 12.44   (0.66) (0.34) 3.38 

Control 

female 
9 32 28 

(0.95-1.06) (2.22-69.63)   50 88 (1.59-7.20) 

     (0.36) (0.64)  

  -762T/C   OR T/T-T/C OR T/T-C/C     -762T/C     

  T/T T/C C/C   (CI) (CI)     T C     

Case female 7 10 2 

p=0.0077 

     24 14 

p=0.0003 

 

2.31 9.1   (0.63) (0.37) 2.75 

Control 

female 
10 33 26 

(0.7-7.65) (1.61-51.46)   53 85 (1.31-5.78) 

     (0.38) (0.62)  

  -725C/G/T     -725C/G/T   

  C/C C/G G/G C/T G/T T/T     C G T  

Case female 14 3 0 2 0 0 

p=0.42 

 33 3 2 

p=0.15 
 (0.87) (0.08) (0.05) 

Control 

female 
40 14 1 12 1 1 

 106 17 15 

 (0.77) (0.12) (0.11) 
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Table II: Continued 

  -716G/T   OR G/G-G/T OR G/G-T/T     -716G/T     

  G/G G/T T/T   (CI) (CI)     G T     

Case female 7 10 2 

p=0.009 

     24 14 

p=0.0003 

 

2.31 9.1   (0.63) (0.37) 2.75 

Control 

female 
10 33 26 

(0.7-7.65) (1.61-51.46)   53 85 (1.31-5.78) 

     (0.38) (0.62)  

  -689G/A   
OR G/G-

G/A 
OR G/G-A/A     -689G/A   

  

  G/G G/A A/A    (CI) (CI)     G A     

Case female 7 9 3 

p=0.01 

     23 15 

p=0.0014 

 

2.56 6.07   (0.60) (0.40) 2.45 

Control 

female 
10 33 26 

(0.76-8.65) (1.3-28.2)   53 85 (1.18-5.13) 

     (0.38) (0.62)  

  -666T/G   OR T/T-T/G OR T/T-G/G     -666T/G     

  T/T T/G G/G   (CI) (CI)     T G     

Case female 7 10 2 

p=0.0096 

     24 14 

p=0.0003 

 

2.31 9.1   (0.63) (0.37) 2.75 

Control 

female 
10 33 26 

(0.7-7.65) (1.61-51.46)   53 85 (1.31-5.78) 

     (0.38) (0.62)  

  -633A/G           -633A/G     

  A/A  A/G G/G           A G     

Case female 7 8 4 

p=0.04 

      22 16 

p=0.0035 

 

    (0.58) (0.42) 2.21 

Control 

female 
10 33 26 

    53 85 (1.06-4.57) 

      (0.38) (0.62)  

  -486C/A   OR C/C-C/A OR C/C-A/A     -486C/A     

  C/C C/A A/A    (CI) (CI)     C A     

Case female 7 10 2 

p=0.01 

     24 14 

p=0.0003 

 

2.31 9.1   (0.63) (0.37) 2.75 

Control 

female 
10 33 26 

(0.7-7.65) (1.61-51.46)   53 85 (1.31-5.78) 

      (0.38) (0.62)  

  -477G/C           -477G/C     

  G/G G/C C/C           G C     

Case female 9 8 2 

p=0.06 

      26 12 

p=0.0048 

 

    (0.68) (0.32) 2.29 

Control 

female 
18 31 20 

    67 71 (1.07-4.91) 

      (0.49) (0.51)  

  -369A/C           -369A/C     

  A/A  A/C C/C           A C     

Case female 9 8 2 

p=0.05 

       26 12 

p=0.0048 

 

    (0.68) (0.32) 2.29 

Control 

female 
18 31 20 

    67 71 (1.07-4.91) 

        (0.49) (0.51)   
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Table III: Genotypic and allelic frequencies comparison between case male (n=19) and control male 

(n=69) of 16SNPs located in HLA-G 5ôURR. 

  -1306A/G           -1306A/G   OR  

  A/A  A/G G/G           A G   (IC) 

Case male 6 10 3 

p=0.16 

      22 16 

p=0.03 

  

    (0.58) (0.42)  

Control male 9 42 18 
    60 78  

      (0.43) (0.57)   

  -1179G/A           -1179G/A     

  G/G G/A A/A            G A     

Case male 5 13 1 

p=0.03 

      23 15 

p=0.008 

 

    (0.60) (0.40) 2.11 

Control male 8 42 19 
    58 80 (1.20-4.40) 

      (0.42) (0.58)   

  -1155G/A           -1155G/A     

  G/G G/A A/A            G A     

Case male 14 5 0 

p=0.53 

      33 5 

p=0.18 

 

    (0.87) (0.13)  

Control male 58 11 0 
    127 11  

      (0.92) (0.08)   

  -1140T/A           -1140T/A     

  T/T T/A A/A            T A     

Case male 2 9 8 

p=1.00 

      13 25 

p=0.50 

 

    (0.34) (0.66)  

Control male 6 36 27 
    48 90  

      (0.35) (0.65)   

  -1138A/G   OR A/A-A/G OR A/A-G/G     -1138A/G     

  A/A  A/G G/G   (CI) (CI)     A G     

Case male 15 4 0 

p=0.007 

    34 4 

p=0.0025 

 

0.05 0.23   (0.89) (0.11)  

Control male 68 1 0 
(0.01-0.53) (----)   137 1  

      (0.99) (0.01)   

  -1121C/T           -1121C/T     

  C/C C/T T/T           C T     

Case male 19 0 0 

p=0.05 

      38 0 

p=0.0016 

 

    (1.00) (0.00)  

Control male 57 11 1 
    125 13  

      (0.91) (0.09)   

  -964A/G           -964A/G     

  A/A  A/G G/G           A G     

Case male 4 11 4 

p=0.29 

      19 19 

p=0.12 

 

    (0.50) (0.50)  

Control male 7 42 20 
    56 82  

    (0.41) (0.59)  

 -762T/C      -762T/C   

  T/T T/C C/C           T C     

Case male 4 11 4 

p=1.00 

      19 19 

p=0.55 

 

    (0.50) (0.50)  

Control male 16 37 16 
    69 69  

      (0.50) (0.50)   

  -725C/G/T       -725C/G/T   

  C/C C/G G/G C/T G/T       C G T  

Case male 11 4 0 4 0 

p=0.31 

  30 4 4 

p=0.14 
  (0.80) (0.10) (0.10) 

Control male 55 5 1 8 0 
  123 7 8 

  (0.89) (0.05) (0.06) 
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Table III: Continued 

  -716G/T           -716G/T     

  G/G G/T T/T           G T     

Case male 4 11 4 

p=1.00 

      19 19 

p=0.55 

 

    (0.50) (0.50)  

Control male 16 37 16 
    69 69  

      (0.50) (0.50)   

  -689G/A           -689G/A     

  G/G G/A A/A            G A     

Case male 4 11 4 

p=1.00 

      19 19 

p=0.55 

 

    (0.50) (0.50)  

Control male 16 37 16 
    69 69  

      (0.50) (0.50)   

  -666T/G           -666T/G     

  T/T T/G G/G           T G     

Case male 4 11 4 

p=1.00 

      19 19 

p=0.55 

 

    (0.50) (0.50)  

Control male 16 37 16 
    69 69  

      (0.50) (0.50)   

  -633A/G           -633A/G     

  A/A  A/G G/G           A G     

Case male 4 10 5 

p=0.85 

      18 20 

p=0.39 

 

    (0.47) (0.53)  

Control male 16 37 16 
    69 69  

      (0.50) (0.50)   

  -486C/A           -486C/A     

  C/C C/A A/A            C A     

Case male 4 11 4 

p=1.00 

      19 19 

p=0.55 

 

    (0.50) (0.50)  

Control male 16 37 16 
    69 69  

      (0.50) (0.50)   

  -477G/C           -477G/C     

  G/G G/C C/C           G C     

Case male 5 13 1 

p=0.35 

      23 15 

p=0.16 

 

    (0.61) (0.39)  

Control male 19 34 16 
    72 66  

      (0.52) (0.48)   

  -369A/C           -369A/C     

  A/A  A/C C/C           A C     

Case male 5 13 1 

p=0.35 

        23 15 

p=0.16 

  

    (0.61) (0.39)  

Control male 19 34 16 
    72 66  

        (0.52) (0.48)   
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Table IV: More frequent haplotypes and their frequencies estimation in case (n=76) and control (n=276) 

groups of 16SNPs located in HLA-G 5ôURR. 

