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RESUMO

O gene HLA-G (human leukocyte antigen-G), juntamente com HLA-E e HLA-F, se
destaca entre os genes de classe | ndo classicos (Ib) que pertencem ao complexo
principal de histocompatibilidade humano (do inglés; major histocompatibility complex)
denominado HLA (human leukocyte antigen). Quando comparado aos genes HLA de
classe | classicos (la), distingue-se por apresentar um numero menor de alelos. A
molécula HLA-G foi primeiramente observada na interface materno-fetal, onde foi,
também, descoberto o seu papel de imunotolerancia. Enquanto em tumores o HLA-G
atua promovendo o escape a imunovigilancia, nos pacientes transplantados ele pode
atuar como um imunossupressor natural favorecendo a aceitagdo do enxerto. Neste
altimo caso, a baixa expressao de HLA-G tem sido associada a um risco maior de
rejeicdo nos transplantes. O conhecimento sobre a regulacdo e funcdo do HLA-G
podera contribuir para a compreensdo sobre os mecanismos de imunotolerancia e
rejeicdo e resultar em maior taxa de sucesso em transplantes. A expressao de HLA-
G pode ser alterada por diversos fatores ambientais, genéticos e epigenéticos, dentre
0S quais estdo os polimorfismos de sequéncia Unica ou SNPs (single nucleotide
polymorphism) na regido 3’-UTR (three prime untranslated region), que podem
interferir na estabilidade do RNAmM, promovendo ou suprimindo a expressao da
molécula. O presente trabalho caracterizou a regido 3’-UTR de HLA-G com relacao
aos seus polimorfismos em grupos de transplantados renais que desenvolveram
rejeicdo clinica e aqueles que se mantiveram saudaveis. O estudo comparou as
frequéncias haplotipicas, alélicas e genotipicas dos polimorfismos, abrangendo
estudos de desequilibrio de ligacdo e aplicando um modelo de regressao logistica
binaria para detectar polimorfismos associados ao desenvolvimento da rejeicdo. Dos
mais de 40 haplétipos UTR ja descritos na literatura, os grupos analisados neste
estudo apresentaram 11. Nenhum dos hapl6tipos mostrou associacdo ao
desenvolvimento da rejeicdo. Entretanto, os polimorfismos nas posicées +3010 e
+3142 apresentaram significancia estatistica. O homozigoto +3010G/G caracteriza um
efeito protetivo contra o desenvolvimento da rejei¢éo clinica, enquanto o heterozigoto
+3010C/G é fator de risco. Além disso, o heterozigoto +3142C/G foi considerado fator
de risco em uma das analises estatisticas. Por fim, o modelo de regressao logistica
binaria demonstrou que o alto valor de PRA (acima de 30%) também é fator de risco
para o desenvolvimento da rejeicéo clinica, o que esta de acordo com resultados de
outros trabalhos ja publicados.

Palavras-chave: HLA-G; transplante renal; 3’-UTR; imunotolerancia; polimorfismos



ABSTRACT

The HLA-G (human leukocyte antigen-G) gene, along with HLA-E and HLA-F, stands
out among the nonclassical class | genes (Ib) belonging to the human major
histocompatibility complex, also called HLA. When compared to the classical class |
genes (la), it is distinguished by its low number of alleles. The molecule HLA-G was
first observed at the maternal-fetal interface, where its immunotolerance role was also
discovered. While HLA-G acts on the promotion of the immunosurveillance escape in
tumors, it can also act as a natural immunosuppressant on patients going through
transplantation, favoring the graft acceptance. In the latter case, the low expression of
HLA-G has been linked to a higher risk of graft rejection. The study of HLA-G
expression and function may shed a light on the immunotolerance and rejection
mechanisms and may also lead to an increase in the success rates of transplantation.
The HLA-G expression can be regulated by environmental, genetic and epigenetic
factors, including SNPs (single nucleotide polymorphisms) on the 3’-UTR (three prime
untranslated region), which are able to affect the mRNA stability, promoting or
inhibiting the molecule expression. The present study aimed to characterize the 3’-
UTR portion of HLA-G regarding its polymorphisms in groups of kidney transplantation
patients who developed clinical rejection and those who remained healthy. The study
compared the haplotype, genotype and allele frequencies of the polymorphisms,
encompassing linkage disequilibrium tests and a binary logistic regression model to
detect polymorphisms that could be associated to the rejection development. Among
over 40 UTR haplotypes described in the literature, the groups in this study presented
11. None of the haplotypes showed a clear association to the risk of rejection.
However, the polymorphisms on positions +3010 and +3142 presented statistical
significance. The +3010G/G genotype characterizes a protective factor against the
development of rejection while the heterozygous genotype on this position is
considered a risk factor. Besides, the heterozygous genotype on position +3142 also
represents a risk factor according to one of the statistical analyses. Finally, the binary
logistic regression model pointed the high value of PRA (higher than 30%) as a risk
factor to the clinical rejection development, which is in agreement with results from
other studies.

