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1. INTRODUCAO

O organismo humano tem um refinado sistema imunoldgico, que conta com a
colaboracdo de importantes componentes celulares e moleculares, dentre 0os quais as proteina:
antigénicasHuman Leukocyte Antige(HLA), codificadas porum sistema génico que
constitui o Complexo Principal de Histocompatibilidd@®H) humano, comumente referido
comoMajor Histocompatibility CompleyMHC) e localizado no brago curto do cromossomo
6 (Regido 6p21.3) (LAMM e OLAISEN, 1985).

Com o auxilio dagproteinas HLA, as células tém a capacidade de participar do
processo de reconhecimento de moléculas ndo proprias pelos linfécitos T, que uma vez
ativados programam uma resposta de rejeicdo imunoldgica, independentigein destas
moléculas que pode seéral, bacteriana ou até mesmo de um 6rgao transplantado (VAN DER
VEN et al, 2000).

No entanto, uma situacdo contraditéria a este reconhecimento de moléculas ndo
préprias observae na relacdo matentfetal, pois ha a sobrevivéncia de um embrido
semialogéito que herdou metade do componente genético de cada progenitor. Dessa forma,
no que se refere aos gedBlC, o embrido apresenta um haplétipo paterno e outro materno,
com todas as implicacdes decorrentes das diferencas genéticas da histocompatibilidade
existentes entre ambos. Porém, em uma gravidez bem suceghiuari@onéo é rejeitado pelo
organismo materno durante seu desenvolviméAGRAWAL e PANDEY, 2003). Ha dse
considerar que o processo implantacional é altamente complexo e, resulta da habilidade
embrido de aderir e implantae um endométrio materno receptilANCHIN et al, 2007)

O sistema génicblLA é composto por varios genes classicos e nao clasdeos
Classe | e de Classe II. Dentre os genes de Classe | ndo classicosHbAyheque codifica
uma proteina soluvel com capacidade de atravessar a barreira placerqagaambém é
expressa nessas células e no trofoblasto, tem sido referido como importante modulador da
tolerancia maternéetal (KOVATS et al,1990; VAN DER VENet al, 2000; ISHITANI et
al., 2003).

Sao0 46 alelos descritos para o geéfieA-G e 15 proteinas relacionadas (banco
HLA namenclature, http://hla.alleles.org/nomeclature/stats.himam numero relativaente

reduzido de alelos, quando comparado com geldssicosde Classe I. Além da variacdo
genética observada em exonsHleA-G, tem sido descrita uma grande diversidadSitgle

Nucleotide PolymorphisniSNP) em sua regido promotora, 0 que poderia imftigr na


http://hla.alleles.org/nomeclature/stats.htmal

transcricdo e nos niveis transcricionais de HkAe alterar significativamente sua fungéo
(revisado por HVIID, 2006).

Com base na possivel influéncia dos polimorfismos observados na regiao
reguladorae codificadorade HLA-G, diferentes grupos témstudado a relacdo do genotipo
HLA-G com o sucesso reprodutivo, com énfaseabortamento espontaneo de repeticao
(AER) (PFEIFFERet al, 2000; HVIID, CHRISTIANSEN, 2005; HVIIDet al, 2006;
SILVA, 2009; VARGAS, 2Q1) e outras condi¢cdes gestacionais, &0, 0 Suesso na
implantacdo de embrides manipuladosfertilizacéoin vitro (FIV) (WARNER et al, 2002;

HVIID et al, 2004a; SIPAKSZMIGIEL et al, 2007), selecdo do embrido a ser implantado
(FUZZI et al, 2002; NOCClet al, 2005; VERCAMMENet al, 2008; KOTZEet al, 2010;
REBMANN et al, 2010) e na préclampsia (HVIID, CHRISTIANSEN, 2005; IVERSEIst

al., 2008).

Atualmente, técnicas de reproducassistida(TRA) paa o tratamento de
infertilidade sdo alternativa adicionaispara casais que desejam tiéhos (GOLDBERGet
al., 2007). As técnicas mais utilizadas sao: a) FIV, que envolve a estimulacdo edeoleta
ovulos, composterior manipulacdo dgameta feminincs e masculing, para a fecundacéo e
o crescimento do embrido em cultura, sendo implargatte o terceiro e o quinto dia apés a
fecundacgéo; b) Inseminacéo artificial, que envolve a manipulacdo dos gametas masculinos,
selecionado-os e introduzindas no Uteranaterno, sem a manipulagdo do gameta feminino,
sendo e técnicautilizadaem decoréncia danfertilidade masculina (PAUL#t al, 2009).

A disponibilidade de diversos procedimentos para aumentar 0 SuCESSO
implantacionalt ai s como a t®cnica da fAruptura da
préimplantacionais mais acurados e esBidgenéticos recentestaz perspectivas de
investigacdo de genes relevantes no processo reprodutivo, auxiliando no entendimento do
sucesso implantaciona vitro e in vivo (PAULI et al, 2009).

Em vérios estudos o gendLA-G tem sido referido como um iropante
modulador da tolerancia materrfetal (FANCHIN et al,2007) por sua interagdo com
receptores presentes na membrana ou no citoplasma de células conhecidzetwainkiller
(NK) (NAVARRO et al, 1999; VAN DER VENet al, 2000) Admite-se que o eatlo de
tolerancia presente na interface matefetal esta diretamente relacionado com o0s niveis
plasmaticos da proteina HE@ expressos nesta interface, os quais dependem da regulacéo da
expressao génica ddLA-G. Além disso, érmas solueis de HLAG (sHLA-G) no meio de
culturatém sido associadas a um melhor progndstico implantacional, por resultarem numa
maior taxa de clivagerdas célulaembrionariafFUZZI et al, 2002; NOCClet al, 2005;



VERCAMMEN et al, 2008; KOTZEet al, 2010; REBMANNet al, 2010) e caracterizando
0 HLA-G como biomarcador candidato na sele¢gao do melhor embrido a ser implantado.

1.1. TEMA

O desenvolvimento bem sucedido do embrido envolve a agédo de iniUmeros genes,
expressos em locais e momentos especificos do processo imiplaataDessa forma, a
regulacdo da expressdo génica depende da acédo de fatores de transcricdo e de seus promotore
especificos e também de outras etapagadscricionais onde esta regulacao também ocorre
(traducao, processamento da proteina, transiréee inter celular).

1.2. PROBLEMA

Os SNPs presentes negidoreguladorana extremidad® @5 6 U RIRHLA-G,

podem influenciar a ligacao dos fatores transcricioaséeqiéncias sinalizadoras (elementos
cis) presentes nessa regido promotorar@3uSNPs e/ariacdes nucleotidicas localizados na
regido 3 ndo traduzida(3 6 U)T g®deriam alterar a estabilidade dgido ribonucléico
mensageirofiRNA). Adicionalmente, poderiaralterar a regulacdo da expressadidé\-G
pela via de regulagcgumor meio demicroRNAs, bloqueando a expressdo génica em nivel pos
transcricional. Dessa forma, espseque variacdes nucleotidicas em regides regulagoeas
alterema expressdo génica e A-G, resultando em diferencas nos niveis expressosudas
formas soluveiu ligadasa membranapossam influenciano processo de aceitacdo fetal

pelo organismo materno.



1.3. HIPOTESE

A frequéncia genotipica e/ou alélica de um ou mais SNPs estudados estemiam
distribuicao distinta, consequientementkaveria uma adracdo na expressao génicaHie\-
G nos casais submetidos ao tratamento de reproducéo assistida, quando comparados com

casais com sucesso reprodutivo senileuge tratamento.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo Geral

Avaliar a possivel influéncia de SAIP de regi »es n«o codi f

30UTR) HLA-G gaampkantacdo do embrido em casais com necessidade de TRA.

1.4.2.0bjetivos Especificos

I nvestigar SNPs de regi»es n«oHLAGdI f i cC
em casais em TRA e casamtole.
Compararas frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos SNPs da regido
5 6 UR RLAIGem casais em TRA e casais controle
Comparar as frequénciaaélicas e genotipicadas variantesio polimorfismo
ins/delde 14 pb do exon 8 d¢LA-G emcasais em TRA e casais controle.
Analisar aasociagédo entre SNPs e do polimorfismoi&delde 14pb do gene
HLA-G em casaiscom necessidade de técnicas de reprodugdo assistida e o sucesso do

procedimentomplantacional.



1.5.JUSTIFICATIVA

Estudo pimeiro na regido sul do Brasil, investigando associagdo entre SNPs
situados em regifes reguladorasHleA-G e 0 sucesso gecional em casais submetidos a

procedimentos de reproducéo assistida.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.REPRODUCAO HUMANA

A taxa & infertilidade humana tem aumentado nas ultimas décadas, e, em
paralelo a este aument medicina reprodutiva iniciou o desenvolvimento de TRA (revisado
por VELA et al, 2009), objetivandoa épocada implantacdo das técni¢cgsossibilitar a
gestacdo emmulheres com obstrucdes tubarias (STEPTOE e EDWARDS, 1978). Atualmente,
as TRA séo indicadas para os casais gpeesentan qualquer causa de infertilidade,

decorrente de fatores femininos ou masculinos (revisado por \éEBRK 2009).

2.1.1.Técnicas dereproducao assistida(TRA)

O marco na area da medicina reprodutiva, que foca o desenvolvimento destas
técnicas, ocorreu em 1978, com o0 nascimento da primeira crianca pela técnica de FIV
(STEPTOE e EDWARDS, 1978). Nas décadas seguintes, outras téomarasiritroduzidas,
incluindo transferéncia intrafalopiana do zigoto e traésfeia intrafalopiana de gameta,
porém por serem mais invasivasouve uma preferéncia pela FIV, gque apresenta altas taxas
de sucesso e uma menor invaséo (LEVR&NMI, 2002; AR AN et al, 2005), sendo ao lado



dainseminacéo artificia{lA) a técnica mais utilizada, atualmente, em centros de reproducao
assistida.

2.1.1.1. Fertilizacao in vitro (FIV)

A FIV é indicada para o tratamento em casas quaisa infertilidade € de
origem feminina e/ou masculina, sendo responsavel por aproximadamente 1 nascimento em
50 na Suécia, 1 em 6ta Australia e 1 em 108os Estados Unidos (revisado por PAULI
al., 2009; VELAet al, 2009). M Brasil ndo estdo disponiveis dados epidemiol&gigmnto
ataxa de nascimentos decorrentdesFIV. Esta técnica consiste dos seguintes pdb&psra
1):

- Estimulacdo de multiplos foliculds para a producdo de um coorte (do latim
Cohors ou subdivisbes de foliculos uniformes, com desenvolvimento e uregdo
controlados permitindo a maturacdo de multiplos odcitos (PAt/al, 2009).

- Captura dos odcitdsocorria por laparoscopia, procedimento cirlrgico invasivo,
feito com efeito anestésico, porém com o avanco do-sdima o foliculo pode ser
identificado e a retirada do odcito ocorre através da aspiracdo a vacuo, procedimento menos
invasivo (LEVENSet al, 2009).

- Captura dos espermatozoidesem auxilio de estimulacdo da producado prévia
esta captura ocorre por masturbacdo na maioria dos tratmmdtrém em casos de
azoospermia, realizee a captura dos espermatozoides por aspiracdo (puncao) epididimal ou
extracao (procedimento cirdrgico) testicular (revisado por PAdfldl, 2009; VELAet al,

2009).

- Fecundacéo do odciioa fertilizagédo podecorrer pela incubagéo do odcito com
milhares de espermatozdides, onde 0 gameta masculino mais apto penetra na zona pellcida do
o0cito; ou pela insercdo despermatozoéideno citoplasma do oocitgor meio deinjecdo
intracitoplasmatica de espermatozoil€SI). Em casos de infertilidade masculina mais
severa, 0 gameta masculino,gedecionado, penetra a zona pellcida com auxilio da injecao
(VEECK, 1999).

- Selecéo e transferéncia do embrida definicdo do embrido a ser selecionado

ocorre pela analisenorfologica (taxa de clivagem, simetria do blastbmero, aparéncia



citoplasmatica, extensdo da fragmentacdo e estado nuclear do blastomero) (BIENZI
2005),pelo diagnostico prémplantacional, que avalia a presenca de altera¢gfes citogenéticas,
principalmente aneuploidias e rearranjos cromossomicos (KULEE\Al, 2008), e mais
recentementepela quantificacdo da proteina deA-G soluvel §HLA-G). Estudosrecentes
sobrea presenca da proteifl.A-G no sobrenadante da cultutém sido sugestivos do seu
potencial papel como biomarcador pgndsticoimplantaciona BORGATTI et al, 2008;
WARNER et al, 2008). O numero de embrides a serem implantados € determinado
principalmente,pela idade materna (MILKEet al, 2003). A transferéncia para o utero
mateno, entre o terceiro e o quinto dia apés a fecundaeédtizase via cateter transcervical
flexivel ou para as trompas de Falopio por laparoscopia. A implantacdo na parede uterina
ocorre aproximadamente no sexto dia, na fase de blastocisto (cerca ékil&d),cpara a
placentacdo do trofoblasto e desenvolvimento natural do embrido durante a gestacao no Utero
materno (BLAKEet al, 2007).

2.1.1.2. Inseminagéo artificial (I1A)

A |A é indicada em casos que a infertilidade do casal € devido a um fator
magulino, fator desconhecido ou ainda em casos de endasetédm nivel minimo ou
moderadoA técnicapode ser com ou sem o auxilio da estimulacéo ovarglEN$DORPet
al., 2007). As etapas deste procedimento sao:

- Preparacdo do séméno plasma seminal éemovido por centrifugacdo dos
espermatozoides através de meio de cultura ou por gradiente de densidade seguido de re
suspensdo em meio de cultura adequado. A finalidade desta remocao € evitar as contracdes
uterinas induzidas por prostaglandinas (BOOMS#Al., 2007).

- Inseminacadd pode ocorrer em diferentes etapas e diversas vezes durante o
mesmo periodo de ovulagdo. No entanto € comumente realizada entre 32 a 36 horas apoés a
estimulacdo da ovulagéo, pois apesar do momento da inseminacdo durante;@ooserla
fundamental para uma maior taxa de sucesso, ndo ha a caracterizagdo de um momento ideal
(RAGNI et al, 2004). O depodsito da suspensao dos espermatozoéides por um cateter pequeno
e flexivel, em geral sem auxilio de imagem, pode ser no colo do Géenmmpa de Falopio,

através do peritbnio, sendo utilizado um maior volume do inseminado quando o procedimento



ocorre na trompa, pois se acredita que uma parte do volume pode permanecer na cavidade
peritoniana (KAHNet al, 1992).