  Haplotype Case   Control   

Freq. 

  

-1
3

0
6

A
/G

 

-1
1

7
9

G
/A

 

-1
1

5
5

G
/A

 

-1
1

4
0

T
/A

 

-1
1

3
8

A
/G

 

-1
1

2
1

C
/T

 

-9
6

4
A

/G
 

-7
6

2
T

/C
 

-7
2

5
C

/G
/T

 

-7
1

6
G

/T
 

-6
8

9
G

/A
 

-6
6

6
T

/G
 

-6
3

3
A

/G
 

-4
8

6
C

/A
 

-4
7

7
G

/C
 

-3
6

9
A

/C
 

F
e

m
a

le 

(n
=

1
9

) 

M
a

le
 

(n
=

1
9

) 

F
e

m
a

le 

(n
=

6
9

) 

M
a

le
 

(n
=

6
9

) 

1 G A G A A C G C C T A T G A C C 0.020 0.025 0.122 0.137 0.304 

2 A G G T A C A T C G G G A C G A 0.037 0.034 0.081 0.121 0.273 

3 A G A A A C A T C G G G A C G A 0.016 0.009 0.016 0.016 0.057 

4 G A G A A C G T C G G G A C G A 0.003  0.022 0.024 0.049 

5 G A G A A C G C G T A T G A C C 0.006 0.008 0.023 0.011 0.048 

6 A G G A A C A T C G G G A C G A 0.006 0.006 0.013 0.006 0.031 

7 G A G A A T G C G T A T G A C C   0.021 0.005 0.026 

8 G A G A A T G T C G G G A C G A   0.012 0.012 0.024 

9 A G G T A C A C C T A T G A C C  0.003 0.010 0.010 0.023 

10 G A G A A C G C T T A T G A G A   0.015  0.015 

11 G A G A A C G C C T A T G A G A   0.011  0.011 

12 G A G A A T G C T T A T G A G A   0.008 0.003 0.011 

13 G A G A A C G C T T A T G A C C   0.003 0.007 0.010 

 

 

Ober et al., 2003 [20] described that the ī725C/G variation, was associated with 

fetal loss, with an increased risk for miscarriage in couples in which both partners carried the -

725G allele, compared with couples not carrying this allele (p=0.035; OR=2.76; 95% 

CI=1.08ï7.09;). According to their comments, the G at nucleotide -725 creates a CpG 

dinucleotide and they demonstrate that this CpG site was methylated  on  -725G alleles. This 

putative methylation site could be acknowledged as an important position in the regulation of 

HLA-G gene expression. 

In a previous study of our group, Silva et al. [28] sequenced the same 1400 bp 

HLA-G 5ôURR promoter region and carried out a genetic study in couples with recurrent 

spontaneous miscarriages (RSM). Their results regarding the polymorphic site -725C/G/T 

were similar to those reported by Ober et al. in the Hutterite community [20]. 

The unusual feature of the cis-acting regulatory elements in the promoter region 

of HLA-G may determine their differential responsiveness to master transcriptional inducers 

of MHC class Ia genes (NF-kB, IRF-1 and Class II transactivator). As a consequence, a tight 

transcriptional gene control and tissue-restricted expression favour the presence of HLA-G at 

the fetal-maternal interface during pregnancy. 

Regarding to the SNP -725C/G our findings were different from those reported by 

Ober and others who investigated HLA-G polymorphisms and reproduction. They concluded 
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that -725G alleles/genotypes were associated with susceptibility to pregnancy complications, 

as a result of the down regulation of HLA-G transcription. In the present study the -725G 

allele showed similar frequencies in both case and control groups.  

Moreover, SNPs -1306A/G, -1179G/A,  -1155G/A,  -1138A/G,  -1121C/T,  -

964A/G showed differences in allelic and/or genotypic frequencies when comparisons 

between case and controls were performed. Interestingly, when case and control samples were 

stratified according to sex it was observed that SNP -1306G, both allele (p = 0.0001; OR = 

3.11; CI = 1.47-6.56) and genotypes -1306GG (p = 0.0031; OR = 2.89; CI = 0.84-9.94) 

remained in lower frequencies in case female. 

The 16 SNPs genotyping in the promoter region of HLA-G, upstream exon 1, 

allowed the estimation of 7 haplotypes presented in both control and case group, whereas 6 

unique haplotypes were presented only in control group. 

These findings lead us to suggest and add evidences that, other SNPs, e.g. -1306 

apart from -725, could act as a target site like a ñtag SNPò in the midst of regulatory 

sequences, equally relevant in controlling the HLA-G gene expression. In fact, the HLA-G 

gene region that spans from position ï1350 to ï1100 in HLA-G 5ô regulatory region, includes 

important regulatory loci, such as, the locus control region (LCR) and tissue specific 

regulatory element (TSRE) [20]. Nucleotide variation in this region that disrupts transcription 

factor binding sites may impact on the regulation of expression of certain HLA-G alleles by 

avoiding the binding of transcriptional factors. 

It is widely accepted that HLA-G polymorphisms in 5ôURR might influence the 

expression of HLA-G transcript and protein. Several studies were carried out in other 

population to evaluate the important role of HLA-G in clinical practice. However, the findings 

of the actual study were not enough to establish association and prognostic value between the 

polymorphisms investigated and couples who underwent ART. More and larger studies 

remain to be done to clarify the influence and the potential prognostic value of HLA-G 

5ôURR polymorphism in assisted reproduction treatment. 
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CAPSULE 

 

Analysis of 16 SNPs in the 5ôURR and a 14-bp ins/del in the 3ôUTR of the HLA-

G gene in couples who underwent assisted reproduction treatments revealed susceptibility and 

protective haplotypes. 

 

ABSTRAT 

 

The role of HLA-G in several clinical conditions related to reproduction has been 

investigated. Important polymorphisms have been found within the 5ôURR and 3ôUTR 

regions of the HLA-G promoter. The aim of the present study was to investigate 16 SNPs in 

the 5ôURR and 14-bp insertion/deletion (ins/del) polymorphism located in the 3ôUTR region 

of the HLA-G gene and its possible association with the implantation outcome in couples who 

underwent assisted reproduction treatments (ART). The case group was composed of 19 

couples (n = 38) who underwent ART. Ninety-four couples (n = 188) with two or more term 

pregnancies composed the control group. The expectation-maximization algorithm was used 
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to determine the polymorphism haplotype frequencies of the HLA-G gene for both groups. 