Keywords: HLA-G; kidney transplantation; 3’-UTR; immunotolerance; polymorphisms
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1 INTRODUCAO

O principal procedimento adotado para pacientes com faléncia renal crénica
€ o transplante de rim. Embora seja amplamente realizado, esta técnica ainda possui
limitacdes, sendo que a principal delas diz respeito a rejeicdo imunoldgica do 6érgéo
transplantado, que atualmente é controlada pela administracdo de imunossupressores
(SCHOLD; SRINIVAS; KAPLAN, 2004). Entretanto, estes farmacos
imunossupressores apresentam efeitos colaterais, majoritariamente pela reducéo da
funcao do sistema imune de forma generalizada, levando, por exemplo, a quadros de
infeccdo viral ou bacteriana, desenvolvimento de doencgas secundarias, ao exemplo
da hipertenséo e cancer (TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005). Assim, é necessario
que haja um equilibrio da funcdo do sistema imune, envolvendo a tolerancia ao

aloenxerto e manutencao da resposta imune natural contra patdégenos.

O HLA-G (antigeno leucocitario humano-G, do inglés human leukocyte
antigen-G) é um gene do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés
major histocompatibility complex) que codifica moléculas de mesmo nome e apresenta
papel importante na indu¢do da imunotolerancia, por ligar-se a receptores inibitérios
em células do sistema imune (CAROSELLA et al., 2000). A participacdo da molécula
HLA-G em mecanismos de tolerancia foi descrita em transplantes, sendo que a
elevada producdo da sua isoforma sollvel é associada a aceitacdo do enxerto e a
baixa producao relacionada a rejeicao (LE ROND et al., 2006).

s

Uma caracteristica peculiar do gene HLA-G € o reduzido numero de
polimorfismos na regido codificadora, 0 que remete também a um baixo nimero de
variantes proteicas. As variagdes mais numerosas desse gene se encontram nas
regibes regulatorias 5-URR (regido 5 regulatéria, do inglés five prime regulatory
region) e 3’-UTR (regido 3’ ndo traduzida, do inglés three prime untranslated region)
(ALEGRE et al., 2014). As varia¢cOes nucleotidicas nessas regides podem influenciar
0 nivel de expresséo da proteina HLA-G alterando mecanismos transcricionais e pos-
transcricionais e, consequentemente, interferindo na resposta imune contra o

aloenxerto.

As variantes da regido 3’-UTR afetam principalmente os eventos pos-

transcricionais, diminuindo a estabilidade do RNAm ou alterando a afinidade de
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ligacdo de microRNAs pelo seu sitio de ligagdo na regido 3'-UTR (CASTELLI et al.,
2010). Assim, a investigacdo destes polimorfismos constitui uma interessante area a
ser explorada para, no futuro, servir como base para alvos terapéuticos inovadores

gue sejam eficazes em estimular ou inibir a producéo do HLA-G.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VISAO GERAL DO TRANSPLANTE RENAL

Dentre as inumeras esferas de inovacdes cientificas do século XX, a
possibilidade concretizada de substituir um érgdo néo funcional por um funcional por
meio dos transplantes esteve entre as mais revolucionarias. O aprimoramento da
técnica, incorporada com sucesso pela primeira vez em 1954, por Joseph Murray,
possibilitou a sobrevivéncia e melhora da qualidade de vida de muitos pacientes
(AKTAS, 2014; RAO et al., 2015). Dentre os transplantes de 6rgédos solidos mais
realizados no Brasil e no mundo estdo os renais, que também constituem o principal

modelo de estudo.

No Brasil, no ano de 2016, foram realizados cerca de 5 mil transplantes de
rim, porém, a lista de espera ainda é a maior, contendo 20.523 pacientes até junho de
2017, segundo a Associacéo Brasileira de Transplante de Orgdos (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE TRANSPLANTE DE ORGAOS, 2017).

