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1 INTRODUGAO

HLA-G é um gene nao-classico de classe Ib pertencente ao Complexo Principal
de Histocompatibilidade (MHC, do inglés, Major Histocompatibility Complex, o qual, na
espécie humana € denominado HLA). (CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM,
1996; CARROSELLA et al.,, 1999; O'CALLAGHAN e BELL, 1998).

E caracterizado por apresentar baixo polimorfismo (quando comparado com os
HLA de classe la), expressao limitada nos tecidos e por codificar, pelo menos, sete
isoformas diferentes de proteinas HLA-G (HLA-G1, -G2, -G3 e -G4 ligadas a membrana
e HLA-G5, -G6 e -G7 em formmas soluveis). As formas sollveis séo resultado da
presen¢a de um codon de parada presente no intron 4, o qual impede a traducdo do
dominio transmembrana da proteina (codificado pelo éxon 5). No que se refere as
sequéncias reguladoras da expressao de HLA-G, este ndo contém uma sequéncia de
resposta ao interferon, logo n&o € induzido pelo interferon (IFN-y) (CAROSSELA et al.,
1999; LILA et al, 2002; CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM, 1996;
O’CALLAGHAN e BELL, 1998).

A expressdo da proteina HLA-G ocorre nos tecidos trofoblasticos extra-
embrionarios, nas reagdes da resposta a tolerancia imune entre mae e feto, inibindo a
atividade citotdxica dos linfocitos T e a atividade das células natural-killer (NK)
Expressa-se também em linfécitos T e B maduros do sangue periférico, queratindcitos,
olhos fetais e adultos, células do timo e em células germinativas masculinas
(KIRSZENBAUM et al., 1994; O'CALLAGHAN e BELL ,1998; LE BOUTEILLER;
- BLASCHITZ, 1999; LILA et al., 2002).

A sequéncia de aminoécidos da proteina codificada pelo gene HLA-G possui
cerca de 86% de homologia com as proteinas codificadas pelos genes HLA-A, -B e —C.
Em diversos estudos tém-se investigado sua possivel atuagdo em complicagdes
associadas a gravidez, tais como abortos espontdneos. Mais recentemente relatou-se
uma possivel associacdo de HLA-G com o mecanismo que certos tumores possuem
para escapar da acgéo do sistema imune. Além disso, sua expressao é revelada em
outros processos patoldgicos como infecgdes virais e também em processos de
reagdes de rejeicdo observadas em orgdos transplantados. (PENZES et al., 1999;
CAROSELLA et al., 2001; PALMISANO et al., 2002; LE DISCORDE et al,, 2002).
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A acao da proteina HLA-G ocorre via receptores celulares regulando a acao das
células NK e linfocitos T CD8*. Como citado anteriormente, sua expressdo em células
trofoblasticas proporciona uma barreira imune impedindo que os linfocitos T e células
NK atuem e danifiquem os tecidos fetais. Essa agdo sobre o linfocito T CD8" pode
ocorrer ou por interagao de HLA-G com os receptores inibitérios presentes nestas
células, ou ainda indiretamente inibindo a resposta proliferativa. Esse proceéso pode
ser benefico no caso da tolerancia feto-maternal ou ainda na tolerancia de aloenxerto e
xenoenxerto, onde o HLA-G poderia minimizar o processo de rejei¢do ao 6rgao
transplantado. Por outro lado, o processo de inibigdo da atividade de linfocitos T pode
ser prejudicial em circunstancias onde ha expressdo aberrante de HLA-G, o que
proporcionaria meios para o tumor escapar ao sistema imune (KHALIL-DAHER et al,,
2000; PALMISANO et al., 2002)
Em relagdo aos transplantes, estudos indicam que a ativagdo do HLA-G leva a
uma diminuicdo da rejeicdo (tanto crénica quanto aguda) e uma melhor tolerancia a

enxertos alogénicos, além de protegdo a processos inflamatorios (LILA et al., 2000).



2 JUSTIFICATIVA

Os atuais estudos indicam que HLA-G pode ter um importante papel na
aceitagcdo de 6rgaos transplantados, através de sua ativacdo durante o processo de
transplante, suprimindo a modulagdo da resposta imune do receptor e gerando uma
melhor tolerancia ao enxerto, controlando as rejei¢cdes aguda e cronica como ocorreu,
por exemplo, em estudos feitos em transplantes de corac&o (LILA et al., 2000; LILA et
al., 2002). |

E importante realizar uma revisdo bibliogréfica a fim de acompanhar os
progressos na area de pesquisa sobre o HLA-G em transplantes, o qual € um campo
ainda relativamente novo, e atualizar os conhecimentos e 0s avangos neste campo que
ainda esta em expansao.



3 OBJETIVOS

I- Conhecer os mecanismos de a¢do de HLA-G e sua atuacédo sobre os linfécitos T
CD8" e células NK;

lI- Investigar as relagbes entre HLA-G e o prognoéstico na aceitacdo de 6rgédos pelos
pacientes transplantados;

- (fonhecer outros papéis bioldgicos do HLA-G, tais como, sua participagdo na
proliferagao celular e/ou progressao de tumores;

IV- Além de realizar uma revisdo do assunto, colher subsidios para estruturar e redigir
um trabalho cientifico relacionado ao HLA-G, usando informagbes do banco de dados

do Laboratdrio de Imunogenética e Histocompatibilidade.



4 MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma extensa revisao bibliografica em livros, sites da internet e em
artigos cientificos, visando atingir os objetivos anteriormente citados, enfatizando-se o
papel do HLA-G em transplantes de érgaos.



5 REVISAO BIBLIOGRAFICA -

5.1 SOBRE O MHC

O primeiro MHC foi descrito por sua atuagdo em transplantes de tecidos em
camundongos. As prihweiras moléculas foram descritas como antigenos polimérficos da
superficie celular e eram codificadas por um locus génico denominado H-2. Os produtos
do H-2 entao constituiriam a principal barreira imunoldgica e o sucesso dos transplantes
dependeria do grau de similaridade H-2 entre doador e receptor. Esses antigenos foram
denominados antigenos de histocompatibilidade e codificados por genes de mesmo
“nome. Posteriormente, complexos génicos homodlogos foram descritos em varias
espécies de mamiferos, atUando de forma similar, codificando produtos moleculares
envolvidos na resposta imune (DUNHAM et al. 1987; CHRISTIANSEN et al., 1993;
CROUA-ROY et al., 1994), |

O Complexo de Histocompatibilidade Humano (HLA, do inglés Human Leucocyte
Antigen) so viria a ser descoberto na década de 50, por Dauéset, Payne e van Rood,
enquanto realizavam estudos soroldégicos em pacientes politransfundidos, e detectaram
anticorpos leucoaglutinantes. Dausset descreveu o primeiro antigeno ao qual
denominou Mac (atual HLA-A2). O MHC humano compreende o conjunto génico HLA
mapeado no brago curto do cromossomo 6, na banda 6p21.3, que ocupa uma regiao
cromossémica de 4 megabases de DNA, onde estdo presentes outros genes, muitos
nao pertencentes ao sistema HLA. Essa regiao do genoma, de acordo com a estrutura
e fungéo dos produtos moleculares que os genes ai situados codificam, foi subdividida
em regides de classe |, Il e lll (Figura 1) (LAMM et al., 1985; ZIEGLER et al. 1991;
CAMPBELL et al. 1993; CHRISTIANSEN et al., 1994; BELL, 1999).

Oito loci génicos foram descritos na Regido de Classe |. Os genes HLA-A, HLA-B
e HLA-C (conhecidos como cléssicos ou de classe la) codificam para cadeia o das

moléculas HLA de classe | cuja estrutura se completa com uma cadeia leve de 2-
microglobulina, codificada por um gene de mesmo nome localizado no cromossomo 15.
As proteinas HLA estao presentes em todas as células nucleadas. Existem ainda os loci
HLA-E, HLA-F e HLA-G (conhecidos como n&o-classicos ou de classe Ib), e ao



contrario dos classicos, séo pouco polimorficos. Ha também os loci HLA-H, HLA-J, HLA-
K e HLA-L, que sé@o pseudogenes codificantes de cadeia a (CAMPBELL, 1993).

FIGURA 1- O MHC HUMANO

Chromosom# 6 q Dmtrémot* P

HLA cias» |
region loci

llustracdo mostrando a posi¢do do MHC no cromossomo 6 e a disposi¢éo dos genes dentro dos
loci. (disponivel em http://nejm.org/teaching_tools/jpegs_large/ klei.figl .jpg)

As moléculas de Classe Il sdao codificadas por diferentes loci ho MHC e
mapeados na regido HLA-D, respectivamente nas sub-regides HLA-DR, HLA-DQ e
HLA-DP. A sub-regido DR, por exemplo, apresenta um locus génico que codifica para a
cadeia a e pelo menos dois loci codificando para as cadeias p da respectiva molécula,
o0 mesmo sendo observado para DQ. Existem ainda os loci HLA-DOB, HLA-DMA e
HLA-DMB, HLA-DNA que codificam para cadeias ae p respectivas. Essa organizacao

mais complexa reflete numa maior variabilidade estrutural para as moléculas de Classe


http://nejm.org/teaching_tools/jpegs_large/

d

I, as quais apresentam uma distribuig&o restrita a linfocitos B, mondécitos, macréfagos,
células endoteliais de capilares e vénulas.