Classifying the case/control groups according to sex revealed a susceptibility haplotypes (that 

direct couples to ART) associated with HLA-G alleles in case women compared with control 

women. In addition, a protective haplotypes, related to fertility, was present only in control 

men and absent in case men. The presence of the HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b 

alleles, as well as a 14-bp deletion, in both case women (susceptibility haplotype) and control 

men (protective haplotype) showed contrasting results indicative of a maternal effect. These 

results led us to suggest a contribution of the HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b 

alleles to the implantation outcome in couples who underwent ART. 

 

KEYWORDS 

 

14-bp ins/del, HLA-G regulatory region, human reproduction, protective haplotype, 

SNPs, susceptibility haplotype 

 

INTRODUCTION  

 

The HLA-G gene, described by Geraghty et al. (1), plays an important role in 

immune tolerance and was initially discovered at the maternal-fetal interface. Evidence 

suggests that the maternal-fetal tolerance observed in pregnancy may result from interactions 

between HLA-G and receptors expressed in the membrane or cytoplasm of the natural killer 

(NK) cells (2) present at the maternal-fetal interface. 

This gene is codominantly expressed, and its exon-intron and 3ôUTR structures are 

similar to other classical HLA class I genes; however, differences in the 3ǋ end encode a 

shorter cytoplasmic tail (1, 3). Important polymorphisms are also present in the regulatory 

region (5ôURR and 3ôUTR) and are associated with HLA-G gene expression and protein 

levels regulation (4). 

Moreover, the unusual feature of the cis-acting regulatory elements in the promoter 

region of HLA-G may determine their differential responsiveness to master transcriptional 

inducers of MHC class Ia genes (NF-kB, IRF-1 and Class II transactivator). As a 

consequence, a tight transcriptional gene control and tissue-restricted expression favor the 

presence of HLA-G at the fetal-maternal interface during pregnancy. In fact, the HLA-G gene 

region that spans from position ï1350 to ï1100 in HLA-G 5ô regulatory region includes 
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important regulatory loci, such as, the locus control region (LCR) and tissue specific 

regulatory element (TSRE) (5). 

Additionally, it was suggested that a single nucleotide polymorphism (SNP) in 

position -725C/G/T in the 5ôURR with the presence of guanine may alter the methylation 

profile of CpG dinucleotides resulting in a modification of gene expression. Position -726 is 

methylated in the majority of cells bearing the -725G allele (5). This epigenetic modification 

may influence the binding of regulatory factors as IRF-1 (Interferon response factor-1) to 

ISRE (interferon specific regulation element) located around 10 base pairs 3' from the 

polymorphic position (6). 

Furthermore, the 14-bp insertion/deletion (ins/del) polymorphism in exon 8 of the 

3ǋUTR present in both the HLA-G gene and transcript may affect HLA-G gene expression, 

resulting in higher or lower levels of soluble HLA-G (sHLA-G). Low levels of sHLA-G have 

been associated with some pregnancy complications, such as recurrent spontaneous 

miscarriages and pre-eclampsia, as well as in vitro fertilization (IVF) implantation failure (7). 

The results of other studies have been contradictory regarding the association between HLA-G 

14-bp ins/del polymorphisms and pregnancy complications (8 - 10). 

On the basis of the hypothesis that the HLA-G 14-bp genotype plays a role in 

pregnancy outcome, several researchers have reported that homozygous genotypes for the 14-

bp insertion sequence were more common in women with recurrent miscarriages and other 

pregnancy complications than in fertile controls. Table 1 reviews 17 studies that have reported 

on the 14-bp ins/del polymorphism in exon 8 of HLA-G and its association with various 

pregnancy complications. Out of five studies that focused on recurrent spontaneous abortion 

(RSA) (8, 9, 11 - 13), four reported a link with mRNA expression (14 - 17), four with 

preeclampsia (10, 18, 19), three with IVF treatment (20 - 22) and one with birth weight (23). 

Therefore, the present study investigated 16 SNPs in the 5ôURR previously described 

by Hviid et al., 1999 (24) and Ober et al., 2003(5) and 14-bp ins/del polymorphism (25) 

located in the 3ôUTR region of the HLA-G gene and its possible association with the 

implantation outcome in couples who underwent ART. 
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MATE RIALS AND METHODS  

 

Subjects 

 

Our case group included 19 Euro-Brazilian couples undergoing ART due to 

difficulties in natural conception related to female or male fertility. The couples were mainly 

selected from the ñConceber - Centro de Medicina Reprodutivaò in the state of Parana, 

Southern Brazil, between October 2009 and October 2010. The exclusion criteria comprised 

female age > 35 years, endometriosis, anatomical abnormalities of the uterus, abnormal 

karyotypes, history of autoimmune disease, retrieved oocytes <3 and the existence of 

obstructive azoospermia in males. 

The 94 control couples were voluntary participants, unrelated to the cases, with two 

or more children and without history of idiopathic miscarriages or other reproductive 

problems. These blood samples have been assembled since 1997 at the Laboratory of 

Immunogenetics and Histocompatibility (LIGH) of the Genetics Department, Federal 

University of Paraná UFPR (Brazil). The case and control couples were grouped according to 

ethnic, social and economic status. 

The Ethics Committee of the Hospital das Clínicas of the UFPR (HC-UFPR) 

approved the study (CEP-HC nº037ext.019/2001-07), and all participants from both groups 

signed a free and informed consent form and completed a personal and occupational 

questionnaire. 

 

HLA-G Genotyping 

 

Peripheral blood DNA extraction was carried out with the salting out technique 

described by Lahiri and Nurnberger (26). PCR reactions included the following: Taq 1X 

buffer (70 Mm Tris-HCl, pH 8.8, 20 mM (NH4)2SO4), 0.45 pM of each dNTP, 2 mM MgCl, 2 

U Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 20 pM of each specific primer pair and 50 ng/ɛL of 

DNA. 

Amplification of 16 SNPs in the 5ôURR of the HLA-G was performed in two distinct 

fragments, each one with the following primers: forward 

ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG , reverse GTGTGCCTTTGAATCCCGATGC, and 

forward CTGTGAGGTGAATAAAGTTTGTGC, reverse TGTGACTCTGTCTTGCAACCG, 
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resulting in 638 bp and 637 bp PCR products, respectively. The initial denaturation cycle was 

carried out at 96ºC for 5 min; followed by 35 cycles at 96ºC for 30 sec, 66ºC for 30 sec and 

72ºC for 1 min; and a final extension step at 72ºC for 5 min. The resulting amplicon was 

purified with 10 U of Exonuclease I and 1 U Shrimp Alkaline Phosphatase (USB Corporation, 

Staufen, Germany) to remove excess of primers and dNTPs, followed by a sequencing 

reaction with ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v.3.1 (Applied 

Biosystems, CA, USA). Sequencing products were eluted by electrophoresis using an ABI 

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). The primers used in the direct DNA 

sequencing were the same as the PCR amplification. All sequences obtained were aligned 

using SeqScape Software 2.5 version (Applied Biosystems, CA, USA) and compared to 

FASTA sequence obtained from Ensemble. After that each SNP detected was individually 

noted. 

The 14bp ins/del polymorphisms primers were described by Hviid et al., 2002 (11). 