A historia do transplante renal teve varios casos de insucesso, culminando
com frequéncia na remocédo do 6rgédo transplantado (FILIPPONE; FARBER, 2015). A
principal causa desses resultados indesejados era a rejeicdo imunolégica do 6rgao
recebido pelo paciente, evento descrito pela primeira vez nos estudos de Peter
Medawar em 1944. A primeira terapéutica, baseada no uso de corticosteroides,
utilizada para controlar o evento da rejeicdo foi proveniente do mesmo tratamento
adotado para doencas inflamatdrias. Na mesma época foi desenvolvida a azatioprina
(AZA). Em 1960, a AZA e os corticosteroides passaram a ser empregados em
conjunto, tendo efeitos positivos em variados casos (NANKIVELL; ALEXANDER,
2010). Entretanto, esta imunossupressao era insuficiente, de forma que a rejeicao

continuou a ser o principal empecilho para um transplante renal de sucesso.

As novas pesquisas na area da imunologia, o aprimoramento das técnicas
cirurgicas, a alocagéo do 6rgao do doador ao receptor e o desenvolvimento de novos
protocolos clinicos reduziram as rejeicbes poés-transplante relatadas até trés meses
apos a cirurgia (rejeicdes hiperagudas e agudas) (NANKIVELL; ALEXANDER, 2010).
A rejeicdo aguda geralmente ocorre nas primeiras semanas apos o procedimento, e €

controlada via analise de diversos fatores, como a compatibilidade imunolégica de
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moléculas HLA, aliada ao uso de um conjunto de imunossupressores. Entretanto, um
problema ainda nédo resolvido diz respeito a rejeicdo crbnica, que acontece meses
depois do transplante e impacta o funcionamento do 6rgédo. Desde 1960 até hoje, a
taxa de sobrevivéncia do enxerto apos 5 anos do transplante ndo sofreu alteracdo
nenhuma, nem mesmo com o0s tratamentos imunossupressores (SCHOLD;
SRINIVAS; KAPLAN, 2004). Dessa forma, o grande desafio no campo da imunologia
€ desvendar mecanismos que possibilitem a modulacdo da rejeicdo no paciente,
diminuindo a intensidade da resposta imune contra o enxerto, porém mantendo a
resposta imune saudavel contra infec¢des e outros eventos. Logo, o encontro desse
equilibrio imunolégico seria ideal para promover o aumento da sobrevivéncia do

enxerto a longo prazo.

Quando um corpo estranho esta presente no organismo mas nao desencadeia
respostas imunoldgicas de rejeicdo, diz-se que o sistema imune é tolerante aquele
antigeno (PARKIN; COHEN, 2001). Assim, € desejavel que o paciente receptor de um
orgao transplantado seja imunotolerante a esse 6rgao, eliminando a possibilidade de
rejeicdo. Com base nisso, pode-se observar que a rejeicédo e a tolerancia séo efeitos
opostos desencadeados por diferentes respostas do sistema imune a um antigeno.

2.1.1 Variaveis clinicas consideradas do pré ao pés-transplante

BN

Diversos fatores clinicos sdo avaliados previamente a realizacdo do
transplante e continuamente apds o procedimento. As finalidades dessas avaliacdes
se concentram em estabelecer uma classificacéo de risco de desenvolver rejeicdo e

também avaliar a funcéo do 6rgao e a saude geral do receptor.

Quando se determina o risco de desenvolvimento de rejeicdo, pode-se,
também, determinar qual a melhor terapia de imunossupresséo para cada individuo,
0 que torna cada terapia Unica. A forma mais classica de estabelecer o estado de risco
imunoldgico do paciente € através do numero de incompatibilidades dos genes HLA-
A, HLA-B e HLA-DR entre doador e receptor. Assim, quanto maior o numero de
divergéncias, maior o risco de rejeicdo (KDIGO TRANSPLANT WORK GROUP,
2009).
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Além das incompatibilidades HLA, também ¢é avaliada a presenca, no soro do
receptor, de anticorpos especificos contra antigenos do doador (DSA, do inglés, donor
specific antibodies). Uma das maneiras mais recentes e especificas para realizar esse
teste € através do isolamento de moléculas HLA especificas do doador e ligacéo
destas proteinas a microesferas (beads). Estes beads entram em contato com o soro
do potencial receptor, que contém os anticorpos. Caso haja anticorpos especificos
contra antigenos HLA do doador (DSAS), eles se ligardo aos beads e serdo detectados
por fluorescéncia (CARO-OLEAS et al., 2010). Individuos que possuem DSAs correm

maior risco de rejeitar o enxerto (SIS et al., 2010).