Na Regido de Classe Ill foram definidos genes que atuam no processo de

ativacdo do sistema complemento (Bf, C2, C4A, C4B) e genes da 21-hidroxilase, da

hemocromatose, TNF e LTA, que codificam as citocinas TNF-o. € LT-o (antigo TNF-B)

respectivaménte, entre outros.
5.2 HISTORICO DO HLA-G

HLA-G foi primeiramente descrito por GERAGHTY et al., em 1987, quando
realizavam uma analise do DNA gendmico. Esta analise revelou genes similares aos
bem conhecidos genes do MHC de classe | HLA-A, HLA-B e HLA-C (HUNT et al, 2000).
ELLIS et al.,, em 1986, ja haviam observado uma molécula diferente de HLA de classe |
em seus estudos com células trofoblasticas que Geraghty descreveu e nominou de
HLA-6.0 (por estar localizado no interior de um fragmento de restricdo gerado por Hind

1Il, com 6.0 kb). Somente em 1990, foi possivel associar HLA-6.0 como sendo HLA-G.
(VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).

Inicialmente acreditava-se que o HLA-G era polimérfico somente em algumas
populagdes (afro-americanas), mas posteriormente observou-se que ele era polimorfico
nas outras populagdes também (BAINBRIDGE et al, 2001).

Nos primeiros estudos, HLA-G foi detectado no fluido amnidtico e soro de

mulheres gravidas, e pensava-se que estava restrito somente a estes, mas,
~ posteriormente, detectou-se 'o HLA-G em outros tecidos, fetais (como {imo, olhos,
pulm@o, coragdo e rim) e adultos, como na regido anterior do olho, pele, pulmao
(nestes, em taxas elevadas ), rim, ovario, célon, intestino (nestes, em niveis reduzidos)
timo (sugerindo que o HLA-G possa participar da “educagdo” das células T), além de
células em tumores malignos e mondcitos do sangue periférico e, recentemente, em
inflamagbes musculares e culturas de mioblastos (CAROSELLA; DAUSSET e
KIRSZENBAUM, 1996; CAROSELLA et al., 1998; LILA et al., 2002; WIENDL et al,
2003). |
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53 ESTRUTURA DO GENE HLA-G E ELEMENTOS CONTROLE DE SUA
EXPRESSAO

HLA-G localiza-se no interior da regido do MHC de classe | do cromossomo 6
apresentando 4396 pares de base, com oito éxons, sete introns e uma regigo 3' n&o
traduzida, sendo homdlogo aqueles do grupo classico de classe la. Quanto a sua
estrutura génica poSsui: Exon 1, com 73 pb, codificando o peptideo sinal: Exon 2, com
270 pb, 3, com 276 pb, e 4, com 276 pb, os quais codificam os dominios o4, 0z € O3

respectivamente; Exon 5, com 114 pb, codificando a regiao transmembrana; Exons 6,7
e 8, com 105 pb, codificando o dominio citoplasmatico da molécula HLA-G. Entretanto,
devido a um coddon de parada no éxon 6 a cauda citoplasmatica apresenta 6
aminoacidos enquanto a cauda das moléculas de classe la apresentam
aproximadamente 30 (Figura 2) (CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM, 1996;
O’CALLAGHAN e BELL, 1998; CARROSELLA et al., 1999). |

Ja foram descritos 16 alelos de HLA-G. As diferencas nucleotidicas que geram
diferencas na sequéncia dos aminoacidos definem os seis principais grupos alélicos:
G*0101, G*0102, G*0103, G*0104, G*0105N e G*0106. As substituicdes silenciosas
(ndo afetam o aminodcido codificado) encontradas dentro do grupo G*0707 geram oito
subgrupos: G*01011, G*01012, G*01013, G*01014, G*01015, G*01016, G*01017,
G*01018, e para o grupo G*0104, geram trés subgrupos: G*01041, G*01042, G*01043.
O alelo G*0705N possui uma delegdo no cédon 130, do éxon 3 e € o primeiro alelo
descrito com uma dele¢ao que altera o quadro de leitura e situado no inicio do éxon 4
" (SUAREZ et al., 1997; MARSH, 2000).

Em resumo, dos 16 alelos de HLA-G, 4 resultam de mutagdes nao-sinbnimas
codificando as proteinas HLA-G de membrana: G*01011 (“selvagem”); G*0103 - Thr31
para Ser, G*01041e G*0104b - Leu110 para lle; e Thr258 para Met; assim como a
proteina soluvel truncada, delCys130 (Tabela 1). Os cédons modificados 31, 110 e 258
estdo localizados fora da regido de ligagdo com peptideos, sugerindo que este
polimorfismo n&o afeta interagdes com peptideos antigénicos ligantes ou TCRs. O alelo
G*0105N (que possui a mutagdo delCys130) foi o primeiro alelo nulo do HLA-G
encontrado ocorrendo independentemente em diferentes grupos étnicos (2,3% dos
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caucasianos) (VAN DER VEN et al., 1998; KIRSZENBAUM et al., 1999; CAROSELLA et
al., 1999).

FIGURA 2 - ESTRUTURA DO RNAmM DE HLA-G
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7 Part of the HLA-G gene

Desenho esquematico do RNAm transcrito na integra, incluindo o fntron 4. A orientagédo e
localizacdo da PCR e das seqliéncias de primers estdo indicadas com setas. Os polimorfismos
detectados sdo mostrados (HVIID et al., 1998).

O controle da transcricdo do HLA-G ocorre via elementos reguladores em Cis,
conhecidos por sua importancia no controle da transcricdo dos genes HLA cléassicos:
intensificador A, a seqiiéncia consenso interferon (ISRE) e 0 médulo SXY (Figura 3). O
intensificador A, o ISRE e o mddulo SXY localizam-se na regido promotora do gene e
formam um médulo de indugéo com sitios ligantes para membros da familia NF-xB p50,
p65 e c-Rel, IRF1 e IRF2, ISF1 e ISF2, e Sp1 (fator transcricional das rotas de
transativagéo constitutiva e induzida por citocinas). O médulo SXY é composto por
sequéncias S, X (compreendendo os meio-sitios X1 € X2) e Y ligadas cooperativamente
por complexos de multiproteinas (RFX, CREB/ATF e NFY). Em HLA-G, este mddulo
SXY possui seqiiéncias S e X; homdlogas ao HLA de classe |, mas sequéncias Y e X;
divergentes. Como este segundo bloco &€ muito importante para maior formagéo da
ordem do complexo no médulo SXY e para a transativagdo induzida por CIITA
(transativador de classe Il), o HLA-G nao é induzido por CIITA nem RFX5. Além desses
3 elementos regulatérios, um outro elemento regulatério de 250 pb que controla a
transcricdo de HLA-G esta localizado a 1000pb do 1° éxon, O que foi observado em
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placentas transgénicas de camundongos (CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM,
1996: GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000; ROUSSEAU et al., 2004).

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

Exon?2 Exon 3 Exon 4
HLA-G alleles 31 33 37 CE) 07 110 T30 188 738
. ] ) CCG(P) CAC(H)] OGGA(G) CICL) CIG{L) CACH) ACG(D

G*01012 ACG CGG CCA cat GGA CTC CTG CAC nd.

G*01013 ACG CGG CCcA CAC GGT CIC CIG n.d. nd.

G*IL ACG CGG CCcA CAC GGA CTC CIG n.d. nd,

G*0103 T CGG oCG CAC GGA CTC CIG n.d. nd,

CG (8) .

G*0105N ACG CGG OCA cat GGA CTC TG nd nd.

G*0101g ACG CGA OCA CAT GGA CTC CTG nd. nd.

G*0104b ACG CGG CCA cat GGA A CIG nd. nd.
TC D)

G*01015 ACG CGG CCG CAC GGT CIC CIG CAC ACG

G*01016 ACG CGG CCG CAC GGA CTC CIG CcAY ACG

G*01017 ACG CGG CCA CAT GGT CTC CIG CAC ACG

G*01018 ACG CGG OCA CAC GGA CTC CIG CAC ACG

G*01041/0104  ACG CGG CCA CAC GGA A CTG CAC ACG
TC O

G*01042 ACG CGG cc€E CAC GGA A CTG CAT ACG
TC (D

G*01043 ACG CGG CcCG CAC GGA A CTG CAC ACG
TC T

not assigned ACG CGG CCA CcAT GGA CTC CIG CAC AT M)

G, Gly; H, His; I, Dle; L, Leu; M, Met; P, Pro; R, Arg; S, Ser; T, Thr; fr, frameshift.