The PCR protocol was performed as follows: denaturation at 96ºC for 5 min; 35 cycles at 

96ºC for 30 sec, 64ºC for 90 sec and 72ºC for 1 min; and a final extension step at 72ºC for 5 

min. Then, the PCR products were electrophoresed in a 2.5% agarose gel for 75 min at 100 V 

and stained with ethidium bromide to allow scoring of the three different genotypes. The 

results were confirmed by electrophoresis in an 8% nondenaturing polyacrylamide gel for 150 

minutes at 270 V. 

 

Statistical Analysis 

 

Genotypic and allelic frequencies were determined by direct counting. The 

comparisons between samples (cases vs. controls; successes vs. failures in assisted 

reproduction treatment) were performed in 3x2 (G-test) and 2x2 (Fisherôs exact test) 

contingency tables using the GENEPOP version 4.0.10 and BIOESTAT version 5.0 

programs, respectively, with significance set at pÒ0.01. Odds ratios were calculated using 

BIOESTAT 5.0 with 95% confidence intervals. 

Estimation of the haplotype frequencies was performed with ARLEQUIN version 

3.11. The expectation-maximization (EM) algorithm was used to determine the SNP 

haplotype frequencies in the 5ôURR of HLA (1,000 bootstrap replicates) and the linkage 

disequilibrium values (27). 
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RESULTS 

 

Initially we evaluated the 14-bp ins/del polymorphisms. This polymorphism was 

found to be in Hardy-Weinberg equilibrium, pÒ0.05 in the case and control groups. No 

significant differences (p>0.01) were observed in the genotypic and allelic frequencies of the 

exon 8 14-bp ins/del polymorphism between the case group (n = 38) and the control group (n 

= 188). The distributions of the 14-bp ins/del genotypic and allelic frequencies in both sexes 

within each group were similar. No significant differences were observed in any of the 

performed comparisons (data not shown). 

The case group (n = 38) was grouped according to ART outcome: success (n = 12) or 

implantation failure (n = 26). No differences were observed in the allelic or genotypic 

frequencies between the success and failure groups for different sexes within the groups (men 

vs. women) or between the groups (success women vs. failure women; success men vs. failure 

men). 

We also estimated the most frequently haplotypes for 16 SNPs in the 5ôURR plus the 

14-bp ins/del in the 3ôUTR of the HLA-G gene (cut-off = 0.01) for both the case and control 

groups are shown in Table 2. Nine haplotypes were observed exclusively in the control group. 

The remaining 7 haplotypes were shared by both groups. 

The haplotypic comparisons between the case and control groups revealed that 

Haplotypes 3 and 4 were absent in the case group and were only present in controls; thus, they 

were associated with protection, related to fertility. Haplotypes 2 and 5 showed higher 

frequencies in the case group compared with the control group and were associated with 

susceptibility, that direct couples to ART (Table 3). 

Comparisons between groups according to sex revealed a higher frequency of 

Haplotype 2 (or the susceptibility haplotype) (p = 0.003) in case women when compared with 

control women. Haplotype 5 also showed a higher but not statistically significant frequency in 

case women (p = 0.02; level P = 0.01). In addition, Haplotype 3 showed a higher but not 

statistically significant frequency in control women (p = 0.02; level P = 0.01) (Table 3). 

Haplotype 3 (or the protection haplotype) was present and statistically significant only in 

control men and absent in case men (p = 0.006) (Table 3). 
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DISCUSSION 

 

Population studies on the HLA-G 14-bp ins/del polymorphism have shown 

differences in allelic/genotypic frequencies among women. The +/+14-bp genotype is more 

frequent in Danish than in Chinese or Indian women (reviewed in 9). No differences were 

observed among the Brazilian Amerindian population (28). Analysis of the 14-bp ins/del in an 

urban Brazilian population revealed a profile similar to that described for a European 

Caucasian population due to European colonization in Brazil (29). 

Our results did not demonstrate significant differences in the genotypic or allelic 

distribution between case and control group, in accordance with similar results observed by 

Thipathi et al. (8), Xue et al. (9) and Iversen et al. (10). On the other hand, Vargas et al. 

concluded that the +/-14-bp genotype was more frequent in a control group than in an RSA 

group but did not demonstrate any difference in the allelic level between groups (13). 

Association studies relating HLA-G and its influence in reproductive processes 

described by several authors have shown contradictory results (Table 1). For some 

reproductive complications, such as infertility that requires ART (8) or pre-eclampsia (18), 

the +14-bp allele had no influence on the clinical outcome. By contrast, a higher frequency of 

the +14-bp allele has been observed in a group of RSA women (7, 9, 11) and in IVF patients 

(21). 

Birth weight has also been associated with the presence/absence of the 14-bp 

sequence (30). A higher frequency of the +/+ 14-bp genotype in the fetus was observed in 

mothers women presenting with pre-eclampsia during pregnancy (16). 

In the present study, haplotypic comparisons between the case and control groups 

showed that Haplotypes 3 and 4 were absent in the case group and only present in controls 

and were thus associated with protection. Similarly, Haplotypes 2 and 5 showed higher 

frequencies in the case group when compared with the control group and were associated with 

susceptibility (Tables 3). Furthermore, comparisons between groups according to sex revealed 

a higher frequency of Haplotype 2 (susceptibility haplotype) (p = 0.003; OR = 3.79; CI = 

1.58-9.06) in case women compared with control women. Haplotype 5 also showed a higher 

but not statistically significant frequency in case women (p = 0.02), and Haplotype 3 showed 

a higher but not statistically significant frequency in control women (p = 0.02). A comparison 

of case men vs. control men revealed that Haplotype 3 (protection haplotype) was present and 

statistically significant only in control men and absent in case men (p = 0.006; OR = 0.14; CI 

= 0.01-1.10). 
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On the basis of these new findings, we aligned reported sequences of HLA-G 

promoter region alleles with those of the susceptibility/protection haplotypes, as shown in 

Table 4. 

Aldrich et al. (31) reported that the presence of an HLA-G*01:04 or HLAG*01:05N 

allele in either partner was significantly associated with an increased risk of miscarriage after 

adjustment for maternal age, number of previous miscarriages, history of live birth and 

treatment with paternal mononuclear cells. The G*01:05N allele is defined by polymorphisms 

in the Ŭ2 domain and encodes protein variants that are present only in the fulllength HLA-G1 

protein (32). Evidence suggests that allelic variation in the Ŭ2 domain of the HLA-G1 

isoforms contributes to recurrent miscarriages (31). 

Low levels of sHLA-G have been observed in the presence of HLA-G*01:05N. The 

allele G*01:04:01 has been related to high serum levels of sHLA-G, such as G*01:01, 

whereas intermediate levels have been associated with alleles G*01:01:08 and G*01:04 (14, 

33). 

In the present study, we observed that the HLA-G*01:01:02a allele, which includes 

the HLA-G*01:05N allele and ins 14-bp in association with Haplotype 2, showed a 

significant, specific risk in case women (p = 0.005; OR = 3.79; CI = 1.58-9.06). In addition, 

the HLA-G*01:04:01a and HLA-G*01:04:01b alleles plus del 14-bp in association with 

Haplotype 5 also showed a specific risk in the same group (p = 0.02), which led us to suggest 

their contribution to couples seeking ART because of unexplained infertility. The 

HLAG*01:01:02a allele plus del 14-bp in association with Haplotype 3 showed a 

nonsignificant Haplotype 3-specific protective effect in control women (p = 0.02). 

Interestingly, we observed that HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b plus del 14-bp 

associated with Haplotype 3 showed a significant protective effect in control men (p = 0.006; 

OR = 0.14; CI = 0.01-1.10). 