Ainda, pode ser realizado um painel de reatividade a anticorpos (PRA, do
inglés, panel reactive antibodies), que permite verificar a ligacdo de anticorpos
presentes no soro do paciente receptor a diversos antigenos HLA, né&o
necessariamente especificos de um doador. O resultado indica, em porcentagem, a
qguantidade de antigenos HLA testados neste painel aos quais os anticorpos do
receptor se ligam (MISHRA; BALIGA, 2013). O risco de rejeicdo geralmente tem
relacdo positiva com a porcentagem expressa no resultado (KDIGO TRANSPLANT
WORK GROUP, 2009).

Outras variaveis que sao consideradas dizem respeito a idade do receptor,
sendo que pacientes mais jovens correm mais risco de sofrer rejeicdo (COLE et al.,
2008); a obesidade moérbida e a gestacBes prévias, que sdo fatores de risco
(PRATSCHKE et al., 2016).

Um aspecto que ja foi muito discutido como possivel fator de risco em relagéo
a rejeicdo do enxerto € o tempo de isquemia fria. Entretanto, com o aprimoramento
dos procedimentos de transplante, a ocorréncia de casos com tempo longo de
isquemia fria pode ser evitada. Outra variavel que também deixou de ser significativa
€ o tipo de doador: anteriormente, 6rgaos provenientes de doadores vivos estavam
relacionados a maior taxa de aceitacdo do enxerto, mas atualmente ndo ha mais
diferencas significativas entre transplantes de doadores vivos ou cadaveres
(PRATSCHKE et al., 2016).

Apos o procedimento, & necessario realizar o acompanhamento do paciente,
avaliando a funcao do 6rgéo transplantado e monitorando possiveis complicagfes. No

transplante renal, deve-se atentar aos niveis de creatinina no soro e ocorréncia de
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hematuria e proteinuria, marcadores da funcéo renal. Além disso, deve-se avaliar o
efeito dos farmacos imunossupressores na contagem de células sanguineas e funcéo
hepatica, bem como monitorar a ocorréncia de diabetes (NAESENS; ANGLICHEAU,
2017).

Algumas complicacfes de saude podem ocorrer a partir do transplante e da
terapia de imunossupresséo, de forma que seus sinais devem ser acompanhados
desde o periodo pré-transplante, como € o caso da hipertenséo, hiperlipidemia,
diabetes e doencas cardiovasculares. Outras delas podem ocorrer como
consequéncia direta do transplante e imunossupressao, como desenvolvimento de
tumores, infecgdes, enfraquecimento dos 0ssos (calcemia), distirbios hematoldgicos
(anemias), diabetes pds-transplante e nefropatias (PADIYAR; AKOUM; HRICIK, 2008;
SALIFU; TEDLA; MARKELL, 2005).

2.2 SISTEMA IMUNE

O sistema imune é uma organizacdo complexa de células e compostos
sollveis que tem como principal funcdo a defesa contra corpos estranhos e
organismos patogénicos. Este sistema pode ser identificado por dois tipos, que
diferem com base, principalmente, na rapidez e especificidade da resposta
(WARRINGTON et al., 2011).

A primeira € a resposta imune inata, que engloba componentes que reagem
imediatamente a exposicdo a um antigeno (CHAPLIN, 2010). Nesta resposta, ndo ha
especificidade com relacdo aos antigenos. O que ocorre é o reconhecimento de
moléculas estranhas ou antigenos que possuem um padrdo compartilhado por
diversos organismos. Assim, qualquer um desses organismos, se presente no
hospedeiro, € identificado pelos padrdes moleculares chamado pathogen-associated
molecular patterns, ou PAMPs. Essas moléculas s&o ligantes de receptores como 0s
da classe Toll-like. A ativagéo desses receptores pelos PAMPs desencadeia respostas
que incluem a producdo de citocinas, moléculas envolvidas na comunicagao
paracrina, e também o recrutamento de leucocitos para o sitio onde a molécula foi
detectada (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014; PARKIN; COHEN, 2001). Dentre as

funcBes das citocinas estdo os estimulos a fagocitose do agente invasor por células



17

do sistema imune, como macréfagos e células dendriticas. A producéo de citocinas
também leva a outros efeitos imunolégicos e fisiolégicos como a inflamacéo. Todos
esses efeitos tém como objetivo a eliminagdo do organismo invasor ou, no caso dos
transplantes, do aloenxerto (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014; MCINTIRE; HUNT,
2005).