Standard In vitro fertilization

After ovarian stimulation with gonadotroprins, the oocytes are retrieved
by needle aspiration guided by transvaginal ultr graphy. They are
transferred to a culture medium and mixed with 100,000 to 200,000
sperm, or each oocyte is inseminatad directly with a single sparm —

a technique called intracytoplasmic sperm injection (ICSI). In either
case, about 65% of the oocytes
are successfully fertilized.

In vitro maturation of cocytes
Traditional in vitro fertilization carries
j a risk of multiple gestations and ovar-
Mature follide . ian hyperstimulation syndrome. These

. & problems can be circumvented by
aspirating immature oocytes from
unstimulated ovaries and allowing
them to mature in vitro.

100,000-
200,000 S
\

1CSI helpful In severe male factor Infertility
Sperm are immobilized, then a single spermato-
zo0n is aspirated into a microneed| oocyte
that has been stripped of its cumulus mass is
stabilized with a holding pipette, and the sperm
is injected directly into the coplasm under a
microscope. ICSI is also used to improve
fertilization rates with cocytes that have
undergone in vitro maturation.

Single spe

. Embryo
- Insertion
| = Zona pellucida
Ed
e
™™ Infrared diode
p7 laser targeting
Assisted hatching
A noncontact infrared diode laser is used to thin
an area of the zona pellucida, making it easier for Embryo transfer
the embryo to hatch out of it and implant in the Embryos are transferred to the uterus
endometrium. This technique may be benefidal in 3 to 5 days after the cocytes were
older women (> age 37) or when in vitro fertiliza- retrieved and fertilized.
tion has repeatedly failed. <
CCF
Medical Hi Joseph Pang) ©2007

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

2.1.2.Causas de infertilidade com indicacdo de TRA

Endometriosei alteracdes no endométrio ou presenca de tecido endonfataial

de sua lodizacao habitual, fora do uterocmetecerca de 25 a 50% das mulheres inférteis



e 5% das mulheres férteis (VERKAUF, 1987). O uso da FIV como tratamento para essa causa
de infertiidade é recomendadwara pacientes que apresentam doencas tubdariasdou
responderam @ tratamento cirdrgico deemocdo do tecido do endométriou quando da
infertilidade masculindKENNEDY et al, 2005). A infertilidade resultante da endometriose
pode ocorrer pela distor¢do das tubas uterinas, dificultando ou impedindo a captacao do 6vulo
adequadamente, pela inteéecia no desenvolvimento do 6vulo ou na fase embrionéria
inicial, e pelo endométrio ndo tdo receptivo ao embrido (revisado por NAVARRAD,
2003).

Infertilidade por fator tubario 1 lesdes dificultam ou impossibilitam a passagem
de espermatozoides, resuido na ndo fecundacdo do gameta feminino. O tratamento por FIV
€ indicado em bloqueio tubario, adesdo pélvica severa ou em retirada das trompas
bilateralmente (revisado por VEL#t al, 2009).

Auséncia de ovulacda pacientes com clinica de hipogonadishigotalamico e
sindrome do ovério policistico sdo os casos indiegmira FIV (THESSALONIKI, 2008
Neste grupoclinico a gravidez mdltipla € mais rara, porém a estimulacdo ovariana é
complicadaja queas pacientes podem sair de uma clinieebdixa respsta a estimulacdo
parauma hiperestimulagdo ovariana (revisado por VEtAl, 2009).

Infertilidade imunolégica T h& no soro materno anticorpos agdgpermatozoide
gque podem alteraua mobilidade eteracdo com a mucosarvical, impedinda fertilizacao
do odcito tantoin vivo como in vitro (BRONSON, 1990). Para contornar esta situacao,
técnicas como a remocao dos anticorpos ligados ao espermatozoide e a facilitacdo da
fertilizacéo pela inseminacgédo por ICSI sdo adotadas (LOMBARDAD, 2004).

Fator masculinoi a infertilidade masculina responde aroximadamente 20%
da busca ao tratamento por TRA. Acreditaque a mesma possstar presente em cerca de
30 a 40% dos casais inférteis que recor@MRA, segundo a Sociedade Americana de
Medicina Repodutiva. A abordagerparatratamento desta causa de infertilidade depende da
quantidadee qualidade dos espermatozoidem Eass leve a moderadale oligospermia
(baixa contagem de espermatozéides no ejaculado) e/ou astenospermia (baixa motilidade do
espematozoéidek IA pode ser adotada, mas em samveraa indicacdo é ICSI.

Infertilidade sem causa conhecidai as causas nao séo definidgsra
aproximadamente 30% da populagatértil. As op¢cdes terapéuticas sdo controversas, nao
tendo sido demonstradiiferencasentreos tratamentos de FIWVA com ou sem estimulagao

ovariana, transferéncia intrafalopiana do gameta e administracdo de citrato de clomifeno
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(substancia administrada em caso de infertilidade feminina, estimula a ovulacdo) (PANDIAN
et al, 2005.

2.2. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE E SISTEMA
HLA

Genes altamente polimorficos e outros monomorficos estéo localizados no braco
curto do cromossomo 6, 6p21.3, em regido denominada por MHC (LAMM e OLAISEN,
1985). Em humanos, o MHC é ratio como HLA, ou Sistema GénittlLA.

Os gene$lLA sdo responsaveis pela sintese de produtos protéicos que apresentam
um papel importante no reconhecimento de moléculas proprias e nao préprias, seja durante a
educacao timica dos linfécitos T e/ou no cutsdnfeccdes e transplantes de tecidos sélidos,

0 que freqientemente resulta em reacao de reconhecimento imune que permite a neutralizagcéo
do agente patogénico ou a rejeicdo, no caso dos 6rgaos e tecidos transplantados (VAN DER
VEN et al, 2000)(Figura2).

Chromosome &
Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
6p21.1-21.3

Class Il Class lll Class |

| Il Bf Il |

DP DM DQ DR Cd4 C2HspTOTNF B C E AGF

HHHHH A HE—

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine© 2003 Cambridge University Press

Figura 2: Localizacdo do sstema HLA no cromossomo 6 (6p21)3Fonte: MEHRA e KAUR, 2003
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Mais recentemente tem sido enfatizada a participacdo de proteinas HLA de Classe
| com outros mecanismos de imunovigilancia, através da interacdo com receptores
relacionados presentes em células NK.

O Sistema GénicaHLA codifica proteinas com propriedades imunologicas
similares, mas estruturalmente diferentes, e classHgsmem:

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

nos&s células, tais comelLA-A, HLA-B e HLA-C referidas como moléculas classicas ou la.
Os genedHLA-E, HLA-F e HLA-G codificam produtos referidos como réldssicos ou Ib.
Esses produtos mol ecul ares, constitu3dodos p
(U1, U)2 congpdent) Bima estrutura tridimensional associssglocom um outro
polipeptideo beta2 microglobulina(b,m), codificado por gene de mesmo nome situado no
cromossomo 15As proteinas HLA de Classe | interagem com linfécitos T citotoxicos ou
TCDS8' (TROWSDALE, 1987).

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

DP codificam proteinas de classe Il de mesmo nome, presentes na superfidiécdedii,

linfécitos B e células apresentadoras de antigenos (AR como madifagos e células
dendriticas. Esses produtos protéicos saodetet mer os constitu2dos p
com dois dom2nios (U1 e U2), e um pept2de
(TROWSDALE, 1987). As proteinas HLA de Classe Il interagmm linfocitos T auxiliares
ouTCD4', apresentando peptideos exogermsrigem extracelular.

- A regido génica conhecida como de classe lll, contém uma variedade de genes,
em sua maioria relacionados com func¢des imunes, dentre os quais genes que codificam
citocinascomo al i n f o t (oTR)j fatax deWhecrose tumoral\IF) e linfotoxi n aLTH),
bem como genes que codificam proteinas do sistema complemento das vias classicas, que
interagem com o complexo antigeaaticorpo para promover a lise celular na resposta
humoral, e genes que codificam proteinas da via alternatieardplemento @2, BFe C4B)
(CARROLL et al,, 1985), entre outros.
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2.3.ESTRUTURA DO GENE, PROTEINA HLA -G, ISOFORMAS E
FUNCAO

Geraghtyet al, em 1987, caracterizaram por clonagem uma seqiéncia genémica
nao MHC de Classe [#[A-A, HLA-B, HLA-C) localizada num fragmento de restricdo de 6.0
kilobases, razdo pela qual foi referida inicialmente cadmidA-6.0. Posteriormente foi
designadaHLA-G por apresentar organizacdo génica semelhante aos Hedeslasse |
classicos: 8xons, 7introns e 1 reg«o 3 6 UTR. E n t-se @d sextetxan,de o b s e
HLA-G um codon de término de traducdo, que resultava numa proteina com um segmento
citoplasmatico com apenas 6 aminoéacidos, contrastando com as outras proteinas HLA de
Classe | classicas, que apresentagmximadamente 30 aminoacidos nessa regido altamente
conservada da proteina.

Ellis et al, 1990, classificaram BILA-G como um gene que codifica moléculas
de classe | ndo classicas. Seu importante papel na interacdo Hieti@iretravés da ligacao
aos eceptoresnibidores das células NKdo tipo Killer cell immunoglobulin like receptor
(KIR), especiicamente ao receptor KIR2DL#eceptores inibidores leucocitarios semelhantes
as imunoglobulinasl{R)-1 e LIR-2, ou interagindo com a molécula Ht# que & liga ao
receptor CD94/NKG2, foi descrito posteriormente por Navetrad., 1999.

Os exons 2, 3 e 4 do gentlA-G codi fi cam os dom2ni o:
respectivamente, sendo os 2 primeiros, aqueles que definem a fenda para ligacdo do peptideo,
enquant o que n o-seds eptopds bgantés pam reteptaresLRLIR-2.

Tais receptores sao funcionalmentacanados aos receptores inibidores KIR de células NK.

A ligacdo de LIRs ou KIRsasmoléculas de classe | resulta em sinais inibidores da ativagéo
decéluasNKEst a possz?vel fun-«o0o ® distinta daqu
de classe I ckis i c as, que ®&m (LERetal,d995; DIEHLetral, E096HA
semelhanca dos antigenos MHC de Classe | clasem®sjuaiscertos residuos estdo em
posicdes conservadas e situsenem posicoes estratégicas para interacdo com linfécitos T
CDS§', essas regides conservadas também sdo observadas na protei@aeHiLA-E (GAO

et al, 1997).

Bjorkman et al, em 1987, definiram 15 aminoacidos que poderiam interagir
diretamente com o receptor de célula T CO®r estarem expostos no dominio de ligadé
antigeno.Dedes 2 sdo altamente variavei$ moderadamente variavees 7 conservados.

Dentre esses Ultimos, 6 sdo idénticos ddtrA-A2 e HLA-G, o quesugee que HLA-G possa
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participa de mecanismos efetores da resposta imune adaptativa, interagmdinfocitos T
citotéxicos. Aauséncia da molécula HL-A, para interagir com os receptores de células T no
trofoblasto e a presenca de moléculas HEAlevam a hipotetizar que a proteirlhA-G
participe deoutravia deimunovigilanciamediada por célak NK, através da interacdo com
receptoes KIR4DL4expressos na membrana das células NK (KOVATSEI, 1990), o que
resultaria na tolerancia fetal pelo organismo materno.

Além do mecanismo de prevencio da lise por células NK GB3G6erese que a
proteim HLAAG possa induzir c¢c®l ulas Tol a suprim
citotdéxicas ou, ainda, por efeito supressor da proteina solluvel deG1bAs células T
(DIEHL et al, 1996).

O transcrito do mRNA de HLAS pode resultar em diferentes isof@s atraves
de processamento alternativo (Fig@jaAlgumas dessas isoformas sao ligadas a membrana
(HLA-G1, G2, G3 e G4) enquanto outras sdo isoformas sollveis-F8,AG6 e G7) (LE
BOUTEILLER e BLASCHITZ, 1999). As formas sollveis resultarmunutencaalo intron
2 ou4 duante o processamento do mRNA. O transcrito maduro resultante possui um codon
de término de traducdo prematuro (UGA), que codifica uma proteina sem a regido
responsavel pela ligagdo da molécd@lamembrana (BLASCHITZet al, 2005). Estas
isoformas apresentam diferentes niveis de expressé&oanscritos relacionados a H@3,
HLA-G4 e HLAG7 sao raros nas placentddLA-G1 e G2/G6 localiza-se nainterface
entre o tropblasto e a decidua; enquanto HE5 esté presente em varias fapubcdes de
células do trofoblastoa proteinapode estar ou ndo associado com a cadeia leviznda
(MORALESet al, 2007).

Moléculas sHLAG sdo encontradas no sangue periférico de homens e mulheres
saudaveis, no sangue do corddo umbilical e no fluido amnidtico, sendo consideradas como
mediadoras da tolerancia imunoldégica e principalmente da toleramaternefetal
(REBMANN et al, 2001).

A forma G1soluvel, resultado da incluséo do intron 4, é conhecida como G5, e foi
estudada por Rebmamehal, em 1999, como a principal responsdshs trocas metabdlicas
entre o organismo materno e o fetal, wea que tem sido observado o aumento dos niveis
séricos dessa isoforma durante a gestacédo. De acordo conefakzem 2002, a molécula
HLA-G5 pode ser secretada por células embrionarias e ndo somente por células maternas.
Como resultados de seus estsighodese observar a presenca dessa isoforma de-Glsin
cultura de embridem vitro, sendo que conclusdes similares foram obtidas por Kbtake

Rebmanret al, conforme consta em literatura publicada em 2010. Por outro lado Van Lierop
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et al, em 20@2, ndo detectaram a presenca de sH.Am cultura de embrides antes da

implantagéo, o que se contrapde aos achados dedtazi2002.

[ I T T 1
0 1 2 3 4 kb
"""¢odon 31: ACG/TCG (G*0103)

oo 93 GAG/CAT (G*010102/10105N/6106)
codon 107: GGA/GGT (G'010103)

HLA-G gene | codon 110: CTC/ATC (G'0104) Cytoplasmis
! | | 1597delC (G*0105N) Trans- et
Signal ! i | ivodon 268: ACG/ATG (G*0105) membrane
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T N
Exon 1 2 3 4 5 6\ 7 8 AATAAA
‘ N, TGA ."‘. i
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CCAAT . 5‘-ATTTGTTCATGCCT-3.'
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Figura 3: Estrutura e composicéo das isoformas do HLAG. Fonte: HVIID et al., 2006.

Os niveis plasméaticos do sHLG sao diretamente influenciados pelos alelos do
geneHLA-G. Segundo Rebmanet al, em 2001, os individuos portadores do grupo alélico
HLA-A1l, apresentam baixos niveis de sHGA o que pode também ser inferido pelo
desequilibrio de ligacdo positivo emtalelos dos gendsLA-A e HLA-G. Da mesma forma,
baixos niveis de sHLAS tém sido observados na presenca dos aldlos-G*01:01:03 e do
alelo HLA-G*01:05N O aleloG*01:04:01 tem sido relacionado a altos niveis séricos de
SHLA-G, assim como &*0101g enqianto niveis intermediarios tem sido associados aos
alelosG*01:01:08 e G*01:04hb. Hviid et al, em2003, relacionaram os alelos baixo secretores
descritos por Rebmaret al, em 2001 com a presenca dos 14pb (i#sb) no exon 8 do
HLA-G, enquanto nos aledalto secretores esta seqiiéncia (dell4pb) estava deletada.