The presence of the HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b alleles plus del 14-bp 

in both case women (susceptibility haplotype) and control men (protective haplotype) 

produced contrasting results, which led us to suggest a maternal effect associated with the 

HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b alleles that the mother provided to the developing 

embryo. 
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Table 1: Review of studies on HLA-G and its influence in reproductive processes 

Country  Process studied HLA-G region study Results 

Denmark 

(11) 
RSA +14-bp/-14-bp exon 8 

+/+14-bp genotype more frequent in 

female patients 

Denmark 

(14) 

HLA-G alleles and mRNA 

level in first-trimester 

trophoblast cells 

HLA-G alleles and  

+14-bp/-14-bp exon 8 

+14-bp allele associated with low 

HLA-G mRNA levels 

France (15) 

HLA-G mRNA level in 

JEG-3 choriocarcinoma 

and M8 melanoma cells 

+14-bp/-14-bp exon 8 
-14-bp allele associated with 

increased HLA-G mRNA stability 

Denmark 

(18) 
Pre-eclampsia +14-bp/-14-bp exon 8 

+/+14-bp fetal genotype associated 

with pre-eclampsia 

Denmark 

(20) 
IVF +14-bp/-14-bp exon 8 

+/+14-bp genotype associated with 

successful treatment 

Denmark 

(23) 
Birth weight +14-bp/-14-bp exon 8 

+/+14-bp genotype associated with 

higher birth weight 

Denmark 

(21) 

HLA-G isoforms G1 and 

G5 and IVF 

5ôURR and 3ôUTR 

regions 

Polymorphisms influenced sHLA-G 

expression 

India (8) RSA +14-bp/-14-bp exon 8 NS 

China (12) RSA +14-bp/-14-bp exon 8 
+14-bp allele more frequent in 

female patients  

China (9) RSA +14-bp/-14-bp exon 8 NS 

Brazil (19) Pre-eclampsia +14-bp/-14-bp exon 8 
-/-14-bp genotype conferred 

protection against pre-eclampsia 

China (16) sHLA-G expression +14-bp/-14-bp exon 8 
sHLA-G expression lower in  

+/+14-bp than -14-bp carrier 

Norway (10) Pre-eclampsia +14-bp/-14-bp exon 8 NS 

Canada (34) Pre-eclampsia 3ô-UTR region 
Instability of mRNA associated with 

susceptibility to pre-eclampsia 

Poland (22) IVF 
Promoter region and 

+14-bp/-14-bp exon 8 

+/-14-bp genotype associated with 

IVF failure  

Brazil (13) RSA +14-bp/-14-bp exon 8 
+/+14-bp genotype more frequent in 

controls 

Spain (17) HLA-G5 level +14-bp/-14-bp exon 8 
+14-bp allele associated with the 

presence of the HLA-G5 isoform  

IVF: in vitro fertilization 

NS: not significant 

RSA: recurrent spontaneous abortion 

sHLA-G: soluble HLA-G 
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Table 2 Most frequently haplotypes plus 14-bp ins/del for 16 SNPs and their frequencies in the case (n = 38) and control (n = 76) groups. 

  Haplotype Case Control  

Total 

Freq.   
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3
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-4
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-4
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7
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-3
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1
4

b
p
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s/
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e
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W
o

m
e

n
 

M
e

n
 

W
o

m
e

n
 

M
e

n
 

1 G A G A A C G C C T A G G A C C del 0.021 0.028 0.071 0.1 0.22 

2 A G G T A C A T C G G T A C G A ins 0.039 0.036 0.042 0.065 0.182 

3 A G G T A C A T C G G T A C G A del   0.045 0.063 0.108 

4 G A G A A C G C C T A G G A C C ins   0.039 0.024 0.063 

5 A G A A A C A T C G G T A C G A del 0.018 0.012 0.015 0.016 0.061 

6 G A G A A C G C G T A G G A C C del 0.006 0.009 0.011 0.006 0.032 

7 A G G A A C A T C G G T A C G A ins 0.006 0.003 0.01 0.009 0.028 

8 G A G A A C G T C G G T A C G A del 0.004  0.011 0.011 0.026 

9 A G G T A C A C C T A G G A C C ins  0.003 0.01 0.011 0.024 

10 G A G A A C G C G T A G G A C C ins   0.016 0.007 0.023 

11 G A G A A T G T C G G T A C G A ins   0.009 0.01 0.019 

12 G A G A A T G C G T A G G A C C del   0.016 0.003 0.019 

13 G A G A A C G T C G G T A C G A ins   0.006 0.007 0.013 

14 G A G A A C G C T T A G G A G A del   0.012  0.012 

15 G A G A A C G C T T A G G A C C del   0.003 0.008 0.011 

16 G A G A A C G C C T A G G A G A del   0.01  0.01 
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Table 3: Haplotypic frequency comparison between case (n=76) and control (n=232) 

group, case women (n=38) and control women (n=116) group and case men (n=38) and 

control men (n=116). 

    

C
a

s
e

 g
ro

u
p 

C
o

n
tr

o
l 
g

ro
u

p 
  

OR               

(CI) 

  

C
a

s
e

 w
o

m
e

n 

C
o

n
tr

o
l w

o
m

e
n 

  
OR               

(CI) 

  

C
a

s
e

 m
e

n 

C
o

n
tr

o
l 
m

e
n   

OR               

(CI) 

  

                

Hapl. 1 
+ 16 55 

p=0.379 
  7 23 

p=0.237 
  9 32 

p=0.566 
  

- 60 177     31 93     29 84     

Hapl. 2 
+ 25 36 

p=0.001 
2.66  13 14 

p=0.003 
3.79  12 22 

p=0.083 
  

- 51 196 1.47-4.84   25 102 1.58-9.06   26 94     

Hapl. 3 
+ 0 29 

p=0.0002 
0.09  0 12 

p=0.029 
  0 17 

p=0.006 
0.14  

- 76 205 0.01-0.67   38 104     38 99 0.01-1.10   

Hapl. 4 
+ 0 16 

p=0.009 
0.16  0 10 

p=0.053 
  0 6 

p=0.1768 
  

- 76 216 0..2-1.28   38 106     38 110     

Hapl. 5 
+ 10 10 

p=0.010 
3.42  6 5 

p=0.027 
  4 5 

p=0.068 
  

- 66 222 1.36-8.57   32 111     34 111     

Hapl. 6 
+ 5 6 

p=0.105 
  2 4 

p=0.456 
  3 2 

p=0.096 
  

- 71 226     36 112     35 114     

Hapl. 7 
+ 3 6 

p=0.389 
  2 3 

p=0.339 
  1 3 

p=0.635 
  

- 73 226     36 113     37 113     

Hapl. 8 
+ 1 6 

p=0.451 
  1 3 

p=0.635 
  0 3 

p=0.424 
  

- 75 226     37 113     38 113     

Hapl. 9 
+ 1 6 

p=0.451 
  0 3 

p=0.424 
  1 3 

p=0.635 
  

- 75 226     38 113     37 113     

Hapl. 

10 

+ 0 7 
p=0.134 

  0 5 
p=0.237 

  0 2 
p=0.566 

  

- 76 225     38 111     38 114     

Hapl. 

11 

+ 0 6 
p=0.180 

  0 3 
p=0.424 

  0 3 
p=0.424 

  

- 76 226     38 113     38 113     

Hapl. 