A resposta imune adaptativa é outra forma de reconhecimento de antigenos,
e apesar de ser tardia, € mais especifica e forte. As principais células efetoras
envolvidas neste tipo de resposta séo os linfocitos T e B, responsaveis pela rejeicao
celular e humoral, respectivamente (WARRINGTON et al., 2011).

Na imunidade celular, as células T comandam diversos mecanismos. Estes
linfécitos possuem o receptor de célula T (TCR, do inglés T-cel receptor), que identifica
antigenos com alta especificidade. Isto decorre do mecanismo de producdo desses
receptores. O sitio de ligacdo do TCR é distinto em cada clone de células T. Esta
peculiaridade é determinada pelo mecanismo de recombina¢do somatica, ou seja, 0
rearranjo genético que ocorre no DNA da célula precursora do linfocito T, nos éxons
que codificam o sitio de reconhecimento do antigeno do TCR. Dessa forma, cada
receptor, e, consequentemente, cada linhagem celular é Unica para um determinado
antigeno. Se a célula portadora de um TCR especifico nunca entrou em contato com
0 seu antigeno, ela é chamada de imatura ou naive, pois nunca foi ativada (BONILLA;
OETTGEN, 2010).

Para que esta célula T seja ativada, seu TCR deve entrar em contato com o
antigeno. Existe um mecanismo definido de como esse encontro deve acontecer.
Quando se trata da ativacdo de linfocitos T CD4+, células apresentadoras de
antigenos (APCs, do inglés antigen presenting cells) digerem o invasor via fagocitose
e, ap0s processa-lo, exibem na fenda peptidica das moléculas HLA de classe Il os
peptideos resultantes da clivagem das proteinas, para que possam ser reconhecidos
pelos linfocitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014).

Essa exposicao de antigenos (peptideos) acontece, também, por quaisquer
células nucleadas do corpo que tenham sido invadidas por virus ou se apresentem
em processo de tumorigénese, quando ndao imunossuprimidas. Nessas condi¢cdes
especificas, linfocitos T CD8+ serdo o alvo da ativagdo (WARRINGTON et al., 2011).
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2.2.1 HLA

O sistema HLA (antigeno leucocitario humano, do inglés human leukocyte
antigen) constitui o conjunto de genes codificadores presentes no complexo principal
de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex) em
humanos. Este sistema esta localizado no brago curto do cromossomo 6 e inclui genes
codificadores de HLAs de classe | e classe Il, ambos envolvidos na resposta imune, e
separados em classicos e nao classicos. A diversidade dos genes HLA é a maior ja
identificada na espécie humana, o que se reflete também na alta especificidade e
variabilidade observada nos mecanismos imunes adaptativos, como a rejei¢ao celular
e humoral nos transplantes. A maioria dos genes do sistema HLA estéo relacionados
a funcédo imune. O termo HLA deve-se a identificacdo inicial destas moléculas na
superficie de leucocitos (CHOO, 2007).

As moléculas HLA de classe | e Il diferem em varios aspectos, mas tem como

principal funcdo a apresentacdo de antigenos (NEEFJES et al., 2011).

As moléculas HLA de classe | consistem em uma cadeia pesada (com
dominios a1, a2 e a3) glicosilada associada a B2-microglobulina na sua porcéo
extracelular (figura 1). A principal funcéo é a apresentacdo de antigenos provenientes
da propria célula. O peptideo antigénico intracelular é apresentado ligado aos
dominios a1 e a2, constituintes da fenda peptidica do HLA, enquanto o dominio a3 se
liga a B2-microglobulina. Entre os genes HLA de classe | classicos estdo HLA-A, -B e

-C.

As moléculas HLA de classe Il sdo heterodimeros de cadeias glicosiladas
ligadas ndo covalentemente. As cadeias sao formadas por dominios a1, a2, 1 e 32,
de mesma estrutura basica. O antigeno apresentado é ligado aos dominios a1 e 1,
correspondentes a fenda peptidica (figura 1).