Nos 16 alelos de HLA-G, 4 resultam de mutagdes n&o-sindnimas codificando as proteinas HLA-G
de membrana observa-se que em G*01013 ocorre uma alteragéo Thr31 para Ser; Em G*01041 e
G*0104b, ocorre a alteragdo Leu110 para lle; e outra alteragéo Thr258 para Met, ocorre em um alelo
ndo nominado. O alelo G*0105N possui a mutagéo delCys130. Os cédons modificados 31, 110 e 258
estdo localizados fora da regido de ligagdo dos peptideos, sugerindo que este polimorfismo n3o afeta
interagGes com peptideos antigénicos ligantes ou TCRs (KIRSZENBAUM et al., 1999).

Em HLA-G, os dois sitios kB do intensificador A (xB1 e xB2) apresentam
afinidade somente para a subunidade p50 do NF-«B (fator transcricional xB), 0 que n&o
é suficiente para ativar a transcri¢cdo, pois ndo ha ligagdo em niveis significantes com
outras porgdes do NF-xB que possuam propriedades transativadoras. Em adigéo, o sitio
kB2 do HLA-G também se liga ao Sp1(Fator transcricional mediador das rotas de
transativagdo constitutivas e induzidas por citocinas). A regido de supressédo do
intensificador A, a qual tipicamente contém o ISRE em promotores de MHC de classe |,
aparentemente esta parcialmente ausente em HLA-G. Esta regido (a porgéo 3’ do sitio
kB1 e as sequéncias supressoras) ndo apresenta qualquer afinidade de ligagdo com
proteinas da familia de fatores transcricionais IRF (fator regulatério de interferon), mas
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contém um outro sitio de ligagdo com Sp1. Entretanto, este elemento ndo pode mediar
a express&o de HLA-G induzida por IFN-y. Nenhum outro sitio de ligag&o para o IRF ou
STAT1 (tradutor de sinal e ativador da transcricdo) foi identificado nesta regiao
promotora de 220 pb, o que demonstra a nao-responsividade do HLA-G ao IFN«y
(Figura 4) (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

Andlises de sequéncias tém revelado a presencga de outra regido regulatéria em
potencial a 1438 pb na regido promotora do gene HLA-G, assim como sitios de ligagdes
para as proteinas AP1, STAT1, IRF1, NF«xB e ZF (zinc finger). Entretanto esta regio
foi incapaz de induzir a transativagcdo de HLA-G. Em adigdo, ZFX n&o induz a
expresséo de HLA-G (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

FIGURA 3 - A ESTRUTURA DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES HLA-E, HLA-F,
E HLA-G.

Promoter structure of MHC class Ib genes
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A seqliéncia de nucleotideos dos elementos regulatérios conservados dos médulos de indugéo e
SXY dos promotores de HLA-E, HLA-F, e HLA-G. Seqliéncias Consenso dos sitios KB e ISRE, e dos
blocos S, X1X2, e Y sdo mostrados em comparagéo (GOBIN; VAN DEN ELSEN, 2000).

5.4 ESTRUTURA DA PROTEINA HLA-G E SUAS ISOFORMAS

Sobre a estrutura da molécula HLA-G, esta possui uma grande similaridade com
a molécula funcional de HLA-A2, em regies altamente conservadas as quais acredita-
se serem essenciais para a interagdo com as células T. Similarmente, todas posigtes
relevantes para a interagdo com a Bz-microglobulina, a qual € um requisito basico na

manutengdo da conformagdo nativa das moléculas de HLA de classe |, estdo
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conservadas na sequéncia “selvagem” do HLA-G, ou seja HLA-G*01011 (VAN DER
VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).

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

Os dominios a4 € a2 das moléculas de classe |, os quais correspondem aos
éxons 2 e 3 dos genes HLA classe |, formam a regido de ligagdo com peptideo
antigénico, onde os antigenos se ligam e sdo apresentados para os receptores das
células T. O HLA-G difere do HLA-A2 em 12 das 29 posigdes de aminoacidos as quais
sdo relevantes para a ligagdo com o antigeno. Comparagdes entre as sequéncias de
aminoacidos mostram que ambos genes exibem o mais alto grau de diversidade nas
regides onde o polimorfismo pode ser tolerado, em oposi¢ao aos outras regides de
funcionalidade critica. (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000).

Assim como os genes classicos de classe la (HLA-A, -B e —C) e os outros néo-
cléassicos de classe Ib (HLA-E e -F), HLA-G codifica glicoproteinas que ligam-se

covalentemente a cadeia leve, P.-microglobulina, na superficie das células

(CAROSELLA; DAUSSET e KIRSZENBAUM, 1996).

HLA-G teoricamente é capaz de apresentar um nimero expressivo de peptideos
estranhos que podem capacitar células T a proteger o trofoblasto (e outros tecidos) de
infecgdes virais ou transformagdes malignas (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN,
2000).
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A estrutura do peptideo ligante de HLA-G segue os mesmos principios das
moléculas de HLA classicas, ainda que apresente suas proprias caracteristicas. Os
peptideos que se ligam a molécula HLA-G foram estudados por DIEHL et al. (1996) e
os resultados indicaram um grande arranjo de peptideos derivados de proteinas
celulares. Geralmente consistem de 9 aminoacidos, com uma seqiiéncia especifica,
com residuos de ancorageni na posigéo 2 (isoleucina ou leucina), posi¢ao 3 (prolina) e
a posicao carboxi-terminal 9 (leucina). O ensaio peptideo—ligante indicou que 2 ou 3
residuos de ancoragem sao suficientes para a ligagéo, e que 3 ligantes naturais do
HLA-G identificados ligaram-se tanto ao HLA-G quanto ao HLA-A2 (0 que nao
surpreendeu, ja que ambos sdo capazes de reconhecer residuos de ancoragem nas
posi¢cdes 2 e 9). Por outro lado, somente alguns peptideos ligantes do HLA-A2, ndo
todos, puderam também se ligar ao HLA-G (PAUL et al., 2000).

As isoformas conhecidas de HLA-G s&o resultados de processamentos (cortes)
altemativos (splices) no RNAm transcrito, resultando em pelo menos sete RNAm de
HLA-G que codificam sete proteinas: HLA-G1, -G2, -G3 e —G4 ligadas & membrana e
HLA-G5, -G6 e —G7 em formas sollveis (Figu‘ra 5) (PAUL et al., 2000; RITEAU et al,
2001).

HLA-G1 codifica uma proteina que contém os dominios extracelulares o, oy e

o3 ligados ao dominio transmembrana codificado pelo éxon 5 e uma cauda

citoplasmética curta devido a presenga de um cddon de parada no éxon 6. Um
processo alternativo que resultou nas isoformas HLA-G2, -G3, e -G4 que exclui

- respectivamente o éxon 3, os éxon 3 e 4, ou 0 éxon 4 geram isoformas que retém
somente o dominio a4 para —G3, os dominios a1 € a3 para —G2 e os dominios a4 € O

para —G4 unidos a regido transmembrana (PAUL et al., 2000).
Os mecanismos que geram proteinas sollveis alternativas de HLA-G incluem o

uso do intron 4. A molécula solavel de HLA-G5 contém dominios oy ap e ag idénticos,
mas adiciona as seqiéncias do intron 4 produzindo uma fita aberta de leitura que inclui
21 aminoécidos ligados ao dominio a3 € exclui o dominio transmembrana. Uma forma
similar a HLA-G2, retendo o intron 4, também foi descrita, sugerindo a presenca de uma

isoforma HLA-G6 truncada que perde o dominio o, da proteina (PAUL et al., 2000).
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FIGURA 5 - ISOFORMAS DE HLA-G
Membrane bound antigens ALA-G1

Ini2

Representacdo de varias isoformas HLA-G. A transcricdo primaria do gene sofre cortes alternativos
gerando pelo menos: quatro formas ligadas a membrana e trés isoformas soliveis. HLA-G1 codificado
pelo RNAm integral associado com B,-microglobulina e tem estrutura similar aos HLA de classe la. A
transcricdo de HLA-G2, -G3 e -G4 exclui respectivamente o éxon 3, os éxons 3 e 4, ou éxon 4 gerando
isoformas truncadas que retém somente o dominio a1 para HLA-G3, os dominioso. a1 e a3 para HLA-G2
e o dominio a1 e a2 para HLA-G4, adicionados da regido transmembrana. Devido a um cédon de parada
no intron 4, HLA-G5 e —G6 perde o dominio transmembrana formando as isoformas soltveis. Isso ocorre
também para forma solivel HLA-G7, devido a uma tradugéo de um sinal de teminalizag&o no intron 2
(BAINBRIDGE et al., 2001).

A forma soluvel HLA-G7 € uma variante descoberta mais recentemente em que o
RNAm do HLA-G retém as sequéncias do intron 2, produzindo uma proteina HLA-G7

com 117 aminoacidos que contém apenas o dominio a4 do HLA-G ligado a 2

aminoacidos no terminal carboxila especificamente codificado pelo intron 2 (PAUL et
al.,2000).