12 

+ 0 6 
p=0.180 

  0 5 
p=0.237 

  0 1 
p=0.753 

  

- 76 226     38 111     38 115     

Hapl. 

13 

+ 0 4 
p=0.320 

  0 2 
p=0.566 

  0 2 
p=0.566 

  

- 76 228     38 114     38 114     

Hapl. 

14 

+ 0 4 
p=0.320 

  0 4 
p=0.318 

  0 0 
 

  

- 76 228     38 112     38 116     

Hapl. 

15 

+ 0 3 
p=0.426 

  0 1 
p=0.753 

  0 2 
p=0.566 

  

- 76 229     38 115     38 114     

Hapl. 

16 

+ 0 3 
p=0.426 

  0 3 
p=0.424 

  0 0 
 

  

- 76 229     38 113     38 116     
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Table 4: Haplotype described in this study compared with haplotypes described by 

Larsen and Hviid, 2009 (35) 

  Haplotype   
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4
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p

 in
s/
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1 G A G A A C G C C T A G G A C C del  

2 A G G T A C A T C G G T A C G A ins  

3 A G G T A C A T C G G T A C G A del  

4 G A G A A C G C C T A G G A C C ins  

5 A G A A A C A T C G G T A C G A del  

6 G A G A A C G C G T A G G A C C del  

7 A G G A A C A T C G G T A C G A ins  

8 G A G A A C G T C G G T A C G A del  

9 A G G T A C A C C T A G G A C C ins  

10 G A G A A C G C G T A G G A C C ins  

11 G A G A A T G T C G G T A C G A ins  

12 G A G A A T G C G T A G G A C C del  

13 G A G A A C G T C G G T A C G A ins  

14 G A G A A C G C T T A G G A G A del  

15 G A G A A C G C T T A G G A C C del  

16 G A G A A C G C C T A G G A G A del   

                   

G*01:01:01a¹ G A G A A C G C C T A G G A C C   
Haplotype 

1 and 4 

G*01:01:01b G A G A A C G C G T A G G A C C   

G*01:01:01c G A G A A T G C G T A G G A C C  
Haplotype 

12 

G*01:01:01d G A G A A C G C C T A G G A C C  Haplotype 

1 and 4 G*01:01:01e G A G A A C G C C T A G G A C C  

G*01:01:02        T C G G T A C G  del Haplotype 

11 G*01:01:02        T C G G T A C G  ins 

G*01:01:02a² A G G T A C A T C G G T A C G A  Haplotype 

2 and 3 G*01:01:02b A G G T A C A T C G G T A C G A  

G*01:01:03        T C G G T A C G  ins  

G*01:03        T C G G T A C G  ins 
Haplotype 

11 

G*01:03        T T T A A G A G  ins  

G*01:03        C C T A A G A C  ins  
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G*01:03        C T T A A G A C  ins  

G*01:03        C T T A A G A G  ins  

G*01:03:01a G G G A G C G C T T A G G A G A   

G*01:03:01b G G G A G C G C T T A G G A G A   

G*01:03:01c G G G A G C G C T T A G G A G A   

G*01:03:01d G G G A G C G C T T A G G A G A   

G*01:04:01a A G A A A C A T C G G T A C G A  Haplotype 

5 G*01:04:01b A G A A A C A T C G G T A C G A  

G*01:05N               T C G G T A C G   ins 
Haplotype 

11 

G*01:01:01a¹: G*01:01:01: G*01:01:08; G*01:01:04 

G*01:01:02a²: G*01:01:02; G*01:02:03; G*01:05N and G*01:06:01 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

Na constante busca por aprimoramento das técnicas de reprodução assistida, com 

intuito de aumentar a taxa de sucesso implantacional, estudos atuais têm sinalizado sobre a 

importância da expressão do HLA-G na gestação. Juriscova et al., em 1996, foram os 

primeiros a demonstrar que a expressão de HLA-G solúvel nos sobrenadantes de cultura de 

embriões resulta numa maior taxa de clivagem do embrião quando comparados a embriões 

não secretores de sHLA-G. Baseado neste estudo, outros pesquisadores iniciaram 

investigações relacionadas a HLA-G como biomarcador candidato para inferir ocorrências 

relacionadas à gestação. Além disso, investigou-se também a relação existente entre os 

diferentes alelos HLA-G com os níveis de expressão da proteína HLA-G no sobrenadante da 

cultura embrionária como auxiliar na etapa de seleção embrionária em TRA (PFEIFFER et 

al., 2000; FUZZI et al., 2002; HVIID et al., 2004; NOCCI et al., 2005; SHER et al., 2005; 

YAO et al., 2005; REBMANN et al., 2007; SIPAK-SZMIGIEL et al., 2007; VERCAMMEN 

et al., 2008; SIPAK-SZMIGIEL et al., 2009; KOTZE et al., 2010; REBMANN et al., 2010). 

Na região sul do Brasil, este foi o primeiro estudo identificando os 16 SNPs da 

regi«o promotora 5ôURR e o polimorfismo de ins/del de 14pb no exon 8 na região 3ôUTR do 

gene HLA-G em casais submetidos a TRA e controles. Através da caracterização das 

variações genéticas e suas freqüências alélicas, genotípicas e/ou haplotípicas entre os grupos 

investigados, foi possível traçar um perfil genético dos casais que recorrem a TRA, e o valor 

prognóstico dessa variação genética com o resultado do tratamento de reprodução assistida 

(sucesso ou insucesso) em casais com infertilidade de causas desconhecidas.  

As freqüências alélicas e genotípicas foram distintas quando comparados SNPs da 

regi«o 5ôURR entre os grupos, estando os alelos -1306A, -1179G e -1121C mais freqüentes 

em casais submetidos a TRA, e os alelos -1138A e -964G nos controles (pÒ0,01). Nos casais 

submetidos ao TRA os genótipos -1306G/G, -1179A/A e -1121C/T foram menos freqüentes, 

enquanto os genótipos -1155G/G, -1138A/A e -964A/G apresentavam maior freqüência no 

grupo controle (pÒ0,01). 

A comparação entre os sexos nos casais submetidos a TRA demonstrou 

similaridade entre mulheres e homens, enquanto a mesma comparação no grupo controle, uma 

importante diminuição da freqüência do alelo -725C foi observada nas mulheres, mas não foi 

significativa. 
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Entre mulheres submetidas a TRA e mulheres controles observou-se uma menor 

freqüência de alguns alelos e genótipos em mulheres submetidas a tratamento, sendo menos 

freqüente neste grupo os alelos -1306G, -1179A, -1121T, -964G, -762C, -716T, -689A, -

666G e -486A, e os genótipos -1138G/G, -1179A/A, -964G/G, -762C/C, -716T/T, -689A/A e 

-486A/A quando comparadas as controles (pÒ0,01). Esta mesma compara­«o entre o sexo 

masculino de cada grupo revelou o alelo -1179A menos freqüente e o alelo -1121T ausente 

em homens pacientes. Interessantemente, foi observada uma ausência do genótipo -1138G/G 

tanto em homens pacientes como controles. 

Os estudos de Ober et al., 2003 e Silva et al., 2009 associam o SNP -725C/G/T 

com AER. No presente estudo não foi possível observar diferenças na freqüência do SNP-

725C/G/T entre pacientes e controles. A associação desta variante genética com o AER 

descrita em estudos anteriores permite propor que, decorrente de uma troca de bases nessa 

posição, na região promotora de HLA-G, a presença do alelo -725G poderia resultar em uma 

alteração no perfil de metilação dos dinucleotídeos CpG, uma vez que na posição -726 existe 

uma base C. Reporta-se que a maioria das células portadoras do alelo -725G apresentavam -

726C metilado, o que poderia influenciar a ligação de IRF-1 no ISRE, localizado a 

aproximadamente 10 pares de bases da 3ô dessa posição polimórfica (LEFEBVRE et al., 

1999; OBER et al., 2003). 