Além dos genes HLA, o MHC contém, em sua regidao denominada de classe
[ll, genes codificadores de outras moléculas com fungdo imune, como citocinas e

fatores do sistema complemento (CHOO, 2007).
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FIGURA 1 — VISAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO MHC DE CLASSE | E I
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Fonte: CHOO, 2007
Legenda: PBS — sitio de ligacdo ao peptideo (do inglés, peptide binding site)

A especificidade proveniente da diversidade genética observada para os
genes HLA torna mais dificil o alcance da compatibilidade entre doador e receptor do
enxerto. A existéncia de incompatibilidades nas moléculas HLA faz com que estas
passem a ser identificadas como antigenos pelo sistema imune do receptor. Assim,
0s peptideos resultantes do processamento das moléculas HLA imunogénicas pela
via exégena nas APCs do doador sdo carregados em moléculas HLA de classe I, a
serem exibidas na superficie de APCs. Quando um linfécito T do paciente realiza o
reconhecimento especifico da molécula HLA associada ao peptideo, ocorre a ativacéo
desta célula (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014).

Ja no caso das moléculas HLA de classe |, ocorre 0 mecanismo de exposicao
de peptideos préprios da célula, sem necessidade de fagocitose e processamento.
Este é um fendbmeno Uutil para exibicdo e reconhecimento de proteinas virais
produzidas em uma célula infectada. Esta via de apresentacdo de antigenos HLA de
classe | € dependente de proteassoma e da degradacao natural de proteinas celulares
(NEEFJES et al., 2011).

bY

E possivel perceber que a resposta imune é extremamente relacionada a
funcionalidade das moléculas HLA, inclusive em situacbes onde um transplante é
imunologicamente rejeitado pelo receptor (KONVALINKA; TINCKAM, 2015). Assim,

guanto maior a similaridade entre genes HLA no doador e receptor, menor é a
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possibilidade do sistema imune do paciente receptor detectar diferencas, fato
associado a maior sobrevida do enxerto (CHINEN; BUCKLEY, 1967; NANKIVELL;
ALEXANDER, 2010).

2.2.2 HLA e rejeicao

Na hipotese de rejeicdo de um 6rgdo transplantado, o0 mecanismo imunoldgico
subjacente € mediado principalmente por anticorpos, no caso da rejeicdo humoral, ou

por células T, no caso da rejeicao celular.

Anticorpos podem originar rejeigcdo por terem como alvo, principalmente,
moléculas HLA nao idénticas presentes em células do doador, antigenos de células
endoteliais e antigenos do sistema ABO. As moléculas HLA sdo consideradas o0s
principais aloantigenos por serem altamente polimoérficas e amplamente expressas
nos tecidos (LAKKIS; LECHLER, 2013). Os anticorpos anti-HLA pré-formados, ou
DSAs (anticorpos doador especificos, do inglés donor specific antibodies) no paciente
receptor, caso presentes, sdo resultado de uma sensibilizacdo prévia a esses
antigenos (CHOO, 2007).

Quando a rejeicao ocorre imediatamente apds o transplante, ela é classificada
como hiperaguda, e geralmente reflete a deposicdo de anticorpos anti-ABO, caso os
tipos sanguineos do doador e receptor ndo sejam compativeis, mas, principalmente,
contra o HLA n&o-idéntico do doador, exposto na microvasculatura do aloenxerto (KIM
et al., 2014). Nesses casos, se desenvolve a necrose e o enxerto deve ser removido
via transplantectomia. Geralmente, a rejeicdo hiperaguda ocorre em casos onde o
receptor tenha sido sensibilizado previamente contra os antigenos, o que pode
acontecer devido a transplantes préevios, gravidez ou transfusdo de sangue
(NANKIVELL; ALEXANDER, 2010). A nova exposicdo, a partir do enxerto, leva a
producado de anticorpos de novo que fixam complemento, e resultam em inflamacéo e
disfuncdo do orgéo (TERASAKI, 2003). O metodo de prevengédo atualmente utilizado
contra esse tipo de rejeicdo é a analise de DSAs pré-formados no receptor antes do
transplante, verificando a presenca de anticorpos imunogénicos e que possam

produzir danos ao 6rgao transplantado (CHOO, 2007)
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A rejeicdo chamada de aguda pode ser mediada por células e anticorpos e
ocorre de dias a semanas apds o procedimento. Seu inicio se da apds o tempo
necessario para a producdo de anticorpos e formacéo de células T alorreativas. Os
anticorpos geralmente sdo direcionados ao HLA do doador, presentes nas células
endoteliais. Quando se ligam, os anticorpos estimulam a fixagdo de complemento e
recrutamento de leucécitos, levando a inflamacdo e disfuncdo do érgdo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2014).