A expressédo de HLA-G1 e HLA-G5 foi detectada em subpopulagdes de células
citotrofoblasticas, em células timicas, em células endoteliais de vasos sanguineos
coridnicos, em fluido amnidtico e anmniocoridénico, em tecidos tumorais, em oécitos e
embrido em estagio pré-implantacdo, em linhagens de macréfagos ativados e em
monécitos do sangue periférico. O RNAm de HLA-G2, -G3 e —G4 foram detectados da
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mesma forma que em células transfectadas. As formas soluveis foram detectadas em
fluidos corporais, bidpsias de tumores, e soro de pacientes. HLA-G7, especificamente,
foi detectado no trofoblasto, placenta e tecidos amnidticos. HLA-G6 foi detectado em
maiores niveis de expressdo em tratamento de estresse, sugerindo que algumas
isoformas sollveis possam ter uma ativacdo seletiva durante situagdes patoldgicas
(PAUL et al., 2000).

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

PARK et al. (2004) afirmam que formas soluveis de HLA-G1 podem ser obtidas
pela agdo de metaloproteinases, as quais causam uma clivagem proteolitica na cadeia
pesada livre na superficie celular. A molécula de HLA-G1 solivel € menor em
aproximadamente 1-2 kDa que a molécula de HLA-G5. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que moléculas soluveis de HLA-G sao capazes de inibir a atividade litica
das células NK. A isoforma HLA-G1 sollvel gerada por processos proteoliticos poderia
desempenhar um papel importante na modulagao da resposta imune em determinadas
condigdes fisioldgicas. Ainda ndo se conhece a razao pela qual as células geram HLA-
G soluvel por dois mecanismos distintos: por processamentos alternativos e por agéo
proteolitica, uma vez que as atividades da HLA-G1 solluvel e do HLA-G5 parecem ser
redundantes. Possiveis explicagdes sugerem que a isoforma HLA-G1 possa ser gerada
em situagdes patoldgicas em que ocorram mutagdes no gene HLA-G nos sitios de corte
(splice). Em todo caso, acredita-se que HLA-G1 solivel gerada por agdo proteolitica
seja uma medida alternativa em caso de impossibilidade da ocorréncia de splices, como
um controle de fungdes imunomodulatédrias especificas. Alternativamente, HLA-G1 e
HLA-G5 podem ser qualitativamente diferentes, ligando-se a variedades diferentes de
peptideos.

5.5 POLIMORFISMOS DE HLA-G.

Embora inicialmente acreditava-se que HLA-G nao fosse polimérfico, um nimero
expressivo de variagbes nucleotidicas ja foram descritas ao longo de sua sequéncia
génica. O relato do nimero de sitios polimdrficos vem crescendo e diferencas no que se
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refere a localizagc&o, natureza e frequéncia relativa de polimorfismos entre diferentes
grupos étnicos sdo encontradas. Além disso observa-se que certas variagdes
nucleotidicas sdo compartilhadas por todas as populagdes estudadas até o momento
(OBER, 1998; VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000; BAINBRIDGE et al,,
2000).

A maioria das variagdes nucleotidicas descritas em HLA-G decorrem de
mutacdes sindnimas e, logo, a composicao de aminoacidos da proteina correspondente
nao se altera. $omente trés polimorfismos ndo-sindbnimos, todos localizados na regido
de ligagado com o peptideo, tem sitios uteis para diferenciar grupos étnicos. A primeira
esta localizada no cédon. 31 relacionado ao dominio o4, as outras, nos cdédons 110 e
130, relacionados ao dominio op. Os polimorfismos nos coédons 31 (thr — ser) e 110
(leu — ile), respectivamente, levam a uma substituicdo conservativa no que se refere a
polaridade dos aminoéacidos, nao interferindo com a estrutura e funcdo da molécula
(VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN, 2000). ‘

O terceiro polimorfismo n&o-sinbnimo resultado da delegdo de uma Unica base
no cédon 130, chamada 1597delC. A presenca dessa mutacgado leva a instabilidade da
maior proteina variante de HLA-G, chamada HLA-G1. Como resultado dessa mutacéo
perde-se uma ponte dissulfeto entre os residuos 101 e 164, os quais estabilizam as
moléculas HLA-G normais. Entretanto, variagdes alternativas das proteinas HLA-G, nas
quais falta o dominio a» (ou este encontra-se nédo funcional), como por exemplo, a
proteina G2, podem ainda ser detectadas mesmo nos individuos 1597delC
homozigotos. A mutagdo 1597delC foi a primeira mutagdo nula (ndo se expressa na
membrana celular) em HLA-G que ocorre independentemente em todos gmpos étnicos.
Além disso, o polimorfismo 1597delC ocorre em combinagdo com dois polimorfismos
silenciosos comuns, nos codons 57 (éxon 2, codificando pro57A) e 93 (éxon 3,
codificando his93T). O alelo G*0105N (o qual carrega a mutagao 1597delC, como ja foi
dito) esta em desequilibrio de ligagdo com HLA-A30. (VAN DER VEN; PFEIFFER;
SKRABLIN, 2000).

Com base nos dois polimorfismos nos cédons 31 e 110 e na mutagéo no codon
130, quatro grupos alélicos (G*0101, G*0103, G*0104, G*O1'05N) foram definidos e
variagbes adicionais da sequéncia de nucleotideos dos alelos G*0101 e G*0104
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definem subtipos alélicos nesses grupos, respectivamente. As freqiéncias dos
diferentes alelos do HLA-G variam entre os grupos étnicos, por exemplo, o alelo
G*0105N, que é relativamente frequente em afro-americanos (7.4 %) é menos
freqiénnte em europeus do norte (0.6 %) (VAN DER VEN; PFEIFFER; SKRABLIN,
2000).

O grau de polimorfismo em HLA-G sé é considerado baixo comparado as
moléculas classicas de HLA. O alelo G*0705N codifica uma molécula instavel de HLA-
G1. Através do método de Elisa, estudou-se a presenca de HLA-G1 instavel em
portadores do alelo G*0105N. Verificou-se que 0s niveis de HLA-G1 soluvel no plasma
s&o significantemente baixos em portadores heterozigotos para G*0705N, enquanto
portadores de G*0104 tiveram significantemente altos niveis de HLA-G1 soltuvel. O
polimorfismo dos alelos HLA-G n&o explica os diferentes niveis observados da isoforma
HLA-G1 no plasma. Entretanto a interferéncia de polimorfismos conhecidos (ou ndo) no
gene HLA-G com a transcrigdo ou a tradugdo de HLA-G ndo pode ser excluida, uma
vez que a definicdo de seus alelos é exclusivamente baseada na variagdo de
" nucleotideos nos éxons 2 e 3, e os elementos regulatérios da transcrigéo de HLA-G nao
foram completamente definidos. N&o ha informagdes definitivas sobre as concentracdes
relativas das isoformas das proteinas HLA-G associadas aos diferentes alelos de HLA-
G, mas a mudanca relativa dos niveis das proteinas ligadas a8 membrana e soluveis de
HLA-G1 pode ser uma explicagdo alternativa para o fénc‘)meno. Homozigotos para
G*0105N possuem altissimos niveis de HLA-G1, tanto aderido a membrana quanto na
forma soluvel, enquanto que homozigotos para G*07073 possuem um baixo nivel de
~ HLA-G1. Entretanto, ambos alelos possuem baixa freqiéncia em caucasianos, e em
conseqliéncia homozigotos s&o raros. Em populagdes indigeno-africanas, o alelo
G*0105N é encontrado em uma frequéncia alta, mas em heterozigose. O alelo de
maior freqiéncia em indigeno-africanos é G*070417 (VAN DER VEN; PFEIFFER;
SKRABLIN, 2000; MATTE et al., 2000).

5.6 FILOGENIA

HLA-G é pouco polimérfico em humanos e o mesmo é observado em moléculas

homdlogas de primatas proximamente relacionados (chimpanzés, gorilas e
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orangotangos). Contudo, macacos africanos e asidticos de médio porte
(Cercopithecinae) apresentam alto polimorfismo e observa-se na proteina
correspondente a auséncia do dominio a2, resultado de um coédon de parada no éxon
3. Ja que todas isoformas descritas até o momento contém o dominio a1, este deve ser
suficiente para a atividade da molécula homdloga ao HLA-G. Ja os primatas do Novo
Mundo (“cotton-top tamarins”) exibem alto polimorfismo nos sitios ligantes do TCR e
nos sitios de ligagao com peptideos. Portanto estes primatas mais antigos (38 milhdes
de anos atras) mostram um alto polimorfismo em suas moléculas homdlogas ao HLA-G
enquanto os primatas mais recentes apresentam baixo polimorfismo e constantes
delegbes, as quais também foram detectadas em macacos de médio porte na Europa
(CAROSELLA et al., 1999).