Os resultados do presente estudo são sugestivos de que, além do já conhecido -

725C/G/T, outros SNPs poderiam atuar com ñtag SNPò, que s«o SNPs em desequil²brio de 

ligação com determinada variação genética (outro SNP ou alelo), dentro da seqüência 

regulatória de HLA-G. Ressalta-se que o controle da expressão de HLA-G envolve elementos 

regulatórios agindo em cis/trans e presentes em sua região promotora (entre as posições -1350 

a +1), determinando sua resposta diferencial aos principais fatores transcricionais dos genes 

MHC de classe Ia (NF-kB, IRF-1 e o CIITA), bem como um controle transcricional e 

expressão tecido-espec²fica. Na regi«o 5ôURR de HLA-G há importantes loci regulatórios, tais 

como o LCR e o TSRE (OBER et al., 2003), e variações nas seqüências desta região 

poderiam alterar sua ligação com fatores transcricionais específicos, impactando na regulação 

da expressão dos diferentes alelos de HLA-G. 

A avaliação das freqüências alélicas e genotípicas das variantes ins/del de 14pb do 

exon 8 de HLA-G não apresentaram diferenças significativas em nenhuma das abordagens 

comparativas. A diferença entre populações já foi reportada para este polimorfismo, havendo 

estudos que apresentam resultados similares aos observados em nosso trabalho (TRIPATHI et 

al., 2004; XUE et al., 2007; IVERSEN et al., 2008), bem como resultados discordantes que 
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revelam uma maior freqüência do genótipo ins/ins 14pb em mulheres dinamarquesas 

comparadas a mulheres chinesas e indianas (revisado por YAN et al., 2006a) .Vargas e 

colaboradores, em 2011, relataram uma maior freqüência de homozigotos para a variante 

ins14pb no grupo controle comparado com casais com relato de 3 ou mais AER. 

Assim, os resultados sobre a influência de polimorfismos em regiões reguladoras 

de HLA-G e reprodução têm sido contraditórios. Em alguns estudos não se observou qualquer 

influência da variante ins14pb em TRA (TRIPATHI et al., 2004) ou pré-eclampsia 

(IVERSEN et al., 2008), enquanto outros relatam sua influência em AER (HVIID et al., 

2002; HVIID et al., 2004a; YAN et al., 2006a), em tratamentos de FIV (SIPAK-SZMIGIEL 

et al., 2009) e com o peso do recém nascido (HVIID et al., 2004b). O genótipo ins/ins foi 

observado como mais freqüente em fetos de mulheres que desenvolveram pré-eclampsia 

(HYLENIUS et al., 2004). 

Existe uma taxa de sucesso associada aos tratamentos de reprodução assistida de 

cerca de 15 a 20%. Nossos resultados demonstraram que a relação entre as freqüências 

alélicas e genotípicas com o resultado do tratamento de fertilidade não apresentou diferença 

significativa. Isso pode ser conseqüência do número reduzido de casais que tiveram um 

sucesso implantacional (n = 12), comparado com os casais que tiveram um insucesso do 

tratamento (n = 26).  

Os dados de genotipagem dos 16 SNPs da regi«o 5ôURR analisados em conjunto 

com o polimorfismo de ins/del de 14pb, permitiu a estimativa de 16 haplótipos, sendo 9 

exclusivamente presentes em indivíduos controles e 7 compartilhado entre ambos os grupos. 

Das comparações haplotípicas foram referidos como associados com efeito de 

proteção a concepção natural os haplótipos 3 e 4, evidenciado por sua ausência nos casais 

submetidos a TRA e presença nos casais controle (p = 0,0002; OR = 0,09; IC = 0,01-0,067; e 

p = 0,009; OR = 0,16; IC = 0,2-1,28, respectivamente). Além disso, observou-se efeito de 

susceptibilidade associado aos haplótipos 2 e 5, que apresentaram uma maior freqüência nos 

casais submetidos a TRA (p = ,001; OR = 2,66; IC = 1,47-4,84; e p = 0,01; OR = 3,42; IC = 

1,36-8,57, respectivamente). 

Análises comparativas das freqüências haplotípicas foram realizadas 

considerando-se os grupos estratificados por sexo. Na comparação entre mulheres pacientes 

vs mulheres controles, o haplótipo 2 permaneceu significativamente diferente e mais 

freqüente nas pacientes submetidas a TRA (p = 0,003; OR = 3,79; IC = 1,58-9,06). O 

haplótipo 5, apesar de sugestivo aumento, não apresentou significância (p = 0,02). Um 

comportamento inverso, mais freqüente em mulheres controles foi observado com relação ao 
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haplótipo 3, que permaneceu próximo a significância (p = 0,02). Entre os homens, o único 

haplótipo que mostrou significância estatística foi o haplótipo 3, mais freqüente em homens 

controles do que nos pacientes (p = 0,006; OR = 0,14; IC = 0,01-1,10). 

Com o auxílio do trabalho de Larsen and Hviid, 2009, pode-se inferir quais 

possíveis alelos estariam associados com os haplótipos já referenciados, que se apresentaram 

com freqüências significativas na comparação entre os grupos caso e controle. Dessa forma 

foi possível associar o haplótipo 2 e 3 aos alelos HLA-G*01:01:02a (G*01:01:02; 

G*01:02:03; G*01:05N e G*01:06:01) e G*01:01:02b; enquanto o haplótipo 4 estava 

associado aos alelos HLA-G*01:01:01a (G*01:01:01; G*01:01:08; G*01:01:04), 

G*01:01:01d e G*01:01:01; e o haplótipo 5 foi associado com HLA-G*01:04:01a e 

G*01:04:01b. 

Após a descrição de Rebmann et al., 2001 dos alelos HLA-G relacionando-os 

como baixos e altos secretores, Hviid et al., em 2003, associaram os alelos baixo secretores 

com a presença da seqüência de 14pb no exon 8, reportando assim a importância deste 

polimorfismo para a regulação da expressão gênica de HLA-G. Em nosso estudo, observou-se 

que a única posição divergente entre os Haplótipos 2 e 3, é exatamente o polimorfismo 

(ins/del) no exon 8, onde o haplótipo de maior susceptibilidade (Haplótipo 2) é genotipado 

ins14pb nesta posição, e o haplótipo sugestivo de proteção (Haplótipo 3) apresenta o alelo 

del14pb, concordando com os resultados apresentados por Hviid et al., 2003. 

Aldrich et al. em 2001, reportaram a associação dos alelos baixo secretores HLA-

G*01:04 e/ou HLA-G*01:05N nos casais com risco aumentado a casos de ERA, sendo esses 

alelos presentes em nossos haplótipos de susceptibilidade. Estudos têm demostrado que os 

níveis de sHLA-G no sobrenadante da cultura do embrião estão associados ao sucesso ou 

insucesso do tratamento (FUZZI et al., 2002; NOCCI et al., 2005; RIZZO et al., 2007; 

SAGESHIMA et al., 2007; SIPAK-SZMIGIEL et al., 2007; RIZZO et al., 2009b) sendo os 

alelos de baixa secreção sempre associado com o insucesso da reprodução. No entanto, nas 

comparações entre casais com sucesso e insucesso do TRA não encontramos diferenças 

significativas que corroborem os achados destes estudos. 