A concentracdo plasmatica de sHGA\foi avaliada por teste de Elisa, em familias
informativas, tipificadas parblLA-A, HLA-B, HLA-C e HLA-G, onde foi possivel realizar
também analises de segregagde haplotipos HLA, bem como para os aleldsA-G
referidos como alto e baixo secretores (REBMA&NI, 2001).



Tabela I: Associagdo de aleloslLA-G com as formas sHLAG e niveis solluveis de HLA de Classe |.
Assoclatlon of HLA-G alleles with sHLA-G and sHLA-l levels

sHLA-G (ng/ml) sHLAL (ng/ml}
HLA-G* nt mean SEM ttest P. mean SEM ttest P.
01011 66 27.0 21 573.0 53.4
01042 34 28.4 3.2 659.4 93.4
01043 17 8.1 1.7 <0.0001 <0.001 666.0 106.9
01018 6 26.6 3.9 733.2 252.6
01041g 49.9 1082.0
01031 7 31.3 6.3 733.0 191.2
01041 14 42.5 4.6 0.0004 0.0036 1345.0 195.0 <0.0001 <0.001
0104k 4 20.5 7.9 831.3 145.0
0105N 7 8.2 3.2 0.0013 0.012 813.6 27114

! Frequencies of individual HLA-G alleles from homozygous or heterozygous probands. Mone of the individuals tested was homozygous for the HLA-G*01013, G+0101g,

G#01034, G*01044, G*¥0104b, and G*0A05N alleles, respectively.

1t

Fonte: Rebmanat al, 2001

2.4.REGULAC AO DO GENE HLA-G

Os genes MHC classe | e Il apresentam similaridades em suas regides promotoras.

Linhagens celulares de pacientes deficientes em moléculas MHC classe Il demonstraram

reduzida expressdo das moléculas de classe |, sugerindo a regulagénetosgesta classe

por fatores transcricionais que controlam expresséo dos genes MHC de classe Il (SABATIER

et al, 1996). Ofator transcricional ativador de classe @IITA) apresentou atividadde
ativacao transcricionalos promotores de classe | atravda sua ligacéo a sequénciasito
U que também pode ligar proteinas da familia dos fatores transcricigivaidor de fator
transcricional(ATF)/ proteina ligante ao elemento da adenina mono fosfatica (AMFC)
(CREB) (GOBIN et al, 1997a). Esta sequéncia do promotor de MHC cllaédeomoéloga ao
box X2dos promotores génicos de MHC classe || (MOREN@L, 1995).

Existe uma seqiiénclromoéloga adox X2a 5 & 2 ¢ @ogorordotor de MHC
classe I, e sequéncias homologawaw W/Spresente no promotor de MHC classe 11BGx
CCAAT invertido, presente nas sequén@akBdo promotor MHC classe |, € idéntico laox
Y do promotor de classe Il (VAN DEN ELSEM al, 1998a). O complexo ATF/CREStio-
Ue a seqge¢°nci a iBebferon bpaaificragelatidneeleraefisiRB) sdo cuciais
para os el ementos regulat- -rios a 50 etab
1998a).

pror
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Os elementos regulatdrios conservados no promotor dos genes MHC de classe |
classicosjntensificador A énh4, ISRE, os 2 t @ imtendficador BlenhB (BLANCHET et
al., 1992), ndo se apresentam conservados nas regifes reguladoras dos genes MHC classe
nacclassicos, o que poderia modificar a afinidade pelos fatores transcricionais e suas
subunidades (VAN DEN ELSEMNt al, 1998b). No promotor deElLA-G, o enhAapresenta
apenas as seq¢°ncias iniciais na exdadaamida
sequéncia ISRE (GERAGHTY¥t al, 1987). Os 2 t ie @ bok Y também divergem da
sequéncia apresentada nos promotores dos genes classicos (BOSS, 1997et&GDRISO8)

e h8 uma r egi «Ikb)que 8iréciomh@ tramscricdo especifickldA-G, e por
essa razao investigada como can@idaregulacao tecido especificaedgressao delLA-G
(SCHMIDT et al, 1993).

Como consequéncia dequéncia deletada emhA a expressao ddLA-G pode
apresentar propriedades de ligacdo alteradas ao se ligar apenas a subunidade p5@t{GOBIN
al., 1997b) um dos cinco membros da familido fator transcricional kap@ (NF-a B
(p65,p52, eRel e RelB), que interage em dois sitios de ligacdo na sequéncia completa do
enhA(THANOS E MANIATIS, 1995).

A sequéncia ISRE possibilita a regulagéo da expresséo basal ou induzida de genes
MHC de Classe | e Il pela interacdo conmterferon gama @FN-2) (GOESet al, 1995). Isso
ndo acontece no promotor ¢ A-G, onde alteracbes nas sequéncias do modeYS
determinam a néo resposta ao 15;dem como ao CIITA.

O fator transcricionalfator regulatorio de interferonlRF-1) atua comoum
ativador de transcricao ddLA-G (HOBART et al, 1997) e tem funcdo antagonica a {RE
ICSBP (NELSONEet al, 1993). Por apresentar afinidade também pelo ISRE ssgeaea
possivel regulacdo da expressdo génichlldé-G através de outros elementos ukedgorios,
tais como sitios adicionais de resposta a1R¥2 e possiveis sitios de ligacdo para proteinas
com m-dul os transati vador e sHLA-G néwmé régdlada mor d e
zinger finger X(ZFX) (GOBIN et al, 1998).A ativacdo daexpressdo induzida peld-N-b
pode estar associada a um elemento funcional localizattbgares de bases do cédon ATG
inicial, no promotor do gendLA-G (LEFEBVREUEet al, 1999).

O perfil de metilacdo pode ser uma forma de silenciamento dos genes MHC classe
| classicos no trofoblasto, porém n&o ha evidéncias de dinucleotideos metilados nas ilhas CpG
nos promotores dos genes de classe | classicos presentes, mas ndo erpresfasastdn
vivo (LE BOUTEILLER et al,, 1996).
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Pela auséncia de evidénciasreigulacdo tecido especifica na regido promotora de
1500 pares de bases do gehé\-G, sugerese que os fatores reguladores da expressao génica
de HLA-G no trofoblasto possam ser fatores imunoreguladores secretados pela placenta. A
interleucina IL)-10 tem sido estudada como uma candidatarmanoregulacdo, sendo
responsavel pelo controle da expressablid&-G. Nesse contexto, HLO recrutaria proteinas
especificas para a regulacdo do processo fisiolégico da toleréncia imune durante a gestacao,
atuando comoenhancer da expressdao dédLA-G (MOREAU et al, 1999). Outras
interleucinas, como H2, IL-4, IL-13,INF-0 e -O NfF«o induzir iHaAG a e x
nas células NK (BENSUSSABL al., 1995).

Na regido promotora d&lLA-G, localizase entre as posicdods 486 e-477,
sequéncias reguladoras em (Heat shock elemefHSE)) que atuam como sitio de ligacao
paa o fator transcricnal Heat shock factoil (HSFJ) (IMBRAIM et al, 2000). A sequéncia
HSE constituise de repeticbes pentanucleotidicas (nGAAn), arranjadas em orientacao
alternativa, e estdo presentes na regi@motora de genes que codificam paragiras de
choque térmico (YAMAMOTCet al, 2005). Estes elementos ndo estao presentes nas regides
promotoras délLA-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 regido codificadora

Até a presente data estao registrados no IMGT/HLA, 46 alelos, 15 proteinas e 2
alelos nulos deHLA-G. Da mesma forma, @enbank banco de dadoen ling reporta
variacbes nucleotidicas na regido codificadora do dgebA-G, sendo sinbnimas, nao
sinbnimase can a troca da matriz de leitura.

A tabela Il traz a relacdo de alguns alelos j& descrité_@eG entre eles o alelo
HLA-G*01:05N que apresenta uma dele¢cdo de C no cédon 130 do exon 3, resultando em
alteracdo na matriz de leitura (VAN DER VENal, 1994), e na produgédo de uma molécula

HLA-G1 truncada. Individuos homozigotos para este alelo apresentam reproducdo normal,



evidenciando que o produto desse gene, talvez néo seja essencial para a sobrevivéncia (OBER

et al, 1998). No codon 110 do exon 3,0o0® também uma substituicdo ndo sindnima

(alteracdo de aminoéacido) que resulta no alBf®1:04 (revisado por HVIID, 2006),

enquanto no codon 31 do exon 2 o0 al&t01:03 € caracterizado por uma substituicao

silenciosa de base, quando comparado aos &0l e G*01:02 (troca de base no codon

54

no exon 2) ,

por ®m n«o

S €

descarta

um p

nucleotidica (REBMANNEet al, 2001). Outra substituicdo de aminoacido resulta na alteracéo
no cédon 258 do exon 4, originandalelo G*01:06 (revisado por HVIID, 2006).

Tabela II. Polimorfismos nucleotidicosdefinindo os alelos ddHLA-G.

HLA-Galleles 5URR Exon 2 Exon3 Exon4 JUTR?
promotor* (nt 3741)
=705 =01 3 I M T M09 100 107 110 130 188 236 241 258
G100 CaG G ACG (GG CAG CCG GCC CAC  GGC GGA CTC (TG CAC  GCA TIC ACG -
GH10102  C A wh e T +14bp
GH10103  C A B - B w0 HlADp
GHI10104  C G =T nd nd od nod nd
G¥010105  nd nd T -
G*010106  nd nd =T nd
GH010107  nd nd -A T T nd
GH10108  C G A -
G*0102 nd nd e G- - nd
G*0103 ClaT) G I- -I nd od +14bp
GH10401  C A A 4 -
G*010402 nd nd C 4 -T nd
G*010403  nod nd ? IR -
GHIN - C A -4 T TG od  nd - HldDp
G*0106 C A -A T I- Ay
G*I0lgt nod od - “A e e e e ol ad +4bp
G'G3dyT nod od - - S I od  nd +14bp

Nd - ndo definido. Fonte: HVIIEet al, 2006.

0s quaisém sido associados com a regulagéo génica e niveis de expressao-Ge(HVAD

2.5.2.Polimorfismos da regiao reguladora

Polimorfismos importantes também estao presentass

et al, 2006).

regi »es

50 URF
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2.5.2.1.Variacbes naregidadc 6 URR

Na posicado-725 observase a troca de bases nucleotidicas, C por G ou por T
(OBER et al., 2003). A troca por G ja foi relacionada a regulacdo da expresddbAd6,
uma vez que existe na posicd@6 uma C. Na posi¢ca@01, observae a troca de G por A
nos alelosHLA-G*01:01:02 G*01:01:03 G*01:04, G*01:05N e G*01:06. Nesta regiao
localizase oenh A onde se liga o fator transcricional {8FB 2 |, especificament
(HVIID et al, 1999). Na figura 3 podse observar a posicdo destes e de outros SNPs da

regi «xo 50URR e 0s s2ti b6lsAGde regul a-«0 da ex

PSD pSi

SP == pi SsP1
4, &0 a2
= == " -
1 L L Il : g
h ~ N T T E g
T~ 477G/C I
~ . L485CA 369AKC 201A/G
-633AG ™ -
666115 L
-689GIA T
2 = o RF 1
o = 11
LCRTSRE | ' ' ' i
1306AG ‘ ‘ A121CT 964A 762TKC
11796’ | |'-113886 725CIGIT
155G/ ' 1140T/A 716G/T

Figura 4: Polimor f i smos da r egi «0G &dsUWitbRdedigacdg dos fatoreld traAiscricionais
reguladores da expressao do gene. Fonte: Ober et al., 2003.

2.5.2.2Variagdes naregiad3 6 UT R

Nesta regido ocorre um polimorfismo de insercao/delecédo de 14dmiesses,
no exon 8 (HARRISONet al, 1993), que pode influenciar na estabilidade do mRNA
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(BOHJANENZEet al,, 1991). Hviidet al,, 2003, observaram que h& uma relacédo entre a delecéo
dessas bases e diferencasplicingalternativo das isoformas de HE@B enos seus niveis de
expressao.

As posicdes +3003 T/C, +3010 C/G, +3027 C/A, +3035 C/T (CASTELIdI,
2009), +3142 C/G (TANet al, 2007), +3187 A/G (YIEet al, 2008) e +3196 C/G
(CASTELLI et al, 2009) estao associadas com atividade de regulacéo assiqdéiLA-
G pela interacdo com microRNAs, que sdo pequenos RNAs envolvidos na regulacdo da
expressao génica pémnscricdo (CHUZAet al, 2009). A transcricdo do alelo +3142G, resulta
num mMmRNA com maior afinidade com os microRM&amiR-1483 hsamiR-148b e hsa
miR-152 associando a presenca dessa variacao alélica com a regulacao inibitoria da expressao
de HLA-G. Por sua vez, essa variante alébgaesentase em desequilibrio de ligacdo com o
alelo -964G (TAN et al, 2008). A base A na posicdo +3187 vitro foi associada a
diminuicao da estabilidade do mMRNA, e a baixa expresséhAdes (YIE et al, 2008).

2.6.INFLUENCIA DO HLA -G NA REPRODUCAO

O HLA-G apresentaima regulacéo tecido especifica, se compasadademais
genes HLA de classe |. Destaha, sua expresséo ja foi observada na interface mdetaho
(GERAGHTY et al, 1987; ELLISet al, 1986), no figado, olhos, coracdo, pulméo e rins
fetais, além do timo, queratindcitos, células B e T, baco, figado e rins em adultos (LE
BOUTEILLER, 1994).Na interface materntetal, observese a altos niveis de expresséo de
HLA-G, que parece estar associada a uma atividade imunomoduladora fundamental na
fisiologia gestacional (KINGet al, 1996). Também estdo expresstisA-E e HLA-C, Unico
gene de classeclassico expresso na interface (LE BOUTEILLERal. 1999).