Em humanos, alguns alelos de HLA-G mostram uma forte e seletiva ligagdo com
varios (mas nao todos) alelos de HLA-A. Esta associacdo nZo-aleatéria € devida a
presenca de uma regiao de alto polimorfismo entre os 2 genes, produzindo uma
verdadeira variagdo na distancia fisica entre os segmentos A-G presente em diferentes
haplétipos. A associagdo mais comum encontrada entre em todas populacdes
estudadas, A*2-G*070711, é provavelmente o mais antigo desequilibrio da associacéo
A/G presente no genoma humano que é compartilhado com outros primatas “ndo—
humanos” em suas moléculas homdlogas (ALVAREZ et al., 1999).

5.7 A ACAO DA MOLECULA DE HLA-G

A expressao de HLA-G inibe a citdlise mediada pelas células NK e linfocitos T
através de interagbes com receptores inibitérios. Essa ac¢do foi primeiramente descrita
em tecidos da placenta (no trofoblasto, onde a expressdo dos antigenos de HLA-A e
HLA-B é ausente e HLA-C expressa-se em niveis reduzidos) mas, posteriormente,
também foi encontrada em melanomas, conferindo a habilidade de inibir a citdlise pelas
células NK in vitro, e em células epiteliais timicas e mondcitos do sangue periférico
ativados por interleucina-10 (IL-10) e interferon-gama (TNF-y). Evidéncias de que HLA-
G exibe fungdes de imunotolerancia foram vistas em estudos feitos a partir de pacientes
que sofreram transplantes cardiacos. Outras pesquisas afirmam ainda que a sequéﬁcia
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lider de pepiideos de HLA-G pode ajudar na ativagdo de HLA-E (sugerindo que HLA-E
possa ser expresso em certas células placentarias), o qual é capaz também de inibir a
acdo das células NK. Estuda-se a possibilidade de HLA-G ativar também HLA-F.
(KIRSZENBAUM et al., 1996; PAUL et al.,1998; LAINER, 1998, LEIBSON, 1998;
O’'CALLAGHAN;BELL, 1998; RITEAU et al.,, 1999, LE BOUTEILLER; BLASCHITZ,
1999; SASAKI et al., 1999; LILA et al.,2000).

HLA-G tem sido muito estudado devido ao seu papel nas relagcbes feto-
matemais. Analises de microensaios de DNA sugeriram que HLA-G é capaz de modular
a expressao génica de leucdcitos mononucleares no sangue, confirmando a hipotese
de que a molécula HLA-G soluvel na interface feto-maternal atua sobre linhagens de
mondcitos e macrofagos favorecendo a gestagcado (HUNT, 2000). A expressao de HLA-G
no trofoblasto também permite a migragédo dos mondcitos e macréfagos na circulagéo
matema e infiltragao nos seus tecidos, gerando um estado de tolerancia (CAROSELLA,
2000). Estudos sobre expressao de HLA-G em outros tecidos e a relevancia dessa
express&o estao sendo feitos a fim de verificar a acao da molécula HLA-G em tumores,
transplantes e outras possiveis aplicacoes.

CRISA et al.,, em 1996, estudaram a expressao de HLA-G nas células epiteliais
timicas. A expressdo ocorre na superficie do epitélio medular e subcapsular. Linhagens
de células epiteliais timicas foram geradas e demonstraram expressar trés tipos
altemativos de HLA-G transcritos, identificados previamehte nas células trofoblasticas
humanas. Sequenciando o HLA-G1 transcrito, revelou-se pequenas mudangas
nucleotidicas resultando em substituicbes de aminodacidos, todas compactadas no
~ interior do éxon 3 de HLA-G, codificando o dominio a2 da molécula. O estudo de Crisa
levanta a possibilidade de que a ndo responsividade matemal para os tecidos fetais
expressando HLA-G possa ser gerada no timo por uma prévia apresentacdo a este
MHC no epitélio medular.

Em varios dos experimentos feitos sobre a expressido de HLA-G, foram utilizadas
linhagens de células HLA classe | negativas, as quais eram submetidas a acdo de
transfectantes de HLA-G, porém RITEAU et al.(2001) fizeram experimentos para
detectar a express&o das isoformas de HLA-G (no caso, a G1, G2, G3 e G4, que sio as
isoformas de membrana) em células HLA classe | positivas, submetida & acdo de
transfectantes de HLA-G e depdis foram analisadas a presenca das isoformas através
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de anticorpos monoclonais especificos para as mesmas. Detectou-se que todas as
células transfectadas sintetizaram as isoformas de HLA-G como proteinas, mas
somente HLA-G1 foi detectado na membrana das mesmas, sendo que as outras
isoformas foram precipitadas em reagdes com anticorpos monoclonais. Confirmou-se
entdo que HLA-G (G1) pode expressar-se juntamente com os outros HLAs de classe |
nas células. Esse experimento, se constitui numa abordagem ‘atil para um estudo das
relagdes entre as moléculas de HLA de classe |, e para estudo das fungbes das outras
isoformas do HLA-G.

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

Em experimentos feitos por RITEAU et al. (1999) para determinar o papel do
HLA-G na inibiggdo na proliferacao alogénica dos linfocitos T, foram usados células da
linhagem K562 (células HLA classe | e |l negativas da eritroleucemia humana),
acrescidas de moléculas HLA-G. O efeito inibitério em reagdes mixtas de linfécitos
(MLR do inglés mixed lymphocyte reaction), que é dependente do numero de células
HLA-G positivas demonstra que o HLA-G pode, por ele mesmo, inibir a aloproliferagéo
de linfécitos T. Essa inibigdo ocorre via interagdo com receptores inibitérios presentes
- nas células T, como o p49 (que é composto por dois dominios semelhantes aos das
imunoglobulinas), ILT-2 (presente também em alguns tipos de células NK e em todos
mondcitos e células B) e ITL-4 (presente também em todos mondcitos, macréfagos e
células dendriticas, sugerindo que HLA-G interaja em ambas respostas imunes, inata e
adquirida). Estudos feitos por O'CALLAGHAN e BELL em 1998, evidenciam que o
maior efeito de HLA-G sobre as células NK ocorra através do receptor CD94/NKG2
(que ja foi observado por STEFFENSEN et al., em 1998, por ser o receptor por onde
HLA-E interage também com as células NK). Foi demonstrado por Cantoni que o
receptor p49 em células NK é capaz de se ligar a células transfectadas com HLA-G1 e
HLA-A3, mas ndo com HLA-A2, e usando um anticorpo monoclonal anti-HLA de classe
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| (WB/32), iniviu-se essa ligagdo, confimando essa especificidade. Ja foi observado
também, por ALLAN et al. (2002), que os receptores ILT-2 e ILT-4 n&o interagem
somente com HLA-G, mas também com HLA-F e outras moléculas de classe |.
(COLONNA et al.,1998; LANIER, 1998, O'CALLAGHAN e BELL, 1998; STEFFENSEN
et al., 1998; RITEAU et al.,, 1999; CANTONI et al.,1999; CAROSELLA et al., 1999;
ALLAN et al., 2002). ‘ ‘

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

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

No estudo de LE FRIEC et al. (2003), HLA-G5 néo foi capaz de induzir apoptose
- em mondcitos ou células dendriticas humanas, além de nZo afetar na maturacdo e
desenvolvimento de mondcitos e de células precursoras hematopoiéticas CD34+(de
onde derivam as células dendriticas). Entretanto, a exposicdo de células dendriticas ao
HLA-G5 afetou a proliferagdo alogénica de células T, demonstrando a agédo da molécula
HLA-G sobre o sistema imune.

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

MOREAU et al. (1998) investigaram a atuagao da interleucina-10 (IL-10) sobre a
expressdo de HLA-G em células trofoblasticas e mondcitos do sangue periférico. A IL-
10 é secretada por diferentes tipos celulares, tais como células placentarias, linfécitos T
e B ativados e queratindcitos irradiados por luz ultravioleta. Possui agao antiinflamatéria
e imunossupressora, inibindo a expressado de moléculas classicas HLA de classe | e |
em melanomas receptor-positivos para IL-10, inibindo também a resposta proliferativa
antigeno-especifica de macrofagos apresentadores de antigeno e de células T CD4" .
Induz resposta estimulatéria ou inibitoria em células T CD8", dependendo do estado de
ativagdo das mesmas, e tem um efeito estimulatério em mastdocitos e células B. A
sintese de diversas citocinas tipo Th1, como o Fator de Nécrose Tumoral (TNF)-a e IL-
2, em células T, é inibida pela IL-10. Ja foi demonstrado, previamente em outros
estudos, que a IL-10 inibe a sintese de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1, IL-6, LT-
a (antes conhecido como TNF-B) em macréfagos ativados. Ela também promove o
desenvolvimento de citocinas Th2, por inibir a produgdo de interferon (IFN)-y, em
células T e NK, e por suprimir a produgéo de IL-12 por mondcitos/macréfagos e células
dendriticas.