Estudos similares com maior número amostral de casais submetidos a tratamento 

de reprodução devem ser realizados para confirmar os resultados do presente estudo. Além 

disso, estudos que investiguem fatores transcricionais e/ou epigenéticos associados com os 

SNPs e outros sítios reguladores investigados ampliariam os achados do presente trabalho. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 

V SNPs dentro da região LCR/TSRE apresentam distribuição distinta entre os casais 

TRA e os casais controles, demonstrando a importância dessa região para a expressão de 

HLA-G e sua relação com a concepção bem sucedida. 

 

V No presente estudo foi possível inferir haplótipos de susceptibilidade/proteção a 

infertilidade envolvendo SNPs da regi«o 5ôURR e variantes ins/del14pb na regi«o 3ôUTR 

associados a alelos HLA-G descritos. 

 

V O Haplótipo 2, inferido e associado ao alelo HLA-G*01:01:02a , que inclui os alelos 

HLA-G*01:05N/ins14bp, foi associado ao risco específico em mulheres em TRA. 

 

V O Haplótipo 5 inferido e associado aos alelos HLA-G*01:04:01a e HLA-

G*01:04:01b/del14bp, foi sugestivo de risco específico para o mesmo grupo de mulheres. 

 

V O Haplótipo 3, inferido e associado ao HLA-G*01:01:02a/del14bp foi sugestivo de 

um efeito de proteção a infertilidade em mulheres controle. 

 

V O Haplótipo 3 inferido e associado aos alelos HLA-G*01:01:02a e HLA-

G*01:01:02b/del14bp mostrou um efeito protetor a infertilidade em homens da amostra 

controle. 

 

V Os resultados contrastantes relacionados à presença do Haplótipo 3 associado aos 

alelos HLA-G*01:01:02a e HLA-G*01:01:02b/del14bp em mulheres submetidas a TRA 

(haplótipo de susceptibilidade a infertilidade) e em homens controle (haplótipo de proteção a 

infertilidade) nos permite sugerir efeito materno na herança dos alelos HLA-G*01:01:02a e 

HLA-G*01:01:02b/del 14bp em casais que recorreram ao auxílio de reprodução assistida. 
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APÊNDICE I  



 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

1.  DELINEAMEN TO 

 

 

Estudo clínico primário, observacional, com caráter transversal e comparativo. 

 

 

2.  AMOSTRA  

 

 

A amostragem constituiu-se de 19 casais (n = 38) euro-brasileiros submetidos a 

TRA devido a impedimento de concepção natural, sendo excluído deste grupo casais com 

relato de endometriose, idade materna superior a 35 anos, sem diminuição da função ovariana, 

volume ovariano menor que 3cm³, azoospermia obstrutiva, mulheres que não responderam de 

forma esperada ao tratamento com estimulação de menos que 12 folículos antrais ou 3 óvulos, 

e níveis hormônais de FSH e Estradiol superior a 10 e a 80, respectivamente. Níveis 

considerados mínimos pela Associação Norte-Americana de Reprodução para assegurar que o 

insucesso reprodutivo não seja devido a baixa resposta ao tratamento. Os casais foram 

recrutados nas Clínicas de Reprodução Assistida da Cidade de Curitiba, no estado do Paraná, 

sul do Brasil, principalmente pela clínica ñConceber - Centro de Medicina Reprodutivaò, 

entre outubro de 2009 a outubro de 2010. 

O grupo controle foi composto por 94 casais (n = 188) voluntários, sem 

parentesco, que apresentaram duas ou mais gestações a termo, sem registro de abortamento de 

causa desconhecida ou submissão a técnicas artificiais para reprodução. As amostras de 

sangue periférico foram coletadas e estocadas no Laboratório de Imunogenética e 

Histocompatibilidade - LIGH desde 1997. Sendo pareados com o grupo paciente de acordo 

com etnia e classe sócio-econômica. 

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal do Paraná (HC-UFPR) (Apêndice II). Os voluntários de 

ambos os grupos assinaram termo livre-esclarecido de consentimento e responderam a um 

questionário de saúde pessoal e ocupacional (Apêndice III). 

 



 

 

3.  PROCESSAMENTO DA AMOSTRA  

 

 

O processamento e análise das amostras foram realizados no LIGH, Departamento de 

Genética da Universidade Federal do Paraná ï BR.  

 

 

3.1.  Extração 

 

 

A extração do DNA genômico nas amostras de ambos os grupos foram realizadas 

pela técnica de salting out, descrito por Lahiri e Nurnberger (1991). Posteriormente, realizou-

se leitura de densidade óptica e verificou-se pureza, para diluir as amostras para uma 

concentração de uso de 50 ng/ml de DNA, o armazenamento das amostras foi realizado a -

20ºC. 

 

 

3.2.  Genotipagem 

 

 

Após confirmação da pureza e concentração de cada amostra de DNA foi 

realizada a PCR contendo um volume final de 50µL, composto por tampão Taq 10X, 0,45 

pmol de cada dNTP (Invitrogen), 2 mM de MgCl, 2U Taq (Invitrogen), 20 pmol de cada 

primer específico para cada um dos fragmentos e 50 ng de DNA. 

Devida a extensão da regi«o 5ôURR (1500 pb) optou-se por realizar a 

amplificação em dois fragmentos, através do uso de 2 pares de primers (Foward 1: 

ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG, Reverse 1: GTGTGCC TTTGAATCCCGATGC, 

Foward 2: CTGTGAGGTGAATAAAGTTTGTGC e Reverse 2: 

TGTGACTCTGTCTTGCAACCG) com temperaturas de anelamento de 66ºC e tamanho dos 

fragmentos 638pb e 637pb, respectivamente (descrito por SILVA, 2009). A PCR seguiu as 

condições de uma denatura­«o inicial a 96ÜC por 5ô, 35ciclos de 96Ü por 1ô, 66ÜC por 1ô e 

72ºC por 1ô e um anelamento final de 72ÜC por 5ô. A confirmação da amplificação foi 

visualizada em gel de agarose 1% (Figura 1). Após a amplificação o produto foi purificado 

com as enzimas Exonuclease I (EXO I) (10U) e SAP (1U) (USB Corporation, Staufen, 



 

 

Germany) e produto de PCR (concentração maior que 60 ng), volume final de 14 µL, 37ºC 

por 60ô e 80ÜC por 15ô. A rea­«o de seq¿enciamento foi realizada com o kit Big Dye v.3.1 da 

ABI PRISM® (Applied Biosystems, CA, USA), 35 ciclos de 96ÜC por 15ôô, 54ÜC por 15ôô e 

60Ü por 4ô e um anelamento final de 72ÜC por 5ô. O produto de amplifica­«o foi purificado 

com etanol e a análise ocorreu no seqüenciador ABI3130 (Applied Biosystems, CA, USA), 

eletroferograma analisado pelo programa SeqAnalyses (Applied Biosystems, CA, USA) 

(Figura 2). 

 
Figura 1: Gel de agarose 1% para checagem da PCR. 

 

 
Figura 2: Parte de um eletroferograma, mostrando um indivíduo heterozigoto. 

 

A regi«o 3ôUTR, na qual esta inserida a ins/del14pb, foi amplificada utilizando 

um par de primers (Foward: GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC e Reverse: 