A tabela Il mostra algungstudos publicados sobre a influéncia da molécula
HLA-G em alguns processos, tais comioortamento espontaneo de repeticao (AER)NID
et al, 2002; ABBASet al, 2004; TRIPATHI et al, 2004; ABBASet al, 2006; YANet al,
2006a; YANet al, 2006b; XUEet al, 2007; VARGAS, 2Q1), préeclampsia (HYLENIUS
et al, 2004; VIANNA et al, 2007; IVERSENet al, 2008; TANet al, 2008; YIEet al,

2008), reproducam vitro (FUZZI et al, 2002; HVIID et al, 2004a; HVIIDet al, 2004c;
NOCCI et al, 2005; YAO et al, 2005; SHERet al, 2005; REBMANN et al, 2007;
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BORGATTI et al, 2008; VERCAMMEN et al, 2008; SIPAKSZMIGIEL et al, 2009;
KOTZE et al, 2010; REBMANNet al, 2010), caracteristicas do embrido a ser selecionado
(JURISICOVAEt al, 1996; HUNTet al, 2000; HVIID et al, 2003; ROSSEAL&t al, 2003;
CHENZet al, 2008) e caracteristicas do recém nascido (HétLiBl, 2004b).

Tabela Ill: Revisédo dos estudos que inveigtam HLA-G e sua influéncia em diferentes etapas do processo

reprodutivo

Autores (ano) Populacdo Processo associado RegiGes do HLAG Resultado da associagéo
estudada estudada
Jurisicova Expressdo do HLAG e mRNAdo HLA-Ge  Expressdo do HLAG esta
Canada as taxas de clivagem cadeia de associada com a implantacé
et al (1996) dos enbrides microgl ot do embrido
Lo Auséncia da isoforma HLA
Isoformas soldveis de Isoformas sollveis G1 soluvel ndo é
Huntet al (2000) EUA HLA-G no sangue - .
de HLA-G indispendvel no sucesso
materno .
gestacional.
Fuzziet al. . Isoforma HLAG5 A expressdo de HLAS é
(2002) Italia SHLA-G e FIV ou G1 solavel essencial para a implantaca
Gendtipo +/+14bp é mais
Hviid et al Dinamarca AER +14/14bp exon 8 frequiente em mulheres do
(2002) que em homens no grupo
paciente
" Alelos HLA-G e.mv.el MRNA do HLA-G, Alelos com a insergéo de
Hviid et al . de mRNA no primeiro ~ .
(2003) Dinamarca trimestre de células alelosHLA-G e - 14bp séo baixos secretores
L +14/-14bp exon 8 MRNA deHLA-G.
trofoblasticas.
Rousseaet al MRNA em células de MRNA sem os 14bp sdo ma
(2003) Franca coriocarcinoma de JEG +14/14bp exon 8 estavel que os que
3 e de melanoma M8 apresentam os 14bp
HLA-G*010103, *010105,
Abbaset al ) *010108 e *0D5
(2004) ) India AER Exon 2 e exon 3 encontrados em pacientes
com AER, e *010107
ausente neste grupo
Hyleniuset al Dinamarca Préeclampsia +14/14bp exon 8 Gen(_)upo +/+14b,p no fet_o
(2004) associado com préclampsia
Hviid et al Dinamarca FIV +14£14bp exon 8 Genotipo +/+14bpssociado
(2004a) €COm 0 sucesso no tratamen
Hviid et al Gendétipo +/+14bp associad
(2004b). Dinamarca Peso ao nascer +14/14bp exon 8 com um maior peso ao

nascer
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Hviid et al.
(2004c)

Tripathiet al.

(2004)

Nocciet al
(2005)

Sheret al (2005)

Yaoet al (2005)

Abbaset al

(2006)

Yanet al (2006a)

Yanet al
(20068

Rebmanret al

(2007)

Xueet al (2007)

Viannaet al

(2007)

Borgattiet al

(2008)

Chenet al. (2008)

Iversenet al

(2008)

Tanet al (2008)

Vercammeret al

(2008)

Yie et al. (2008)

Isoformas Gl e G5 e

Dinamarca FIV
india AER
Italia sHLA-G e FIV

EUA e FIV
Inalaterra Expressao de HLAS
9 e FIV
india Expressao do HLAG
e AER
China AER
China AER
Alemanha Expressao de HLAS
e FIV
China AER
Brasil Préeclampsia
Itélia FIV
China Expressao de sHLA&
Noruega Préeclampsia
Singapura e Alelos paternos na
Malasia pré eclampsia
Nivel do sHLAG em
Bélgica embrides de FIV e
ICSI3
Canada Préeclampsia

Expresséo de HLAS

+14/14bp exon 8

Isoforma HLAG5
ou G1 soluvel

Isoforma HLA-G5
ou G1 solavel

IsoformaHLA-G5
ou G1 solavel

Isoformas HLAG1,
G2,G3eG4

+14/-14bp exon 8

Exon 2, exon 3 e
exon 4

Isoforma soltvel
HLA-G

+14/-14bp exon 8

+14/-14bp exon 8

SICAM?

+14/-14bp exon 8

+14/+14bp exon 8

Exon 2, exon 3 e
exon 4

Forma solGvel

3WUTR

51

Polimorfismos nessas regife:
podem influenciar a expresséa
de sHLAG, sendo importante

para o sucesso da gravidez

NSt

A expreséio de HLAG é
essencial para a implantacéo

Expresséo deHLA-G é o
verdadeiro marcador de
gualidade de embrides.

Expressdo deHLA-G nédo é o
mais importante marcador de
gualidade de embrides.

NS
NS
NS

Expresséo deHLA-G é
importante na identificagéo e
selecdo de embrides.

NS

Gendtipo-/-14bp tem efeito
protetor contra préclampsia

Biomarcador para selecdo do
embrides

Menos expesséo de sHLAG
nos homozigos com a present
dos 14bp

NS

HLA-G*0106 paterno aument:
a suscetiblidade a pré
eclampsia

Presenca de sHL-& aumenta a
eficiéncia do processo de
fertilizacao

Aumenta a suscetibilidade a
pré-eclampsia, por instabilidad
no mMRNA
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Tabela Ill: Continuacao

SipakSzmigielet Polbnia FIV Regido promotora € Insercéo/delecédo associad
al. (2009) +14/14bp exon 8 com o insucesso da FIV
A expressao de HLAS é
Kotzeet al. EUA SHLA-G e ICSI Isoforma HITA'GS importante para a
(2010) ou G1lsoluvel . ~
implantagéo.
A expressédo de HLAS é
Rebmanret al. Alemanha SHLA-G e FIV Isoforma HL,A'GS importante para a
(2010) ou G1 solavel . ~
implantagéo.
Vargas (201) Brasil AER +14/14bp exong  >e€notipo +/+14bp mais

freqliente em controles

INS: ndo significativo; 2sICAM: moléculas sollveis de adeséo intracelular; 3ICSI: injecéo intracitoplasmatica de
espermatozoide.

Sabendo que a gestacao € um estado fisioldgico multifatorial e que por isso sofre a
influéncia de fatres genéticos e ambientais, peresbea dificuldade em alcancar um
consenso sobre o real papelHbA-G na gestacéo e sobre a influéncia dos diferentes alelos
no curso de uma gestacao. Devido aos varios estudos controversos na area e devido a ausénci
de pesquisas em pacientes submetidos a tratamento de FIV na regido sul do Brssil, faz
necess8rio uma an8lise da rela-«o0o dHLAGpPoOI i
com a eficicia da implantacao do embrido apdés tratamento de FIV.
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3. RESULTADOS

CAPITULO |

Frequency analysis of 16 NPs located in the HLA-G 5'URR region in oouples

undergoingto assistedreproduction

COSTA, CH?!;, GELMINI, GF'; WOWK, PF; MATTAR, SB!; VARGAS, RG?!; ROXO,
VMS?;, SCHUFFENER, A?%; BICALHO, MG2.

" Laboratério de Imunogeriéa e Histocompatibilidade do Departamento de Genética da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba (PR), Brasil.

“ Centro de Medicina Reprodutiva Conceber, Curitiba (PR), Brasil

ABSTRAT

INTRODUCTION: The HLA-G gene has been investigated in salalinical 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 infomnathat could shed light on the
involvement of HLAG in these clinic conditions. Important polymorphisms exist in the
56URR and 36UTR r ¢lgAd QBIBATHEST Tehig caseonsrol stuidy
investigated 16 SNPs in the promoter region ofHh&-G gene, from positior1449 to-304
(-369A/C;-477GI/C;-486C/A;-633A/G;-666T/G;-689G/A;-716G/T;-725C/GIT;-762T/C;-
964A/G; -1121CIT; -1138A/G; -1140T/A; -1155G/A; -1179G/A; -1306A/G), and their
possible association with conception resulting from as$istproduction technologART).
METHODS: The patient group was compos¢d9 couples (n= 38) undergoingART. Sixty-

nine couples (= 138), with 2 or more term pregnancies and with no records of other
reproductive problems, were considered as the dogtoup. RESULTS: The analysis of

genotypic frequencies showed a significant decreas@.(f) 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 0f1155G/G,-1138A/A and-964A/G in thecontrol group. The patient group
showedsignificanthigherfrequenciesf -1306A,-1179G and1121C alleles whereas in the
control group the1138A and-964G alleles were more frequenk@01). The-725C/G/T

SNP has been repeatedly associated with théwytagibn profile of CpG dinucleotides;
interestingly our caseontrol couples presented similar frequencies when both groups were
compared. When comparisons were made within the control gnaalp,were significantly
different thanfemale CONCLUSIONS: Ourconclusions lead us to confirm the important
role of the already knows¥25C/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 dretimmunomodulatory action of the HE@ isoforms.

KEYWORDS

5 6 URR,-G, HUmAn reproduction, SNP

INTRODUCTION

When a natural conception it achievedassisted reproductive technologies
(ART) which includes artificial insemination (Al) and in vitfertilization (IVF) are currently
available tocouples who are trying to concei{. During the pregnancy, both the embryo
and the endometrium stimulate changes in the maternal immune systerder tohave a
successfuimplantation [2].

Major Histocanpatibility Complex (MHC) geneare responsible for the synthesis
of proteins that play an important role in the adaptive immune resgarts@mans, the group
of genes referred to as MHC are denominated Human Leucocyte Antigens (HLA) and it is
located orchromosome 6, 6p21.3 [3].

In recent years, there is an increasamgount of information abouwt very special
HLA gene, namedHLA-G. Discovered for the first time in the matenrfetal interface it was
considered anmportant immunomodulatory molecul&eveal studies have described an

association between the presence of soluble human leukocyte antigen GGHbAuman
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embryo culture supernatants (ES) and implantation suptd€y.

In 1987, Geraghtet al [11], identified a gene sequence in the MHCiogrghat
was later name#iLA-G whose gene structure was similar to HLA class | genes, with eight
exons, seven introns and a 3' Aicanslated region (3'UTR). However, the sixth exon of
HLA-G presents a nucleotide variation these results in a termination.cAs a consequence
the resulting protein has a cytoplasmatic segment with 6 amino acids only, in contrast to other
classic HLA Class | proteins which present 30 amino acids in this highly conserved region.
Ellis et al, 1990 [12], classified HLAG as anon-classic class | gene. Lately, a tolerogenic
role was assigned to HL-& through NK cells inhibitory receptors binding, more specifically
to the KIR2DL4 receptor as well as to the leukocyte immunoglobildeninhibitory receptors
1 (LIR1 or ITL2) and LR-2 (or ILT-4), or by its interaction with HLAE, which binds to
CD94/NKG2 [13].

Exons 2, 3 and 4 code f oG proteirespéttvelya nd U
While the first two domains define the pept
1 and LIR2 receptor binding epitopes, in a distinct interaction from that obsénveldssic
class | molecules and tifse2microglobulin chain [1415].

Due to alternative splicing, HLA may present seven different isoforms, such as
a membrane bound fornfslLA-G1, G2, G3 and G4) and soluble forms (HGS, G6 e G7)

[16]. Soluble formsesult from the retention of intra® or 4 during mRNA processing. The
resulting mature transcript has a termination codon that encodes for a protein without the
membranebinding domain [17].

Plasma levels of sHLAS are directly influenced bylLA-G alleles.In 2001,
Rebmanret al [18] observed that low levels of sHE@ are expressed in individuals bearing
HLA-G*01:03 and HLA-G*01:05N alleles. AllelesG*01:04:01 and G*01:01 result in high
expression levels of sHL&, while intermediate levels have been asded with alleles
G*01:01:08e G*01:04.

Important polymorphisms are also present in the 5' regulatory region and the 3'
untranslated region (56URR and 3 &lWAIGREner es p
expression and protein levels regulation [19].

Some studies suggest that a SNP in positio2 5 C/ G/ T [ 2 0] i n th
the presence of guanine may alter the methylation profile of CpG dinucleotides resulting in a

modification of gene expression. Positiof26 is methylated in the majority of cebgaring
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the -725G allele. This epigenetic modification may influence the binding oflIR# ISRE
located around 10 base pairs 3' from the polymorphic positior2120,

HLA-G presents an exclusive tissue specific regulation when compared to the
other HLA Class | genes. Expression has been observed at the méttahahterface [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 fetatmaternal interfaceraallogenic immune response would be expected.
The absence of MHC Class | (Ia) molecules is considered as one of the reasons for this non
resporse. However, it is well known that the trophoblast expresses-BLAs well as other
nonclassical HLA moleculessuch as HLAG and HLAE. This non canonic profile has been
associated with immune modulatory functions that play an importdatin gestational
outcome [2425].

In the present study, weequenced approximately 1400 base pairs (bp) of the
HLA-G promoer region, targetind6 SNPs already described in previotsdges by other
groups [20.26], in 19 couplesr{ = 38) undergoingART and 69 control couple® & 138) in

order to assess if these variations may confer any prognostic value to IVF or Al tteatmen

MATERIALS AND METHODS

Case and Control Sample

Our case group included9 EureBrazilian couples undergoing ART due to
difficulties in natural conception related to female or male fertilltie couples were mainly
selected fromt he TfACoRméb®r de Medi c inntlee stie of Paraha, t | Vv ¢
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 aoimmune 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 othercdegtree
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problems Theseblood samples have beassembledsince 1997 atthe Laboratory of
Immunogenetics and Histocompatibility (LIGH) of the Genetics Department, Federal
University of Parana UFPR (Brazilfhe case and control couples were grouped acuptdi
ethnic, sociaandeconomic status.

The Ethics Committee of the Hospital das Clinicas of the UFPRUYRARR)
approved thestudy (CERHC n°037ext.019/200Q7), and all participants from both groups
signed a free and informed consent form and completegersonal and occupational

guestionnaire.

HLA-G Genotyping

Peripheral blood DNA extraction was carried out with the salting out technique
described by Lahiri and Nurnbergi7]. PCR reactions included the following: Taq 1X
buffer (70 Mm TrisHCI, pH 8.8, 20 mM (NH).SQy), 0.45 pM of each dNTP, 2 mM MgCl, 2
U Taq(Invitrogen, Carlsbad, CAJSA), 20 pM of each specific primer pair and 50 ng/uL of
DNA.