O experimento de Moreau mostrou que a IL-10 induziu a expresséo de HLA-G
em mondcitos do sangue periférico, sugerindo que possa atuar tanto em reacgdes
antiinflamatorias quanto de imunotolerancia. Tal fato gera controvérsias pois neste
experimento Moreau utilizou mondcitos ndo purificados diferentemente de AMIOT et al.,
em 1998, que utilizando mondcitos purificados ndo detectaram a influéncia da IL-10, e
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nem do IFN-y na expressdo de HLA-G. Moreau questiona se essa ndo indugdo da
expressdo de HLA-G pela IL-10 e pelo IFN-y ndo foi conseqiéncia do processo de
purificacdo dos monécitos ou pelas condigdes da cultura de mondcitos. O estado
fisiolégico e o microambiente dos mondcitos podem também afetar sua resposta as
citocinas. Esses diferentes aspectos podem, em parte, explicar discrepancias relatadas
da expresséo de HLA-G em ambas culturas tratadas e ndo-tratadas com IFN-y. Neste
experimento, levantou-se a possibilidade do HLA-G atuar em processos inflamatérios,
além de processos de imunotolerancia, juntamente com a IL-10. (MOREAU et al.,
1999). Posteriormente, WIENDL et al. (2000) demonstraram que HLA-G expressou-se
em fibras musculares, durante vérias miopatias inflamatérias. Neste estudo, observou-
se que o IFN+y estimulou tanto a transcricdo do RNAmM quanto a expressao na
superficie celular da proteina HLA-G, em suas diferentes isoformas. Os resultados do
experimento permitiram concluir que HLA-G deve ter um papel importante durante
miopatias inflamatérias e outras reagdes imunes locais, como ocorre em vacinacdes,
transplantes mioblasticos e terapias génicas.

O estudo de YANG et al. (1996) também havia detectado a inducdo da
expressdo do HLA-G, tanto intra quanto extracelularmente, pelo IFN-y, em células do
estroma semelhantes a macréfagos. Percebeu-se que a propor¢cdo de HLA-G em
relagdo aos HLA-B e HLA-C também aumentou, efeito esse ndo percebido quando as
células foram tratadas com IFN-a e IFN-B (0s quais s&o fracos indutores do HLA-G).

E, ainda sobre a indugao do HLA-G por IL-10, KHOSROTEHRANI et al. (2001)
- demonstraram que HLA-G expressava-se em infiltrados de células T e, em menor
extenséo_ e menos frequentemente, em mondcitos-macréfagos ou mesmo células de
Langerhans, durante o processo lesivo causado durante a evolugdo da doenga crénica
conhecida como dermatite atbpica. Posteriormente demonstraram que IL-10 é
produzido em excesso durante este processo, sugerindo relagdo entre ambos, assim
como Moreau havia afirmado. Recentemente, FAINARDI et al. (2003) estudaram os
niveis da expressdo de HLA-G no fluido cérebro-espinal de pacientes com esclerose
mdiltipla e sua relacdo com os niveis de moléculas HLA classe | e de IL-10. Neste
estudo, percebeu-se uma correlagdo inversa entre os niveis de HLA-G e de HLA de
classe |, mas n&o entre HLA de classe | e IL-10. Devido a metodoIdgia empregada, a
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qual possuia sensibilidade limitada e, por isso, houve redugcdo na capacidade de
deteccdo de HLA-G, permaneceu em aberto a possibilidade de relagdo entre HLA-G e
IL-10. Em termos estatisticos, n&o foi possivel estabelecer relagdo entre os niveis de
HLA-G, HLA classe | e IL-10 e ainda com a gravidade e duragdo da doenga.

5.8 HLA-G EM TRANSPLANTES

LILA et al. (2000) estudaram 31 pacienfes (25 homens e 6 mulheres com uma
media etaria de 53-4 anos) que fizeram transplantes cardiacos entre 1987 e 1998, no
hospital Broussais, em Paris, Franga. Estes pacientes foram divididos em 3 grupos
baseados no tempo decorrido apds o transplante (de 1 a 5 anos no grupo |, de 6 a 10
anos, no Il e de 11 a 15 anos, no lll), sendo que estes grupos tinham 10, 9 e 12
pacientes, respectivamente. A avaliagao da expressao do HLA-G foi realizada através
de biopsias do endomiocardio e através do soro, correlacionando-se com os dados
clinicos. Houve casos de rejeicdo pds-operatoria no primeiro ano (rejeicdo aguda) e
depois de um ano foram avaliados os casos de rejei¢do crénica por uma avaliagao
angiografica sistematica das artérias coronarias, feita anualmente em cada paciente.

Para a avaliagdo da expressdo de HLA-G, foram utilizados anticorpos
monoclonais como o 87-G (detecta HLA-G1 e -G5), 4H84 (reconhece as formas
desnaturadas de HLA-G), W6/32 (detecta todas as formas de HLA de classe ) e IgG2
como controle isotipico de anticorpos. Em 5 pacientes (2 do grupo | e 2 do grupo Il e 1
do grupo Ill), a expressdo nas bidpsias do miocardio foi detectada. Desses 5, houve 3
- (dos grupos | e Il) que reagiram positivamente com 87-G e 4H84 e HLA-G5 soluvel foi
detectado no soro. Os 2 pacientes restantes (do grupo Il) foram positivos somente ao
4H84, mas HLA-G6 soluvel foi detectado nos seus soros. Em pacientes HLA-G
positivos, o numero de rejeicdes agudas foi menor que em HLA-G negativos. Além
disso, ndo houve rejeicdo cronica em pacientes HLA-G positivos. Fatores ambientais
especificos ou liberagcdo local ou sistémica de citocinas, como a IL-10, depois do
transplante cardiaco, o’u tratamento imunossupressor intensivo pode ser associado com
a indugdo da expressao de HLA-G. Conseqijentemente, a expressao de HLA-G pode
contribuir para a aceitagdo do enxerto, por inibicdo da lise mediada por células NK e
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lintécitos T citotdxicos, assim como por supressido da resposta proliferativa alogénica
(LILA et al.,2000).

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

CREPUT et al. (2003) em seu estudo detectaram uma alta concentragao de HLA-
G no soro de pacientes que sofreram transplante combinado hepatico-renal, mas nao
em pacientes transplantados renais somente. Estudos com numero reduzido de
pacientes permitiram sugerir que a rejeicdo renal aguda foi menor em pacientes
transplantados hepatico-renais quando comparada com pacientes transplantados
renais. Entretanto, KATZENELSON e CECKA, e (1996), afirmaram que o figado ndo
“protegeria” o rim em transplantes combinados, indicando que a frequéncia de rejeicdo
aguda em pacientes transplantados hepatico-renais e em transplantados renais foi
semelhante, porém, neste estudo, ndo é considerada a condicdo imunoldgica prévia
dos pacientes, o que poderia afetar a aceitagdo do(s) enxerto(s). Varios mecanismos
poderiam estar envolvidos na tolerancia em transplantes hepatico-renais.Estes incluem
a expansdo de células T inibitérias (HLA-G positivas), induzida por microquimerismo,
devida a presenga de células do doador presentes no figado enxertado e também a
resposta imune polarizada de Th2 induzida por precursorés hematopoiéticos presentes
no enxerto hepatico. Entretanto, n&o foi observada a expansdo de células T inibitorias
no sangue periférico dos pacientes hepatico-renais. A redugdo da rejeicdo aguda pode
- também ser devida a produgéo e secrecdo na circulagdo sistémica de antigenos de
classe | pelo figado transplantado, porque estes antigenos podem neutralizar
aloanticorpos e/ou linfocitos T citotéxicos, ou pode ser devida & secrecdo de fatores
imunomoduladores pelo enxerto hepatico.

Em pacientes transplantados renais, HLA-G é raramente expresso, enquanto em
pacientes hepatico-renais, HLA-G1 ja foi detectado na membrana dos hepatdcitos e nas
células tubulares renais. No estudo de Creput, a fragdo soluvel detectada no soro dos
pacientes . corresponderia as moléculas expressas pela superficie celular.
Alternativamente, algumas células poderiam produzir HLA-G5. A expressdo do HLA-G
_jé‘foi detectada em bidpsias do enxerto e no soro de pacientes transplantados
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cardiacos ou hepatico-renais. Neste estudo, HLA-G n3o foi detectado em amostras
renais e hepaticas nomais. Entretanto, em pacientes transplantados hepaticos-renais,
HLA-G expressa-se em algumas células tubulares, o que n&o foi observado em células
glomerulares nas bidpsias renais. HLA-G também foi detectado em algumas células
epiteliais biliares, mas ndo em hepatécitos nas biopsias hepaticas. A expressdo de
HLA-G pelas células epiteliais biliares foi correlacionada com a auséncia de rejeicéo
hepatica neste estudo. Os dados sugerem uma inibicdo nao in situ, através da
expressdo das formas de membrana ao invés da secrecdo de formas solluveis pelas
células epiteliais. Outra hipdtese é que HLA-G possa ser produzido por células
hematopoiéticas uma vez que HLA-G soluvel pode ser produzido por mondcitos e por
linfécitos T CD4 e CD8, ambos in vitro e em MLR.