Amplification of 16 BIMEswasiperfortndden tvio6 UR R
distinct fragments, each oneitwv the following primers(described by [28]) forward
ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG , reverse S TGTGCCTTTGAATCCCGATGCand
forward CTGTGAGGTGAATAAAGTTTGTGC, reverse TGTGACTCTGTCTTGCAACCG
resulting in 638 bp and 637 bp PCR products, respectively. The iretakwaration cycle was
carried out aB6°C for 5 min; followed by 35 cycles at 96°C for 30 sec, 66°C for 30 sec and
72°C for 1 min; and a final extension step at 72°C for 5 i resulting amplicon was
purified with 10 U of Exonuclease | and 1 U Shrimiialine 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 elutedldstrophoresis 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 Biesysi CA, USA) and compared to



28

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 (casss contrds; successesys failures in assisted
reproduction treatment) were performed in 3x2-t(@ st ) and 2 X 2 ( Fi sh
contingency tables using the GENEPQ#rsion 4.0.10 and BIOESTATversion 5.0
progr ams, respectivel vy, with significance
BIOESTAT 5.0 with 95% confidence intervals.

Estimation of the haplotype frequencies was performed ARhEQUIN version
3.11. The expectatiormaximization (EM) &orithm was used to determine the SNP
hapl otype frequenci els000ibootsttapeplicategoaddRHR linkalge HL A

disequilibrium value$29].

RESULTS

Allelic, genotypic and haplotypic frequencie®f 16 SNPs located itHLA-G
560 URR.

Both caase and control groups were in HgtVe i nber g equi |l i br i u
not shown) for the 16 SGIffsnotér cegian betwekenipasitionsh e
-1447 and304.

By comparing the SNPG6s allelic freque
total sample digher frequency 0f1306A, -1179G and-1121C alleles was observed in the
case group. Higher frequencies were reported-X&B8A and-964G alleles in the control

group (pOO0,01). Genotypic frequencies were
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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 df155G/G,-1138A/A, -964A/G genotypes in the
control group (g0.01) was observed (Table I).

The case and control samplesre stratified according tosexandthe allelic and
genotypic frequencies were compared betwewle and female within groups (case and
controls). No significant statistic differences were observed among all the comparisons
performed.

Additional stratification was performed comparingetemalevs control female
as well as casmalevscontrolmale In femalesubmitted to assisted reproduction treatments
(case group) a significant decrease(©1) in the frequency 6fl306G,-1179A,-1121T,-
964G,-762C,-716T,-689A, -666G and-486A alleles and1306 G/G,-1179A/A, -964G/G,-
762CIC, -716T/T, -689A/A, -666G/G and-486A/A genotypes was observed. In control
femalegroup an increaseddguency was observed for thE155G,-1140A, -633G alleles
(Table 1I).

In casemale a lower significantfrequency (g0.01) in the-1179A allele was
found. Theel 12 1T all el e wasnbét present in this gr
1138G allele in both groups<p.01) and as a consequencethel 38 G/ G genot ype
observed either in casealeor controlmale(Table IlI).

In Table IV are only represented the more frequent haplotypeso{=@,01) for
both case and control groups. Six haplotypes were observed in the control group exclusively.
The remaining 7 haplotypes were shared by both group$ia differences were observed in

haplotypic frequencies between case and control groups (Table 1V).

DISCUSSION

For a long timeHLA-G has been considered an important mediator ofifetal
maternal tolerance during pregnarjdy 30]. Sequences and polymphisms upstream exon 1
i n t he HA-GRIght e bfimportance in the control of its expression PAQ.
Pregnancy outcome has been widely investigated by different grStymties of
association between polymorphismdHifA-G and reproduction began the past decadand

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

expressing HLAG mRNA showed higher cleavage rate compared to embryos that do not

express the same molecule. Since theveral studies have analyzed the possible implication

of HLA-G molecules in the selection of embryos and oocytes for ARI. [®ther groups
also correlated thART to the analysis of HLAG genotypes, as well as withe expression
of HLA-G protein in culture supernatants and the embryo to be selected for N38][32
This is the first study t oHLAGprom®ters
region, in case couplewho underwent ARTand their controls, in the setof Parana,
Southern Brazil. Our aim was to determine whethetth&-G5 6 URR genet i c
associated with the outcome of pregnancy and thagnostic angrognostic valuen ART.
The comparisons performed between case and controls allowed dsaw the allelic,

genotypic and hapl ot ypi c-GisodbbPe@asdcgntotst er n i

t h o

var

n 5
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Table I: Genotypic and allelic frequencies comparison between case=38) and control (n=138) group of
16SNPs located itHLA-G5 6 URR.

-1306A/G OR A/A-AIG OR A/A-GIG -1306A/G OR
AIA AIG GIG (&) (&) A G (&)
46 30
Casegroup 13 20 5 ~0.0007 2.87 7.03 (0.60) (0.40) -0.0035 2.35
Controlgroup 17 75 46 p=0. (1.196.87) (2.1822.71) 109 167 P7 (1.393.94)
(0.40) (0.60)
-1179G/A OR GIGG/A OR G/GA/A -1179G/A
G/IG G/A AJA (CI (€n G A
49 27
Casegroup 14 21 3 ~0.0000 2.78 12.08 (0.64) (0.36) ~0.0005 2.69
p=Y. (1.186.57) (3.0847.38) 111 165 =L (1.594.57)
Controlgroup 17 77 44 (0.40) (0.60)
-1155G/A OR G/GG/A OR GIGA/A -1155G/A
G/IG GIA AIA (Cl (o)) G A
64 12
Casegroup 27 10 1 001 0.41 0.11 (084) (016) ., 0372
Control group 120 18 0 p=0. (0.17:0.97) (0.01-1.32) 258" 18 P7 (0.17-0.81)
(0.93) (0.07)
-1140T/A -1140T/A
TIT TIA AIA T A
Casegroup 5 20 13 (0320) (0420)
p=0.15 : ) p=0.11
Controlgroup 12 61 65 85 191
(0.31) (0.69)
-1138A/G OR A/A-A/G OR A/A-GIG -1138A/G
AIA AIG G/G (Cl (o)) A G
70 6
Casegroup 32 6 0 P 0.12 0.24 (092) (0.08) oo, 0128
2= (0.0280.5) () 273 3 P= (0.030.52)
Control group 135 3 0 (0.99) (0.01)
-1121CIT ORC/C-CIT OR C/GTIT -1121C/T
C/IC CIT TIT (o)) C T
Case grou 37 1 0 75 !
group NP, 11.27 0.72 (0.99) (0.01) o015 10587
=0 (1.4985.46) () 242 34 PV (1.4278.28)
Control group 105 32 1 (0.88) (0.12)
-964A/G OR A/A-AIG OR A/A-G/G -964A/G
AIA AIG G/G (o)) (cn A G
44 32
Case grou 12 20 6
group 0=0.0022 2.77 6.00 (058) (042) _;o0a5 22
Control aroun. 16~ 74 48 : (1.136.80) (1.9318.6) 106 170 ’ (1.31-:3.69)
group (0.38) (0.62)
-762T/C -762T/C
TIT TIC CIC T C
43 33
Casegroup 11 21 6
0=0.06 (0.57) (0.43) 0=0.04
Controlgroup 26 70 42 122 - 154
(0.43) (0.57)
-725CIGIT -725CIGIT
C/IC CIG G/G CIT G/IT TIT C G T
63 7 6
Casegroup 25 7 0 6 O (0.83) (0.09) (0.08)
p=1.00 ' : ' p=1.00
Controlgroup 95 19 2 20 1 229 24 23
group (0.83) (0.09) (0.08)
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“716G/T T16GIT
GIG GIT T G T
43 33
Casegroup 11 21 6 _ (0.57) (0.43) _
p=0.06 122" 154 P=004
Controlgroup 26 70 42 (0.44) (0.56)
-689G/A -689G/A
G/IG G/A AIA G A
42 34
Casegroup 11 20 7 _ (0.55) (0.45) _
p=0.09 122 154 p=0.07
Controlgroup 26 70 42
(0.44) (0.56)
-666T/G -666T/G
T TIG GIG T G
43 33
Casegroup 11 21 6 _ (057) (0.43)  _
p=0.06 122 154 P=004
Controlgroup 26 70 42
(0.44) (0.56)
“633A/G “633AG
ANA AG GIG A G
40 36
Casegroup 11 18 9 _ (0.53) (0.47) _
p=0.19 122 154 P02
Controlgroup 26 70 42
(0.44) (0.56)
-486C/A ~486C/A
CIC_CIA AA c A
43 33
Casegroup 11 21 6 _ (0.57) (0.43) -
p=0.06 122" 154 P=0.04
Controlgroup 26 70 42
(0.44) (0.56)
-477GIC -477GIC
GI/G GIC CIC G ¢
49 27
Casegroup 14 21 3 _ (0.64) (0.36) _
p=0.04 139 137 P02
Controlgroup 37 65 36 (0.50) (0.50)
“369A/C ~369A/C
AA _AIC CIC A C
49 27
Casegroup 14 21 3 B (0.64) (0.36)
p=0.04 139° 137 P02
Controlgroup 37 65 36

(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 locaéd inHLA-G5 6 URR.

-1306A/G OR A/A-AIG  OR A/A-GIG -1306A/G OR
A/IA AIG GIG (n (n A G (cn
24 14
Casefemale 7 10 2 -000sL 2 12.25 (063 (037) o000y 34
Control 33 28 ' (0.849.94) (2.12:71) 49 89 : (1.476.56)
female (0.35) (0.65)
-1179G/A OR G/GG/A OR G/GA/A -1179G/A
G/IG G/A A/A (cn (cn G A
26 12
Case female 9 8 2
0=0.0015 4.37 12.5 (0.68) (0.32) 0=0.0000 3.47
Control 35 o5 ’ (1.31-:1455) (2.2669.19) 53 85 : (1.61-7.47)
female (0.38) (0.62)
-1155G/A -1155G/A
G/IG G/A AIA G A
Case female 13 5 1 31 !
_ (0.82) (0.18) _ 0.24
p=0.04 p=0.0034
Control 62 7 0 131 7 (0.80.72)
female (0.95) (0.05)
-1140T/A -1140T/A
TIT T/IA AA T A
17 21
Case female 3 11 5
0=0.05 (0.45) (0.55) p=0.006 2.21
Control o5 38 ' 37 101 ' (1.054.64)
female (0.27) (0.73)
-11BA/G -1138A/G
AIA AIG GIG A G
Case female 17 2 0 (0335) (0205)
p=0.57 | ; p=0.10
Control 67 > 0 136 2
female (0.99) (0.01)
-1121C/T -1121CIT
c/IC CIT TIT C T
Case female 18 1 0 37 1
0=0.02 (0.97) (0.03) ~0.0026 6.64
=0. p=0.
Control 8 21 0 117 21 (0.8651.07)
female (0.85) (0.15)
-964A/G OR A/A-AIG  OR AJA-GIG -964A/G
AIA AIG GIG (Cn (o)) A G
25 13
Camfemale 8 9 2 0=0.0022 1 12.44 (0.66) (0:34) 1000 3.38
Control 9 32 28 ' (0.951.06)  (2.2269.63) 50 88 ’ (1.597.20)
female (0.36) (0.64)
-762T/C OR T/T-TIC  OR T/T-C/C -762T/C
T/T TIC CIC (o)) (n T C
24 14
Case female 7 10 2
0=0.0077 2.31 9.1 (0.63) (0.37) 0=0.0003 2.75
Control 10 33 26 ' (0.7-7.65)  (1.61-51.46) 53 85 ’ (1.31:5.78)
female (0.38) (0.62)
-725CIGIT -725CIGIT
C/IC C/IG G/IG C/IT GIT TIT C G T
33 3 2
Case female 14 3 0 2 0 0
~0.42 (0.87) (0.08) (0.05) ~0.15
Control Lo 14 4 19 1 1 p=L. 106 17 15 P77
female (0.77) (0.12) (0.11)
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-716G/T OR G/GG/T OR GIGTIT -716G/T
G/G G/IT TIT (cn ©n G T
24 14
Case female 7 10 2
0=0.009 2.31 9.1 (0.63) (0.37) 0=0.0003 2.75
Control 10 33 26 : (0.7-7.65)  (1.61-51.46) 53 85 ' (1.31:5.78)
female (0.38) (0.62)
-689G/A ORCIG oralcAA -689G/A
G/IG G/IA AA (&) (©n G A
23 15
Case female 7 9 3 -0.01 2.56 6.07 (0.60) (0.40) -0.0014 2.45
Control 10 33 26 p=L. (0.768.65)  (1.328.2) 53 85 P=L. (1.185.13)
female (0.38) (0.62)
-666T/G ORT/T-T/G OR T/T-GIG -666T/G
T/T _TIG GIG ©n () T G
24 14
Case female 7 10 2
0=0.0096 2.31 9.1 (0.63) (0.37) 0=0.0003 2.75
Control 10 33 26 ' (0.7-7.65)  (1.6151.46) 53 85 ’ (1.31:5.78)
female (0.38) (0.62)
-633A/G -633A/G
AIA AIG GIG A G
22 16
Case female 7 8 4
0=0.04 (0.58) (0.42) ~0.0035 221
=0. p=0.
Control 10 33 26 53 85 (1.064.57)
female (0.38) (0.62)
-486C/A OR C/GC/IA  OR CIGAIA -486C/A
C/IC CIA AA (&) (©n Cc A
24 14
Casefemale 7 10 2 bs001 2% 01 063 (037) 00008 275
Control 10 33 26 ' (0.7-7.65)  (1.61:51.46) 53 85 ’ (1.31:5.78)
female (0.39 (0.62)
-477GIC -477GIC
G/G G/C C/C G C
26 12
Case female 9 8 2
~0.06 (0.68) (0.32) -0.0048 2.29
Control =0 67 71 p=L. (1.07-4.91)
18 31 20 R
female (0.49) (0.51)
-369A/C -369A/C
A/JA  AIC CIC A C
26 12
Case female 9 8 2
~0.05 (0.68) (0.32) -0.0048 2.29
Control =0 67 71 p=L. 1.07-4.91
18 31 20 (1.07-4.91)
female (0.49) (0.51)
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Table Ill: Genotypic and allelic frequencies comparson between case male (n=19) and control male

(n=69) of 16SNPs located iHLA-G5 6 URR..

-1306A/G -1306A/G OR
AIA AIG GI/G A G (IC)
22 16
Case male 6 10 3
0=0.16 (0.58) (0.42) 0=0.03
Controlmale 9 42 18 60 78
(0.43) (0.57)
-1179G/A -1179G/A
G/IG G/A A/A G A
23 15
Case male 5 13 1
p=0.03 (0.60) (0.40) p=0.008 21
Controlmale 8 42 19 ' 58 80 ' (1.204.40)
(0.42) (0.58)
-1155G/A -1155G/A
G/IG G/A AIA G A
33 5
Case male 14 5 0
0p=0.53 (0.87) (0.13) 0=0.18
' 127 11 :
Control male 58 11 0 092) (0.08)
-1140T/A -1140T/A
TT TIA AA T A
13 25
Case male 2 9 8
p=1.00 (0.34) (0.66) 0=0.50
' 48 90 :
Control male 6 36 27 0.35) (0.65)
-1138A/G OR A/A-A/G  OR A/A-GIG -1138A/G
AIA AIG GIG ) Cl) A G
34 4
Case male 15 4 0
0=0.007 0.05 0.23 (0.89) (0.11) p=0.0025
Controlmale 68 1 0 . (0.0%:0.53) =) 137 1 '
(0.99) (0.01)
-1121C/T -1121C/T
c/IC CIT TIT c T
38 0
Case male 19 0 0
p=0.05 (1.00) (0.00) 5 16
Controlmale 57 11 1 125 13
(0.91) (0.09)
-964A/G -964A/G
AIA AIG G/G A G
19 19
Case male 4 11 4
0=0.20 (0.50) (0.50) 0=0.12
Controlmale 7 42 20 56 82
(0.41) (0.59)
-762T/C -762T/C
TT _T/IC CIC T C
19 19
Case male 4 11 4
p=1.00 (0.50) (0.50) 0=0.55
' 69 69 :
Control male 16 37 16 0.50) (0.50)
-725CIGIT -7250GIT
C/IC CIG G/IG CIT GIT C G T
30 4 4
Case male 11 4 0 4 0
p=0.31 (0.80) (0.10) (0.10) p=0.14
Controlmale 55 5 1 8 0 ' 123 7 8 :
(0.89) (0.05)  (0.06)
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~716GIT -716G/T
GIG GIT_TT G T
19 19
Case male 4 11 4
0100 (0.50) (0.50) 0=0.55
: 69 69 '
Control male 16 37 16 (0.50) (0.50)
“689G/A “689G/A
GIG GIA AA G A
19 19
Casemale 4 11 4
0=1.00 (0.50) (0.50) p=0.55
: 69 69 '
Control male 16 37 16 (0.50) (0.50)
-666T/G -666T/G
TT _TIG GIG T G
19 19
Case male 4 11 4
100 (050) (050 ;g
. 69 69 '
Control male 16 37 16 (0.50) (0.50)
“633A/G -633A/G
AA AG GIG A G
18 20
Case male 4 10 5
0085 047) (053 ;a9
: 69 69 '
Control male 16 37 16 (0.50) (0.50)
~486CIA ~486C/A
C/IC CIA AA c__A
19 19
Case male 4 1 4
0100 (0.50) (0.50) 0=0.55
: 69 69 '
Controlmale 16 37 16 (0.50) (0.50)
477GIC -477GIC
G/G GIC CIC G ¢
23 15
Case male 5 13 1
0=0.35 (07-21) (0636‘39) p=0.16
Controlmale 19 34 16 (0.52) (0.48)
“369A/C -369A/C
AIA AIC CIC A ¢
23 15
Case male 5 13 1
p=0.35 (07'21) (Oé?ég) p=0.16
Controlmale 19 34 16

(0.52) (0.48)
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Table 1V: More frequent haplotypes and their frequencies estimation in casén=76) and control (n=276)

groups of 16SNPs located iHLA-G5 6 URR..

Haplotype Case Control

2 5020622055925 8Q s ,5 25 45

S e 2o 2a3IN0 28832 Q3 27 sy £% g¢ e

3 d3dZ8REFEEEBTEF S L= 2 =22
1 GA GA A CGT CTCTAT G A C C 00200.025 0.122 0.137 0.304
2 AG G TACATTCG GGG A C G A 0.0370.034 0.081 0.121 0.273
3 AGAAACATT CG GG GG GA C G A 0016 0.009 0.016 0.016 0.057
4 G A GA A CGTT CGG GG GATC G A 0003 0.022 0.024 0.049
5 G A GAACGT CGTAT G A C C 0.0060008 0023 0.011 0.048
6 AG G A A CA T CG G G A C G A 0.0060.006 0013 0.006 0.031
7 G A GAATGT CGTATGATCC 0.021 0.005 0.026
8 G A GAATGTT CGG GG ATCG A 0.012 0.012 0.024
9 AG G TACACTCTATGATCC 0.003 0.010 0.010 0.023
10 G A G A A CGC CTTATGAG A 0.015 0.015
1 G A G A A CGT CTCTATGAGA 0.011 0.011
2 G AGA A TGO CTTATGAG A 0.008 0.003 0.011
3G A GA A CGT CTTATGATCC 0.003 0.007 0.010

Oberetal,2 003 [ 20] described that the

725

fetal loss, with an increased risk for miscarriage in couples in which both partners carried the
725G allele, compared with couples not carrying this alle0035; OR=2.76 95%

CI=1.08i 7.09;). According to their comments, the G at nucleotid25 creates a CpG
dinucleotide and they demonstrate thas ICpG site was methylated 625G alleles. This

putative methylation site could be acknowledged as an important position in theticegaf

HLA-G gene expression.

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

HLAG56 URR pr omoter

regi on

and

carri

ed

spontaneous miscarriages (RSM). Their results regardingdhenorphic site-725C/G/T

were similar to those reported by Ole¢mal in the Hutterite community [20].

The unusual feature of the @sting regulatory elements in the promoter region

of HLA-G may determine their differential responsiveness to mastesdriptional inducers

out |

of MHC class la genes (NKB, IRF1 and Class Il transactivator). As a consequence, a tight

transcriptional gene control and tissestricted expression favour the presence of HiAt

the fetaimaternal interface during pregnancy.

Regarding to the SNF25C/G our findingsveredifferent fromthose reporte@ly

Ober and othera/ho investigatedHLA-G polymorphisms and reproduction. They concluded
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that-725G alleles/genotypes were associated with susceptibility to pregnancy commpdicatio
as a result of thelown regulation oHLA-G transcription. In the present study tHe25G
allele showed similar frequencies in both case and control groups.

Moreover, SNPs1306A/G, -1179G/A, -1155G/A, -1138A/G, -1121C/T, -
964A/G showed differensein allelic and/or genotypic frequencies when comparisons
between case and controls were perforn@erestingly, whertase and control samplegre
stratified according tosexit was observed that SNR306G, both allele (g 0.0001 OR =
3.11; Cl= 1.47-6.56 and genotypesl306GG (p= 0.003% OR = 2.89; Cl= 0.849.99
remained in lower frequencies in cdsmale

The 16 SNPgenotyping in the promoter region bILA-G, upstream exon 1,
allowed the estimation of 7 haplotypes presented in both contiotase group, whereas 6
unique haplotypes were presented only in control group.

These findings lead us to suggest and add evidences thatSbiRer e.g-1306
apart from-7 2 5, could act as a target site 1ike
sequenes, equally relevanin controlling theHLA-G gene expressionn fact, the HLA-G
gene region that spans froragationT 1350 toi 1100 inHLA-G 50regulatory region, includes
important regulatory loci, such as, thecus control region(LCR) and tissue sp#ic
regulatory element (TSRE) [2QYlucleotide variation in this region thdisrups transcription
factor binding sites may impact on the regulation of expression of certainGlhleles by
avoiding the binding of transcriptional factors.

It is widely accepted thaHLA-Gp ol ymor phi sms in 506URR
expression of HLAG transcript and proteinSeveral studies were carried out in other
population to evaluate the important role of HIGAIn clinical practiceHowever, the findings
of the actuaktudywere not enough to establish association and prognostic value between the
polymorphisms investigated and couples who underwent ART. More and larger studies
remain to be don¢o clarify the influence and the potential prognostic value of HEA

5 6 U Rdyymorphism in asisted reproduction treatment.
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CAPSULE

Analysisofl 6 SNPs i n t hépifs/ddld MR tahned 3adHUAFAR o f
G genein coupleswho underwent assisted reproduction treatmesngaledsusceptibility and

protective haplotypes

ABSTRAT

The roleof HLA-G in several clinical conditions related to reproduction has been
i nvestigated. |l mportant pol ymor phi sms have
regions of the HLAG promoter. The aim of the present study was to investiga®@NPsn
t he 5a&adJRBp insertion/deletioniis/de) pol ymor phi sm | ocated
of theHLA-G gene and its possible association with the implantation outcome in couples who
underwentassisted reproductiotreatments ART). The case group was composed of 19
couples (n= 38) who underwenART. Ninety-four couples (rn= 188) with two or more term

pregnanciesomposedhe control groupThe expectatioamaximization algorithm was used
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to determine the polymorphism haplotype frequenoiethe HLA-G gene for both gnaps.
Classifying the case/control groups according to sex reveaadcaptibilityhaplotypeqthat
direct couples to ART) associated wiiiLA-G alleles in case women compared with control
women. In addition, @rotective haplotypesglated to fertility,was present only in control
men and absent in case mé&he presence of thelLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b
alleles, as well aa 14bp deletion, in both casgomen gusceptibility haplotypeand control
men @rotective haplotype3howed contrastingesults indicativeof a maternal effecifThese
resultsled us to suggest eontribution of the HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b

allelesto the implantation outcome in couples who underwdRit .

KEYWORDS

14-bp ins/del HLA-G regulatory region, human negluction, protective haplotype,
SNPs,susceptibility haplotype

INTRODUCTION

The HLA-G gene, described by Geraghe¢y al. (1), plays an important role in
immune tolerance and was initially discovered at the matéetell interface. Evidence
suggests thiahe maternafetal tolerance observed in pregnancy may result from interactions
between HLAG and receptors expressed in the membrane or cytoplasm of the natural killer
(NK) cells (2) present at the materfatal interface.

This gene is codominantly esgssed, and its exannt r on and 3&dJTR s
similar to other classical HLA cl ass | ger
shorter cytoplasmic tail (1, 3). Important polymorphisms are also present in the regulatory
region (56URR and 306 UTRDA-Ggene exgessoand pretenc i at e
levels regulation (4).

Moreover, the unusual feature of the-ating regulatory elements in tipepomoter
region of HLA-G may determine their differential responsiveness to masdascriptional
inducers of MHC class la genes (KB, IRF1 and Class Il transactivator). As
consequence, a tight transcriptional gene control and trestriicted expression favor the
presence of HLAG at the fetaimaternal interface during pregnancy. In fact, HeA-G gene
region that spans from positidril350to 11100 inHLA-G56 r egul atory reg
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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
positon-725C/ G/ T i n the 586URR with the presenc:
profile of CpG dinucleotides resulting in a modification of gene expression. Posigéns
methylated in the majority of cells bearing 725G allele (5). This epigenetic méidation
may influence the binding of regulatory factors as -IRHnterferon response fact) to
ISRE (interferon specific regulation element) located around 10 base pairs 3' from the
polymorphic position (6).

Furthermore, the p insertion/deletionirfs/de) polymorphism in exon 8 of the
3NJUTR pr es e mLA-Gigaene énd tramscripthmay affddi A-G gene expression,
resulting in higher or lower levels of soluble Ht@ (sHLA-G). Low levels of sSHLAG have
been associated with some pregnancy complications, such as recurrent spontaneous
miscarriages and preclampsia, as well as in vitro fertilization (IVF) implantation failure (7).

The results of other studies have been contradictory regarding the association biti€en
14-bpins/delpolymorphisms and pregnancy complications {8).

On the basis of the hypothesis that tHeA-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 14bp ins/del polymorphism in exon 8 oHLA-G and its association with various
pregnancy complications. Out of five studies that focused on recurrenaispons abortion
(RSA) (8, 9, 11- 13), four reported a link with mRNA expression (14.7), four with
preeclampsi@l0, 18, 19), three with IVF treatment (202) and one with birth weight (23).

Therefore, the present s tRRg@rgviousigdeseribadi g at
by Hviid et al, 1999 (24) and Obest al, 2003(5) and 14bp ins/del polymorphism(25)
| ocated in the HDALIdRne ragits possible dssodiatiom with the

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

Subjects

Our case group included 19 EtBoazilian couples undergoing ART due to
difficulties in natural conception related to female or male fertilltige couples were mainly
sel ected fr omCdnthoede KedicimcRedroeuivo i n t he state
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, retrievedytes <3 and the existence of
obstructive azoospermia in males.

The 94 control couples were voluntary participants, unrelated to the casesyaovith
or more children and without history of idiopathic miscarriages or other reproductive
problems. These btml samples have been assembled since 1997 at the Laboratory of
Immunogenetics and Histocompatibility (LIGH) of the Genetics Department, Federal
University of Parand UFPR (Brazil). The case and control couples were grouped according to
ethnic, social and enomic status.

The Ethics Committee of the Hospital das Clinicas of the UFPR-UYHRER)
approved the study (CERC n°037ext.019/200Q7), and all participants from both groups
signed a free and informed consent form and completed a personal and occupational

guestionnaire.

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: Tag 1X
buffer (70 Mm TrisHCI, pH 8.8, 20 mM (NH)2SQs), 0.45 pM of each dNTP, 2 mM MgClI, 2
U Taq(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 20 pM of each specific primer pair and S0 rod/

DNA.

Amplification of 16 H3GRaEs perfarmed méwdiStioc RR o
fragments, each one with the following primers: forward
ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG , reverse GTGTGCCTTTGAATCCCGATGC, and
forward CTGTGAGGTGAATAAAGTTTGTGC, reverse TBGEACTCTGTCTTGCAACCG,
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resulting in 638 bp and 637 bp PCR products, respectively. The initial denaturation cycle was
carried out at 96°C for 5 min; followed by 35 cycles at 96°C for 30 sec, 66°C for 30 sec and
72°C for 1 min; and a final extension step at(Z2or 5 min. The resulting amplicon was
purified with 10 U of Exonuclease | 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 Terminato€ycle 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 ampidicalll 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 14bpins/delpolymorphisms primers we described by Hviieét al, 2002(11).
The PCR protocol was performed as follows: denaturation at 96°C for 5 min; 35 afcles
96°C for 30 sec, 64°C for 90 sec and 72°C for 1 min; and a final extension step at 72°C for 5
min. Then, the PCR products wezlectrophoresed 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 (casss controls; successess. failures in assisted
reproduction treatment) were performed in 3x2-t(@ st ) and xacl test) Fi s h
contingency tables using the GENEPOP version 4.0.10 and BIOESTAT version 5.0
programs, respectively, with significance set &®. 0 1 . Odds ratios wer
BIOESTAT 5.0 with 95% confidence intervals.

Estimation of the haplotype frequencies was performed with ARLEQUIN version
3.11. The expectatiemaximization (EM) algorithm was used to determine the SNP
haplotype freqg nci es in the 506URR of HLA (1,000 b
disequilibrium values (27).
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RESULTS

Initially we evaluated the 18p ins/del polymorphisms. This polymorphism was
found to be in HardWWwe i nber g equi |l i bri um, ntrg QOupD Blo i n
significant differences (p>0.01) were observed in the genotypic and allelic frequencies of the
exon 8 14bp ins/delpolymorphism between the case group (n = 38) and the control group (n
= 188). The distributions of the 43p ins/delgenotyic 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: succek3)(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 wovsefailure women; success mea.failure
men).