HLA-G também esta sendo estudado no transplante de cérnea. LE DISCORDE
et al. (2003) estudaram cérneas de doadores (a por¢ao periférica da coérnea, a qual ndo
€ enxertada) e de pacientes com doengas corneanas (ceratopatia bolhosa, uma
condig&o inflamatéria da cornea, e ceratocone, uma doenga degenerativa). A comea ja
era conhecida por ser um tecido imune-privilegiado, e neste estudo, demonstrou-se, por
RT-PCR, que ela expressa HLA-G (HLA-G1 ao —G4 e o solivel —G5), e que esta
expressdo € aparentemente inalterada em ambas cémeas afetadas por ambas
doengas. O papel da molécula HLA-G neste tecido ainda nao estd esclarecido, mas
suas implicagdes em desordens oculares ndo podem sér excluidas, uma vez que a
distribuicao dos polimorfismos de HLA-G ja foi comrelacionada com tantas patologias
como, por exemplo, a pré-eclampsia.

Outras pesquisas feitas por SASAKI et al. (1999), feitas através de experimentos
com células endoteliais de porcos e células tumorais humanas, permitiram que os
autores concluissem que a expressdo de HLA-G é suficiente para proteger
xenoenxertos da lise pelas células NK. FORTE et al. em 2001, afirmaram com base nos
resultados de seu experimento, que HLA-G reduz a rolagem de ades&o de células NK
humanas ativadas em células endoteliais de porcos. A expressdo de HLA-G tanto nas
células endoteliais microvasculares quanto aérticas do porco promove uma protegdo
somente parcial quanto a citotoxicidade por linhagens policlonais de células NK
humanas, portanto, sozinho, HLA-G ndo €& capaz de sobrepujar a rejeicdo do
xenoenxerto, a menos que este seja combinado com outros recursos.
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WIENDL et al. (2003) fizeram novas pesquisas, com base nos resultados obtidos
em seu trabalho prévio em 2000 (nos quais observou-se que HLA-G era expresso em
fibras musculares durante miopatias inflamatérias e em cultura de mioblastos),
utilizando anticorpos diversos (87-G, 4H84, W6-32, entre outros), linhagens de culturas
de células como a K562 (células da eritroleucemia humana), JEG-3 (células da
coriocarcinoma humano) e TE671 (células do rabdomiosarcoma humano), HLA-G
transfectantes, como K562-HLA-G1(usado como controle positivo), TE671-pEGFP,
TE671-HLA-G1 e TE671-HLA-G5 (pois a linhagem de células TE671 nd&o expressa
quantidades significantes de HLA-G) , além de populagdes de linfécitos purificados e
mondcitos do sangue periférico. O experimento demonstrou que HLA-G expresso nas
célu]as musculares confere imunoprotecdo nao somente por inibicdo das células NK,
mas também por interagdo direta com as células T CD8" e CD4". Além disso, o HLA-G
expresso nas células musculares previne eficientemente a citotoxicidade antigeno-
especifica das células T e reduz a lise antigeno especifica. Nesse estudo fica evidente
que o importante papel imuno-regulatério da proteina HLA-G co-expressa na presencga
de MHC de classe | e Il. As observacgdes feitas defendem a hip6tese de que HLA-G é
capaz de modular as respostas citotdxicas, tanto antigeno-especificas quanto as
antigeno—inespecificas, das células T durante as respostas imunes primaria e
secundaria. (WIENDL et al., 2000; WIENDL et al., 2003)

5.9 HLA-G EM TUMORES

Como ja foi dito, a expressdo da proteina HLA-G foi observada em algumas
linhagens de melanomas humanos, além de carcinomas renais, de mama e na lingua,
linfomas cuténeos e gliomas, conferindo a habilidade de inibir a citdlise das células NK
in vitro. Tanto a expressé&o constitutiva de HLA-G quanto a induzida por interferon foi
detectada em alguns tipos de melanoma humano e linhagens de células de gliomas.
Varios niveis de RNAm transcrito de HLA-G associados com a perda da expresséo da
proteina de HLA-G foram observados no cdlon, pancreas, mamas e carcinomas na
bexiga, assifn como em melanomas e tumores na linhagem de células hematopoiéticas
(CAROSELLA et al., 1999; LE FRIEC et al., 2003). |
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Contribuicbes importantes foram feitas observando-se a expresséo de HLA-G in

vivo; altos niveis de transcricdo de HLA-G e de suas proteinas foram detectados em
bidpsias obtidas dos melanomas primario e metastatico. Além disso, uma regulagao
diferencial da transcricdo das isoformas soluveis de HLA-G foi observada, assim como
uma queda no nivel de regulagdo da transcricdo quando o tumor regrediu; A proteina

HLA-G foi detectada em macréfagos e células dendriticas infiltrados 1o carcinoma -

pulmonar (CAROSELLA et al., 1999).

Resultados de varios estudos permitem sugerir que a expressao de HLA-G em
tumores € altamente dependente de ativagédo estimulada pelo microambiente do tumor.
AMIOT afirmou que HLA-G n&o € expresso nos leucdcitos do sangue periférico, nem
em células hematopoiéticas malignas (leucemias) em condi¢des fisiolégicas normais e
nem em culturas de células hematopoiéticas em condigdes normais. S6 houve
expressdo em linhagens de células u937 (células leucémicas) tratadas com IFN-y (o
‘mesmo fato foi constatado por REAL et al. em 1999). Varios artigos enfatizam a
capacidade dos interferons, GM-CSF, IL-2 e IL-10 de aumentar a expressao da proteina
HLA-G. MOREAU et al. confrmam essa afirmagado, concluido que a IL-10 além de
induzir a expressdo de HLA-G em melanomas, inibe a expressdo de moléculas HLA
classicas de classe | e Il e a produgédo de citocinas como o TNF-a.. Altemativamente,
conclusbes que relatam que as linhagens de células tumorais perdem a expressio da
proteina do HLA-G1 poderiam ser decorrentes de falh'as na detecgdo das outras
isoformas que possam desempenhar pap€is na inibicdo da fungdo das células NK
(como, por exemplo, as isoformas soluveis). Outra isoforma de HLA-G, talvez o HLA-
G3, mostrou ser capaz de inibir a citélise das células NK. PAUL et. al.(1998) afirmaram
que HLA-G2, assim como HLA-G1, & capaz de inibir a citdlise pelas células NK em
melanomas (AMIOT et al., 1998; PAUL et al., 1998, CAROSELLA et al, 1999;
MOREAU et al., 1999; REAL et al., 1999).

O mecanismo exato de ativacédo da expressdo de HLA-G em células de
melanomas ndo é bem conhecido ainda. PAUL et al. (2000) sugeriram que talvez a
ativacdo de genes nas células tumorais como o MAGE-1, pode estar correlacionado ao
mecanismo de demetilagdo que afeta varios promotores e poderia levar a uma
desregulagdo da expressdo de HLA-G. Algumas observagdes controversas indicam

uma possivel dependéncia de influencias enddcrinas pelo melanoma humano. A
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presenca de receptores para o estrogeno nas células do melanoma e o uso de um “anti-
estrégeno” no tratamento de melanomas foram reportados, mas apenas uma pequena
porcentagem respondeu ao tratamento. Considerando-se que foi observado uma
velocidade de metastase maior em mulheres gravidas, pdde-se sugerir que alteracdes
hormonais podem alterar a capacidade de metastase do melanoma, e
consequentemente, a expressdo de HLA-G poderia ser induzida nas células tumorais
por horménios, favorecendo a formacao de clones metastaticos malignos (PAUL et al.,
1998).

ARACTINGI et al. (2003), perceberam que HLA-G era detectado em pacientes
de tecidos transplantados, principalmente naqueles com poucos episédios de rejei¢ao.
Uma vez que. carcinomas desenvolvem-se frequentemente em pacientes com 6rgaos
transplantados, pesquisou-se se haveria relagcao entre este fato e HLA-G. Foram
analisados pacientes transplantados renais os quais apresentaram diversos tipos de
tumores epiteliais malignos e lesdes cutaneas benignas, utilizando-se anticorpos anti-
HLA-G especificos. Foi demonstrado que HLA-G nao foi expresso nas lesbes benignas,
estando restrito aos sitios malignos. HLA-G expressou-se em queratindcitos, infiltrados
inflamatdrios e mesmo em células epiteliais. Citocinas liberadas devido ao transplante
de 6rgdo, como a IL-10, poderiam induzir a expressado de HLA-G, o qual beneficiaria o
desenvolvimento tumoral em pacientes transplantados. LE FRIEC et al., também em
2003, percebeu a alta expressao de HLA-G em tumores, mais especificamente de HLA-
G5, apos transplantes cardiacos. Outro trabalho recente, de 2003, feito por BUKUR et
al., através da analise por RT-PCR (PCR por transcriptase reversa), com primers
especificos para HLA-G, detectou a expressdo de HLA-G em uma série grande de
lesGes e/ou linhagens de células de carcimomas renais, mas ndo em células epiteliais
renais normais (ao contrario de HLA-E e HLA-F que aparecem tanto em células
carcindbmicas quanto em normais). HLA-G4 nao foi de detectado nas linhagens de
células carcindbmicas renais, mas foi demonstrou-se a secregdo de HLA-G5 por estas
células, enquanto baixos niveis foram detectados nas lestes carcindmicas.
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6 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Embora muito estudado, a proteina HLA-G ainda gera muitas duvidas sobre seu
modo de agao sobre as células do sistema imune. Além disso, ndo foi determinada a
funcdo de algumas isoformas. Ainda que existam resultados contrastantes e
divergéncias entre os resultados de alguns pesquisadores, é aceito que HLA-G, sem
sombra de duvida, funciona como uma barreira imunoldgica, auxiliando na tolerancia
feto-maternal e na aceitagdo de aloenxertos nos tecidos onde ele € mais amplamente
difundido. Ainda ndo se sabe ao certo se esta tolerancia se deve somente ao HLA-G ou
a sua atuagdo em conjunto com outras moléculas como HLA-C e HLA-E, por exemplo,
além de outras ainda nao identificadas.