We al so estimated the most frequethe¢l y h
14-bpins/deli n t he 3 AHUAFGRgene {cubff h @.01) for both the case awdntrol
groups are shown in Table 2. Nine haplotypes were observassmety in thecontrol 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 groupgcording to sex revealed a higher frequency of
Haplotype 2 (or thsusceptibility haplotype(p = 0.003) in case women when companith
control women. Haplotype 5 also showed a higher but not statistically significant frequency in
case women (p = 0.02evel 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 theprotection haplotypewas present and statistically significant only in

contrd men and absent in case men (p = 0.006) (Table 3).
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DISCUSSION

Population studies on thélLA-G 14-bp ins/del polymorphism have shown
differences in allelic/genotypic frequencies among women. The +plgenotype is more
frequent in Danish than in Chise or Indian women (reviewed in 9). No differences were
observed among the Brazilian Amerindian population (28). Analysis of tip ¥é/delin an
urban Brazilian population revealed a profile similar to that described for a European
Caucasian populatiotue 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), Xueet al. (9) and Iverseret al (10). On the other hand, Vargeasal
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 studieselating 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) cegli@npsia (18),
the +14bp allele hado influence on the clinical outcome. By contrast, a higher frequency of
the +14bp 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-llpe 14
sequencd30). A higher frequency of the +/+ I genotype in the fetus was observed in
mothers women presenting with pgelampsia during pregnancy (16).

In the present study, haplotypic comparisons between the case and control groups
showed that Haplotypes 3 addwere absent in the case group and only present inotontr
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 2uEceptibility haplotype(p = 0.003; OR = 3.79; CI =
1.589.06) 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 = 0A0@mparison
of case mens.control men revealed that Haplotypepsdtection hapltypg was present and
statistically significant only in control men and absent in case men (p = 0.006; OR = 0.14; CI
= 0.0%1.10).
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On the basis of these new findings, we aligned reported sequendesAeB
promoter region alleles with those of the susd@gi/protection haplotypes, as shown in
Table 4.

Aldrich et al. (31) reported that the presence oftHA-G*01:04 or HLAG*01:05N
allele in either partner was significantly associated with an increased msisadrriage after
adjustment for maternal agaumber of previous miscarriages, history liee birth and
treatment with paternal mononuclear cells. B1©1:05Nallele is defined bypolymorphisms
in the (2 domain and encodes protein variants that are present only in the fullngts1
protein (3. Evidence suggests that allelic variation in i domain of theHLA-G1
isoforms contributes to recurrent miscarriages (31).

Low levels of SHLAG have been observed in the presencellod-G*01:05N The
allele G*01:04:01 has been related to high serunvdls of sHLAG, such asG*01:01,
whereas intermediate levels have been associated with &i&0d4s01:08 andG*01:04 (14,

33).

In the present study, we observed thaththé\-G*01:01:02aallele, whichincludes
the HLA-G*01:05N allele and ins 14p in assoation with Haplotype 2, showed a
significant, specific risk in case women (p = 0.005; OR = 3.79; Cl =9.8@). In addition,
the HLA-G*01:04:01a and HLA-G*01:04:01b alleles plus del 14p in association with
Haplotype 5 also showed a specific risk is game 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 14p in association with Haplotype 3 showed a
nonsignificant Haplotype 3specific protective effect in control women (p = 0.02).
Interestingly, we observethat HLA-G*01:01:02a and HLA-G*01:01:02b plus del 14bp
associated with Haplotypeshowed a significant protective effect in control men (p = 0.006;
OR =0.14; Cl = 0.011..10).

The presence dheHLA-G*01:01:02aandHLA-G*01:01:02balleles plus del 1-b4p
in both case womensysceptibility haplotype and control men pfotective haplotype)
produced contrasting results, which led us to suggest a maternal effect associated with the
HLA-G*01:01:02aandHLA-G*01:01:02balleles that the mother provided to the developing
embryo.
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Table 1: Review of studies otHLA-G and its influence in reproductive processes

Country Process studied HLA-G region study Results
Denmark 3 +/+14-bp genotype more frequent ir
(11) RSA +14-bp/-14-bpexons female patients
Denmark HIIQ\;SI ﬁ’ikfailresit?irrfeglerA HLA-G alleles and +14-bp allele associated with low
HLA-G mRNA level n . ,
. . -14-bp allele associated with
France(15)  JEGS choriocarcinoma - +14bp:-14bpexon 8. jnroasedil oG mRNA stabilty
Denmark Preeclampsia +14-bpl-14-bp exon 8 +/+14-bp fetal genotype associatec
(18) with pre-eclampsia
Denmark +/+14-bp genotype associated with
20) IVF +14-bp/-14-bpexon 8 successful treatment
(
Denmark . . 3 +/+14-bp genotype associated with
(23) Birth weight +14-bp/-14-bp exon 8 higher birth weight
Denmark HLA-G isoforms G1 and 56 URR and Polymorphismsnfluenced sHLAG
(21) G5 and IVF regions expression
India (8) RSA +14-bp/-14-bp exon 8 NS
China(12) RSA +14bp-14-bp exon 8 +14-bpallele more frequent in
female patients
China(9) RSA +14-bp/-14-bp exon 8 NS
Brazil (19) Preeclampsia +14-bp/-14-bp exon 8 -/-14-bp genotyge conferred
protection against preclampsia
) ] SHLA-G expression lower in
China(16) SHLA-G expression +14-bp/-14-bp exon 8 )
+/+14-bp than-14-bp carrier
Norway (10) Preeclampsia +14-bp/-14-bp exon 8 NS
Canadq34) Preeclampsia 3 TR region Instability O.f .”?RNA assouateq with
susceptibility to preeclampsia
Promoter region and  +/-14-bp genotype associated with
Poland(22) IVF +14-bp/-14-bp exon 8 IVF failure
Brazil (13) RSA +14bp-14-bp exon 8 +/+14-bp genotype more frequent ir
controls
Spain(17) HLA-GS5 level +14bp-14bpexong - L4bpallele associated with the

presence of the HLASS isoform

IVF: in vitro fertilization

NS: not significant

RSA: recurrent spontaneous abortion
SHLA-G: soluble HLAG
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Table 2 Most frequently haplotypes plusl4-bp ins/delfor 16 SNPsand their frequencies in the case (n = 38) and control (n = 76) groups.

Control

Case

Haplotype

Total
Freq

Us\

USWwopn

US|

USWOMN

[ep/surdayT

O/V69€E-
JOLLY-
V/098v-
O/IVEEY-
9/1999-
V/9689-
1/99T1/-
1/9/0G¢l-
O/1¢9.-
O/VV96-
1/0T1¢11-
O/VEETT-
V/10v1T-
V/OSSTT-
V/IO6.LTT-

O/VI0ET-

0.22
0.182
0.108
0.063

del 0.021 0.028 0.071 0.1
0.065

C

C

G A A C G C C

G G
G G

0.039 0.036 0.042

ins

T
T

C G G
C G G
cC G C C

C

T
T

A
A

T

T

A
A

0.063

0.045
0.039

del

0.024

G G A C C ins
T

A

T

A G A A
G A A A

G
A

0.061

del 0.018 0.012 0.015 0.016

del
ins

T C G G

A

0.032

0.006 0.009 0.011 0.006

0.006
0.004

c 6 ¢ 6 T A G G A C

C
C

G A G A A

A

6

0.028

0.01 0.009

0.011

0.003

T
T

C G G
C G G

T
T

A

G G A A

0.026

0.011

del
ins

G A G A A G

8

0.024

0.011

0.01
0.016

0.003

Cc
Cc

G G A C
G G A C
T

A
A

G G T

A
G A

0.023

0.007

ins

G A A C G C G T

10
11
12
13
14
15
16

0.019

0.01
0.003
0.007

0.009
0.016

ins

T G T C G G
T
C

C
C

G A A

G A

0.019

G C G T A G G A C C |¢de
G T

G
G

G A A

G A

0.013

0.006
0.012

ins

G A G A A T C G G

G A G A A
G A G A A

G A

0.012

del

T A G G A G A
A G G A

T
T

0.011

0.008

0.003
0.01

del

C

0.01

c G C ¢C A G G A G A (e

G A A
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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).

= S @ 3 c
3 28 £ E S g
5 © OR S S OR g = OR
= 2 i S
§ £ © 2 S (¢) 2 £ (¢)
) ol S c O o
o © 8 O
+ 16 55 7 23 9 32
Hapl. 1 p=0.379 p=0.237 p=0.566
- 60 177 31 93 29 84
+ 25 36 2.66 13 14 3.79 12 22
Hapl. 2 p=0.001 p=0.003 p=0.083
- 51 196 1.474.84 25 102 1.589.06 26 94
+ 0 29 0.09 0 12 0 17 0.14
Hapl. 3 p=0.0002 p=0.029 p=0.006
- 76 205 0.01-0.67 38 104 38 99 0.01-1.10
+ 0 16 0.16 0 10 0 6
Hapl. 4 p=0.009 p=0.053 p=0.1768
- 76 216 0..21.28 38 106 38 110
+ 10 10 3.42 6 5 4 5
Hapl. 5 p=0.010 p=0.027 p=0.068
- 66 222 1.368.57 32 111 34 111
+ 5 6 2 4 3 2
Hapl. 6 p=0.105 p=0.456 p=0.096
- 71 226 36 112 35 114
+ 3 6 2 3 1 3
Hapl. 7 p=0.389 p=0.339 p=0.635
- 73 226 36 113 37 113
+ 1 6 1 3 0 3
Hapl. 8 p=0.451 p=0.635 p=0.424
- 75 226 37 113 38 113
+ 1 6 0 3 1 3
Hapl. 9 p=0.451 p=0.424 p=0.635
- 75 226 38 113 37 113
Hapl. + O 7 0 5 0 2
p=0.134 p=0.237 p=0.566
10 - 76 225 38 111 38 114
Hapl. + O 6 0 3 0 3
p=0.180 p=0.424 p=0.424
11 - 76 226 38 113 38 113
Hapl. + O 6 0 5 0 1
p=0.180 p=0.237 p=0.753
12 - 76 226 38 111 38 115
Hapl. + O 4 0 2 0 2
p=0.320 p=0.566 p=0.566
13 - 76 228 38 114 38 114
Hapl. + O 4 0 4 0 0
p=0.320 p=0.318
14 - 76 228 38 112 38 116
Hapl. + O 3 0 1 0 2
p=0.426 p=0.753 p=0.566
15 - 76 229 38 115 38 114
Hapl. + O 3 0 3 0 0
p=0.426 p=0.424

16 - 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)

G*01:01:01at

G*01:01:01b

G*01:01:01c

G*01:01:01d
G*01:01:01e
G*01:01:02
G*01:01:02
G*01:01:02a?
G*01:01:02b
G*01:01:03

G*01:03

G*01:03
G*01:03

Haplotype
< < < 0 k& £ g
c 5333 d4& R EF 888 E5FE B
! —
c c ¢C del
C T C ins
C T C del
C cC C ins
C T C del
C C del
C T ins
C T del
C C ins
C C ins
T T ins
T C del
C T ins
C C del
C C del
C C del
c c Haplotype
land 4
c C
T c Haplotype
12
C C Haplotype
C C 1land 4
T del Haplotype
T ins 11
T C T Haplotype
T ins
= s Haplotype
11
T ins
C ins
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G*01:03 ins
G*01.03

G*01:03:01a
G*01:03:01b
G*01:03:01c
G*01:03:01d
G*01:04:01a
G*01:04:01b

ins

Haplotype
5
) Haplotype
ins
11

OO0 00O0oO0
4 400 00O0O0
OO0 A4 4 4 4 4 4

—
@)

G*01:05N

G*01:01:01a: 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*01:05NandG*01:06:01
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4.DISCUSSAO

Na constante busca por aprimoramento das técnicas de reproducao assistida, com
intuito de aumentar a taxa de sucesso implantacgiesldos atuait®m sinalizado sobre
importancia da expressdao ddLA-G na gestacaoJduriscovaet al, em 1996,foram os
primeiros a demonstrar que a expressao de-BLgollvelnos sobrenadantes de cultura de
embrides resulta numa maior taxa de clivagimembridoquando comparados a embrides
nao secretores de sHEB. Baseado neste estudo, outros pesquisadoresaramci
investigacdes relacionadas a HiGA\ comobiomarcador candidato para inferir ocorn@sc
relacionadas a gestacdo. Wlédisso, investigoge também a relacdo existerdrtre 0s
diferentesalelosHLA-G com os niveis de expressao da proteina #.Ao sobreadante da
cultura embrionaricomo auxiliar na etapa de selecdo embrionaria em [ IFFERet
al., 2000; FUZZlet al, 2002; HVIID et al, 2004; NOCClet al, 2005; SHERet al, 2005;

YAO et al, 2005; REBMANNet al, 2007; SIPAKSZMIGIEL et al, 2007;VERCAMMEN
et al, 2008; SIPAKSZMIGIEL et al, 2009; KOTZEet al, 2010; REBMANNet al, 2010).

Na regido sul do Brasil, este foi 0 primeiro estudo identificando dSNIBs da
regi «o promotor a 5deidsRiRded4pmnopxoriBamgdoB8 US Ro do
gene HLA-G em casais submetidos a TRA e controles. Através da caracterizagdo da
variacBeggenéticas e suas frequéncias alélicas, genotipicas e/ou haplaigieass grupos
investigados, foi possivel tracar um perfil genético dos casais queere@TRA, e o valor
prognostico dessa variacdo genétican o resultado do tratamento de reproducéo assistida
(sucesso ou insucesso) em casais com infertilidade de causas desconhecidas.

As frequénciasilélicas egerotipicasforam distintas quando compalosSNPs da
regi «xo 50URR entr e o0s3004-11p9% £- 1121 maisafreqlienteso s a
em casais submetidos a TRA os alelos1138Ae-96 4G nos contr ocakass ( p
submetidosao TRA 0s genétipos1306G/G,-1179A/A e-1121C/Tforam menos frequentes,
enguanto os genotiped 155G/G,-1138A/A e -964A/G apresentavam maior freqtiéncia no
grupo controle (pOO0, 01).

A comparagcdo entre 0s sexossncasais submetidos a TRAemonstrou
similaridade entre mulheres e homens, enquanto a mesmaregagao grupo controle, uma
importante diminuicdo da frequéncia do alel@5C foi observada nas mulheregas nao foi

significativa
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Entre mulheresubmetidas a TRA& mulheres controles observeeumamenor
frequéncia de alguns alelos e genotipasmulheres submetidas a tratamento, sendo menos
freqlente neste grupo os aleld806G,-1179A, -1121T, -964G, -762C, -716T, -689A, -
666G e-486A, e 0sgenostipos1138G/G,-1179A/A,-964G/G, -762C/C,-716T/T,-689A/A e
-486A/Aquando comparadas as controles (pOO0, 01
masculino de cada grupo revelowlelo-1179A menos freqiente e o aleld121T ausente
em homens pacientelteressantementéi observad uma auséncia do genétipb138G/G
tanb em homens pacientes como controles.