De qualquer modo, HLA-G oferece uma gama imensa de possibilidades. O
conhecimento de sua agdo imunomodulatoria podera permitir o delineamento de
estratégias terapéuticas que possam ser utilizadas no tratamento de diferentes

condi¢des tais como disturbios gestacionais e episddios de rejeicdo do aloenxerto.
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ANEXO 1—SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DOS ALELOS DE HLA-G COM Il\_!QICA(;AO DAS POSICOES CORRESPONDENTES AOS
OLIGONUCLEQOTIDEOS INICIADORES E OLIGONUCLEOTIDEOS-SONDA SEQUENCIA-ESPECIFICOS (SSO).

Exon 1
Pos. Nuc. 1 30 60
Pos. Prot. -24 -20 -10 -1
G*01011 ATG GTG GTC ATG GCG CCC CGA ACC CTC TTC CTG CTG CTC TCG GGG GCC CTG ACC CTG ACC GAG ACC TGG GCG
G*01012 — A —A
G*01013 ® Kk k -k-kk AA AAAK «x A A mkkk  kk k Kk Kk A K *k "k A A A Kk k
G*01014 L o * ek + Kok
G*01015 A ek ek A A AA A A A AAA wix AK AAK A A A A AAK AR i«
G*01016 L *kx
G*01017 e * “k-k-k AKX wkkek K-k-k
G*01018 A Kk ok A Kk k A A ok A wkx AAA Kk« AAA AA A AAA Kk k
G*0102 HEE -kek-k AKAK wk-kk K-k-k
G*0103 A Kk A A ckk AK A AAA AAA v« A AAKA AA Ak A A AAA K-k-k
G*01041 > AAA A K ok kK
G*01042 ok ek ARK AAA ik ke
G*01043 i+ AA wkk kk & kkk AAA -k K kkk AA  AAK wk«  AK A A Ak AR J

* *x

G*0105N -k-k-k * A*  AK kkk Kk
G*0106 AR i AA «k A A A * AAA Kek-k A A AKX A AAA A
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Exon 1 Exon 2

120 150
20
G*01011 C GCC GTG TCC CGG CCC GGC CGC GGG GAG CCC CGC TTC ATC GCC ATG GGC
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G*01013
G*01014
G*01015
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GAA GAG GAG ACA CGG AAC

210
50

GTG CGG TTC GAC AGC GAC TCG GCG TGT CCG AGG ATG GAG CCG CGG GCG CCG TGG GTG GAG

300
80

CAG ACT GAC AGA ATG AAC CTG CAG ACC
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810 840
240 250 260
G*01011 Cr GA GG GAT G& ACC TIC GG AG T&GG GA CI GG GG GG CCITCI GA GG GG G AA TAC ACG T CAT GTG
G*01012

G*01013 C e e
OOEOj:: Sk XXX skokok kX ksk ik Xk sk sk sksk skakok skskk o skokk ko + DO XX KK XK XK XXX XXX XK XXX XXX XXX +XX XX
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O’om\‘ MOk XKk KXk XXX XXX XXX XXX Xk kX skok ok Xkok ko X MK XK XK XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XX
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U,O OI( R T R T e s B L L U AU R XK XXX XXX XK XK XK XK XK XK XK XXX XXX XXX
O o OI:—) XXX KKK KKk skkosk skoksk o skskoak skkk X kXX kXX Roksk kXX skkk X MK XXX XX XXX XXX Xy X XX XX XK XK XXX XXX XXX
Oilo 016 R R R R R T T T T T L e IR R T e XX XXX XXX XXX XXX XXX XK XK XXX XK XXX XXX XXX
OF o O —~™ SOt SHo Soe See dee oo e dde ded o S oo X XK XK XX XK XX XK XK XK XK XK XXX XXX XXX
O$I<o O% R R T R e T P e R B R T T (S S PP XK KK XXX XXX XXX XX 4 XX XXX % XX XK XXX XXX XXX
(@A) O:ID BRI R I R R R R i T R ke T R R P P R T P XK XXX XXX K XXX XK XX XXX XXX XK XXX XXX XXX
OF OGS mmm s dm e G e e e e e it 4 o s ity o it it it i et it s it
OKo OO %%k XXk XXX XkX Xk &KX XX XXX XKk kX Xk Xk X kX % XK KK XXX XXX XXX XK XK XK XXX XXX XXX XXX XXX

G*01041 === == Soo dod Hoe dHS odd e cH o Ao e A e X MK KKK XX XK KX KX XK KK KX XXX XXX XXX XXX
G*01042 ——= =oo Soo oo deo dHs Hed s e Ao dde e Ao e X MK XK KK XK MK KX KK MK XXX XXX XX XXX XXX
G*01043 === =90 oo oo oo deS Hee o dd e dde e e e X KK KK, KX KX XXk KK KX XK XK XK XK XXX XXX
XXX X x X XXX X x X . XX XX . XX X X X . XX X XX « XX X XX X XXX X XX x #X xx X XX+ 1 XX #2XX X#X XXX XXy MO XX XXX XXX

MK XX KK KK MK KK XK MK XK XK XXX XXX XXX



960 990
290 300 310
G*01011 GTT GCT GGC CTG GTT GTC CTT GCA GCT GTA GTC ACT GGA GCT GCG GTC GCT GCT GTG CTG TGG AGA AAG AAG AGC TCA
G*01012 -7 _G
G*01013 ** kkk *** kkk * kkk kikk kkk kkk kkk ***% %% xxx * kkk kkk **x KKk kkk kkk okkk kkk
G*01014 *** kkk kick kkk * kkk kkk kkk kkk kkk **=* kkk kkk kkk kkk *xx KKk kkk kkk k kkk
G*01015 *** * 4+ kkk kkk kkk kkk kkk kk* kk* k** xxx kkk kkk kkk kk* xxx  kkk **  kkk kkk *** kkk kk*
G*01016 kic kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk o&-kk kkk kkk
G*01017 kk* *** Kkkk kkk k*'k k * kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kk* kkk Kkk* *** *k* kk* kk* okkk *k* kk*
G*01018 Kkkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk 'kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk
G*0102
G*0103 Kkk -+ *w* kkk kkk kkk k'kk kkk kk* kkk kkk kkk kkk kk: kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kk* * + kk* kkk
G*01041 Kk k** k& kk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk
G*01042 kkk *** **x dkk kkk kkk kkk kr** kkk kkk k** kkk kkk kkk kkk kkk k** kkk kk* *** kk* kk* «** gkxx xgr kkk
G*01043 kkk kkk *** kkk kkk *kk kkk k*k kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk *** kkk kkk

c*0105N KKK «++ ki Kkkk kkk k * ‘'Kek kkhe kkhe kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk Kkk kkk

G*0106 KKk *** * * kKkk  * Kkkk k*k kikk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kkk kk* kk* kkk kkk kkk *** kk* kkk
Exon 5 | Exon 6 LEGENDA

G*01011 G | AT TGA INICIADORES G2.3\ G2.5\ G3.3\ G3.5’

G*01012 . 1 — —

G*01013 * 1 % Kkk G*31.01 D G*31.02

G*01014 * 1 Kk kkk

G*01015 * 1 WK Kkkk G*54.01 * G*54.02

Gc*01016 » 1 Kk kkk

G*01017 * 7 Kk kkk G701 Q G*5702 | G*57.03

G*01018 = 1 MK Kkk

G*0102 ~ 1 - -~ G*69.01 Q G*69.02

G*0103 * 1 k-kk

G*01041 1% G*107.01 G*107.02

G*01042 * 1  KkkK

G*01043 * 1 ** KKk G*11001 Q G*110.02

G*0105N * 1 ** kkk

Gr0106 * 1 Kdle G13001L | G1130.02

Obs: Os hifens (+) indic da sequéncia consenso. Os asteriscos (*) indicam posi¢cBes ndo sequenciadas. Os nimeros sobre as

segliéncias indicam o nimero do cédon.