Os estuds de Oberet al, 2003 e Silveet al, 2009 associanmp SNP-725C/G/T
com AER. No presente estudo ndo foi possivel observar diferencas na frequéncia-do SNP
725C/GT entre pacientes e controles. associacdo des variante genética com o AER
descrita em estudos anterioggermite propor que, decorrente de uma troca de bases nessa
posicdo, na regido promotora HeA-G, a presenca do aleld25G poderia resultar em uma
alteracao no perfil de metilacéo dos dinudigeds CpG, uma vez que na posi€arb existe
uma base C. Repoft®e que a maioria das células portadoras do al@leG apresentavam
726C metilado, o que poderia influenciar a ligacdo de-1RRo ISRE, localizado a
aproximadamente 10 pares Hasesda 8e8sa posicdo polimoérfica (LEFEBVRE al,

1999; OBERet al.,, 2003).

Os resultados do presente estsdo sugestivos de qualém do ja conhecide
725C/G/T,outros SNPgoderiam atuacom fitag SNP® gue s«0 SNPs em ¢
ligacdo com determinadvariacdo genética (outro SNP ou alelo), dentro da seqiéncia
regulatéria deHLA-G. Ressali-se queo controle da expressdo HeA-G envolveelementos
regulatérios agindo emis/transe presentes em sua regido promotora (entre as posi¢hés
a +1), detaminandosua resposta diferencial aos princip@itores transcricionais dos genes
MHC de classe la (NkB, IRF1 e o CIITA), bem como um controle transcricional e
expressdotecide s pec2 fi ca. NaLAGhGImportantékdi tbfuRtérids tais
como o LCR e o TSRE (OBERt al, 2003), evariacbes nas sequéncias desta regido
poderiam alterar sua ligacdo cdatores transcricionais especificos, impactando na regulacéo
da expresséao dos diferentes alelositia-G.

A avaliacao da frequiéncias alélisae genotipicas das varianiaes/delde 14pb do
exon 8 deHLA-G nao apresentaram diferescsignificatives em nenhuma das abordagens
comparativasA diferenca entre populacdes ja foi reportada para este polimorfismo, havendo
estudos que apresentam regiggasimilares aos observados eosso trabalho HIPATHI et
al., 2004; XUEet al, 2007; IVERSENet al, 2008), bem como resultados discordantes que
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revelam uma maior freqiéncia do gendtipsins 14pb em mulheres dinamarquesas
comparadas a mulheres clsae e indianas (revisado por YA® al, 2006a) .Vargas e
colaboradores, em 2Q, relataam uma maior freqiéncia de homozigotos para a variante
ins14pb no grupo controle comparado com casais com relato de 3 ou mais AER.

Assim, os resultados sobre a infla&nde polimorfismos em regides reguladoras
de HLA-G e reproducacém sido contraditorios. Em alguns estudos ndo se observou qualquer
influéncia da varianteinsl4pb em TRA (TRIPATHI et al, 2004) ou préclampsia
(IVERSEN et al, 2008), enquanto outros athm sua influéncia em AER (HVIIRt al,

2002; HVIID et al, 2004a; YANet al, 2006a), em tratamentos de FIV (SIPARMIGIEL
et al, 2009) e com o pesto recém nascido (HVII2t al, 2004b). O gendtiping/ins foi
observado como maiBeqiiente em fetosle mulheres que desenvolveram-poampsia
(HYLENIUS et al, 2004).

Existe uma taxa de sucesso associada aos tratamentos de reproducdodessistida
cerca de 15 a 20%Nossos resultados demonstraram queelacdo entre as frequéncias
alélicas e genotipicasom o resultado do tratamento de fertilidade ndo apresdifarenca
significativa. Isso pode ser consequiéncla numero reduzido de casais que tiveram um
sucesso implantacional n 12), comparado com 0s casais que tiveram um insucesso do
tratamento (1= 26).

Os dados de genotipagem dosSI6lPs da regi «o 50URR ana
com o polimorfismo dans/delde 14pb, permitiu a estimativa de 16 haplotipos, sendo 9
exclusivamente presentes érdividuoscontroles e 7 compartilhado entre ambos osagup

Das comparac¢fes haplotipicas foram referidos cassmciados com efeito de
protecdoa concepcao naturals haplotipos 3 e devidenciado por sua auséncias casais
submetidos a TRA presenca rsocasaicontrole (p= 0,0002; OR= 0,09; IC=0,01-0,067 e
p = 0,009; OR= 0,16; IC= 0,2-1,28, respectivamente). Alédisso, observoge efeito de
susceptibilidade associado a@plotipos 2 e 5, que apresentaram uma maior freqiiéosia
casais submetidos a TRA =,001; OR=2,66; IC=1,474,84; e p= 0,01, OR=3,42; IC=
1,368,57, respectivamente).

Andlises comparativas das frequéncias haplotipicasforam realizadas
considerandee 0s grupos estratificados por sexo. Na comparacdo entre mulheres pacientes
vs mulheres controles, daplétipo 2 permanece significativamente diferente e mais
freqliente nas pacientes submetidas a TRA 003; OR= 3,79; IC = 1,589,06). O
haplétipo 5, apesar de sugestivo aumento, ndo apresentou significarei®,(2). Um

comportamento inverso, mais frequente em mulheresatestfoi observado com relacéo ao
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haplotipo 3, que permaneceudgimo a significancia (= 0,02). Entre os homens, o Unico
haplétipo que mostrosignificancia estatisticoi o haplotipo 3, mais frequente em homens
controles do que nos pacientes=(@,006; OR=0,14; IC=0,01-1,10).

Com o auxilio do trabalho de Larsen and Hviid, 2009, sdénferir quais
possiveis alelos estariam associados osrhaplétipoga referenciadogjue seapresentaram
com frequénciasignificativas na comparagao entre gsupos casce controle Dessa forma
foi possivel associao haplétipo 2 e 3 aos alelo$lLA-G*01:01:02a (G*01:01:02;
G*01:0203 G*0L05N e G*01:06:01) e G*0101:02b; enquanto ohapldtipo 4 estava
associado aos alelos HLA-G*01:01:01a (G*01:01:01; G*0101L08; G*01:01.04),
G*01:01:01d e G*0L01:01; e o hapldtipo 5 foi associado comLA-G*01:04:0la e
G*01:04:01b.

Apoés a descricdo dRebmannet al, 2001 dos alelo$iLA-G relacionandeos
como baixos e altos secretores, Hwidal, em 2003, associaram 0s alelosxbasecretores
com a presenca da sequéncia de 14pb no exon 8, reportando assim a importancia deste
polimorfismo para a regulacao da expressao génittéeG. Em nosso egtlo, observoise
gue a Unica micdo divergente entre os Haplotipos 2 ,eé3¥xatamerg o polimorfismo
(ins/del)no exon 8, onde o haplétipo de maior susceptaoiléed (Haplotipo 2) € genotipado
insl4pb nesta posicdo, e o haplétipo sugestivo de protecdo (Haplétipo 3) apresenta o alelo
del1l4pb, concordando com os resultados apresentadowvimbieHal, 2003.

Aldrich et al.em 2001, repoarama associac¢ao dos alelos baixo secretbites-
G*01:04 e/ouHLA-G*01:05N nos casais com risco aumentado a casdsR¥e sendo esses
alelos presentes em nossos haplétipos de susceptibilidstielos tém emostrado que os
niveis de sHLAG no sobrenadante da cultura do embe&thoassociads a0 sucesso ou
insucesso do tratamento (FUZ&t al, 2002; NOCClet al, 2005; RIZZOet al, 2007,
SAGESHIMA et al, 2007; SIPAKSZMIGIEL et al, 2007; RIZZOet al, 2009b) sendo os
alelos de baixa secrecdo sempre associado com o insueessproducadoNo entanto, nas
comparacdes entre casais com sucesso e insucesso do TR&audwramos diferencas
significativas que corroborem os achados destes estudos.

Estudos sinlares com maior iimero amostral de casasbmetidos a tratamento
de reproducdo devem ser realizados para confirmaespstados do presente estudo. Além
disso, estudos que investigudatores transcricionais e/ou epigenétiessociados com 0s

SNPs e oubs sitios reguladores investigados ampliariam os achados do presente trabalho.
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5.CONCLUSAO

V  SNPs dentro @ regido LCR/TSRE apresentam distribuicdo distinta entre os casais
TRA e os casais controles, demonstrando a importancia dessa regiao parasséexgpee
HLA-G e sua relagdo com a concepcao bem sucedida.

V  No presente estudo foi possivel inferir haplotipos de susceptibilidade/proteca
infertilidade envolvendoS NPs da IRR g vakiamtesbs@él 4 pb na regi «o
associados a alelé_ A-G de<ritos.

V O Haplétipo 2, inferido e associado alelo HLA-G*01:01:02a, que inclui os alelos

HLA-G*01:05N4ns14bpfoi associado adsco especifico em mulheres em TRA

V O Haplétipo 5 inferido e associado aos alelddLA-G*01:04:01a e HLA-

G*01:04:01bMdel14kp, foi sugestivo de risco especifico para 0 mesmo grupo de m@silher

V O Hapbtipo 3, inferido e associado &dlA-G*01:01:02atdel14bpfoi sugestivo de

um efeito de protecdm infertilidadeem mulheres controle

V O Hapldtipo 3 inferido e associado aos aleloBlLA-G*01:01:02a e HLA-
G*01:01:02k/del14bp mostrou um efeito protetoa infertilidadeem homens da amostra

controle

V  Os resultados contrastantes relacionados a presenca do Haplétipo 3 associado aos
alelos HLA-G*01:01:02a e HLA-G*01:01:02k/del14bp em mulhes submetidas a TRA
(haplotipo de susceptibilidadeinfertilidadgé e em homens controlbédplotipo de protecéaa
infertilidadeg nos permite sugerir efeito materna heranca doalelosHLA-G*01:01:02a e

HLA-G*01:01:02k/del 14bp em casais que recorreraraaxilio de reproducgéo assistida.
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MATERIAL E METODOS

1. DELINEAMEN TO

Estudo clinico primariogbservacional, com carater transversal e comparativo.

2. AMOSTRA

A amostragem constituiise del9 casaign = 38) eurcbrasileiros submetidos a
TRA devido a impedimento de concepcao natural, sendo excluido deste grupccaasais
relato de endometriose, idade materna superior a 35smg]iminuicdo da funcéo ovariana,
volume ovariano menor quBems3, azoospermia obstrutiva, mulheres que nao responderam de
forma esperada ao tratamento com estimulacédo de menos que 12 falittdssou 3 évulos,

e niveis hormbnais de FSH e Estradsniperior a 10 e a 80, respectivamentiéveis
considerados minimos pela Associacdo Néreericana de Reproducdo para assegurar que o
insucesso reprodutivo ndo seja devido a baixa resposta amdrab Os casais foram
recrutados as Clintas de Reproducao Assistida ddddle de Curitiba, no estado do Parana,

sul do Brasil, principalmente pela clinifeCo n c-eCheenrt r o de Medici na
entre outubro de 2009 a outubro de 2010.

O grupo cotrole foi composto por 94 casais & 188) voluntarios, sem
parentesco, que apresentaram duas ou mais gestacdes a termo, sem registro de abortamento d
causa desconhecida ou submissdo a técnicas artificiais para reprofisica@mostras de
sangue periféricoforam coletadas e estocadas no Laboratério de Imunogenética e
Histocompatibilidade LIGH desde 1997Sendo pareados com o grupo paciente de acordo
cometnia e classe socecondmica.

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité da & Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana-(HRPR) (Apéndice Il). Os voluntérios de
ambos os grupos assinaram termo heselarecido de consentimento e responderam a um

questionario de saude pessoal e ocupacional (Apéndice IlI).



3. PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

O processamento e analise das amo#tras realizads no LIGH, Departamento de

Genética da Universidade Federal do ParaBR.

3.1. Extracéo

A extracdo do DNA gendmico nas amostras de ambos os gruposréalizada
pela técnicale salting out descrito por Lahiri e Nurnberger (1991). Posteriormente, realizou
se leitura de densidade Optica e verifis®u pureza, para diluir as amostras para uma
corcentracdo de uso d& ng/m de DNA, o armazenamento das amosti@isrealizado a

20°C.

3.2. Genotipagem

Apoés confirmacdo da pureza e concentracdo de cada anuestNA foi
realizada a PCR contendo um volume final de 50uL, composto por tahaggtoX, 0,45
pmol de cada dNTPIr{vitroger), 2 mM de MgCI, 2UTagq (Invitroger), 20 pmol de cda
primer especifico para cada uwsdragmentos e 58g de INA.

Devida a extensdo da e gi « 0o (B@U@RRoptouse por realizar a
amplificacdo em dois fragmentos, através dso de 2 pares derimers (Foward 1
ACATTCTAGAAGCTTCACAAGAATG, Reverse 1GTGTGCC TTTGAATCCCGATGC
Foward 2 CTGTGAGGTGAATAAAGTTTGTGC e Reverse 2
TGTGACTCTGTCTTGCAACCG com temperatusade anelamentde 66°C e tamanho @do
fragments 638pb e 637pb, respectivamerftiescritopor SILVA, 2009) A PCR seguiu as
condicdes de uma denatura 0 i ni ci al a 96UC poor 65dAHC &Spsocri
72°C porl6 e um anel ament o Afconfirmdcdo da amflificab&o fgd o r
visualizada em gel de agarose 1% (Figura 1). Apés a amplificagdo o produto foi purificado
com as enzimas Bxiuclease | (EXO) (10U) e SAP (1U) (USB Corporation, Staufen,



Germany e produto de PCR (concentracdo maior quae@Q volume final de 14L, 37°C

por 600 e 80UC por 156. A r ea-kikBigDyev.3.5daqg ¢ en
ABI PRISM®(Applied Biosystems, CA, USA) 35 ciclos de 96UC por
60U por 406 e um anelamento final de 72U0C p
com etanol e a analise ocorreu no sequencia@#8130 (Applied Biosystems, CA, USA),
eletrofeograma analisado pelo progransegAnalysegApplied Biosystems, CA, USA)

(Figura 2)
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Figura 1: Gel de agarose 1% para checagem da PCR.
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Figura2: Parte de um eletroferograma, mostrando um individuo heterozigoto.

A regi«o 306UTR, a ias/defldph foi ampdificarh ufilizaisde r i d a
um par de primers (Foward GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC e Reverse:





