Entretanto, a forma mais comum de rejei¢cdo aguda € a celular, que é mediada
por células T, as quais as APCs apresentam aloantigenos (LARSEN; MORRIS;
AUSTYN, 1990). Aloantigenos sao antigenos provenientes de um individuo da mesma
espécie, mas que sdo reconhecidas como ndo proprias e sdo capazes de

desencadear resposta imune.

O evento anteriormente descrito decorre das diferencas entre as moléculas
HLA que se expressam has células do doador e do receptor, 0 que pode levar a
producdo de respostas imunes agressivas. De 1 a 10% das células T do paciente
receptor podem ser ativadas ap0s o transplante, sendo que grande parte delas tém
sua ativacdo desencadeada por antigenos HLA do doador (SUCHIN et al., 2017).

As células T podem ser ativadas direta ou indiretamente. Na ativagéo direta,
as APCs do doador desencadeiam a ativacdo dos linfocitos T do receptor, sendo que
ndo ha necessidade de fagocitose, pois 0s peptideos ndo proprios ja estdo sendo
exibidos na superficie celular das APCs do doador. Os peptideos, nesse caso, Sao
provenientes do doador e sédo exibidos pelas proprias moléculas HLA do doador, que
também sao reconhecidas como ndo préprias. Isso acontece por causa da reatividade
cruzada dos TCRs, que ligam o complexo formado pelo HLA proprio mais peptideo
nao-préprio e complexos de HLA ndo-proprios mais peptideo derivado de proteina
endogena (LAKKIS; LECHLER, 2013; LIN; GILL, 2015).

Na ativacéo indireta, sdo as APCs do receptor que ativam os linfocitos T. Esse
mecanismo é 0 mesmo envolvido na resposta imune contra patdogenos, onde ha
fagocitose das células invasoras e processamento das proteinas que séo exibidos na
superficie celular das APCs do receptor, resultando em pequenos peptideos. No caso
especifico do transplante, proteinas HLA do doador sdo endocitadas, processadas e

seus peptideos resultantes sdo apresentados a semelhanca de uma proteina de um
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micro-organismo, pelas moléculas HLA presentes nas APCs do receptor (LIN; GILL,
2015).

Por fim, a rejeicdo crénica se desenvolve silenciosamente durante meses e
esta associada a diferentes mudancas patologicas, majoritariamente mudancas
vasculares como ocluséo arterial. Os mecanismos provaveis séo a ativacao de células
T alorreativas e producdo de citocinas que estimulam a proliferacdo de células
vasculares, obstruindo os vasos e levando a perda de funcdo do enxerto (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2014).

2.2.2.1 Classificagéo de Banff

Com relacdo exclusivamente ao transplante renal, existe uma classificacédo
distinta para os tipos de rejeicdo. Esta classificacao foi proposta devido a grande
heterogeneidade de achados entre os nefrologistas, de forma que se tornou
necessario padronizar a caracterizacéo dos tipos de rejeicdo (BHOWMIK et al., 2010).
Hoje, ha seis categorias na chamada Classificacdo de Banff, que utiliza critérios
histopatolégicos para determinar se as rejeicdes sdo mediadas por anticorpos ou por
células T, bem como se existe um aspecto agudo ou crbnico. Além disso, essa
classificacdo também conta com as categorias chamadas de alteracbes borderline e
fibrose intersticial com atrofia tubular, que se apresentam como outras mudancas
histopatoldgicas ligadas a rejeicdo (LOUPY et al., 2017). A tabela 1 apresenta a lista
completa das categorias e seus critérios para classificacdo.
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TABELA 1 - CRITERIOS PARA CLASSIFICACAO DE BANFF DA REJEICAO NO
TRANSPLANTE RENAL

Categoria
1. Normal
2. Alteracdes mediadas por

anticorpos

3. Alteragdes borderline
4. Alteracbes mediadas por

células T

5. Fibrose intersticial e atrofia
tubular sem evidéncia de

etiologia especifica

6. Outros (néo resultantes de

rejeicdo aguda ou crbnica)

Subtipos

Aguda do Tipo 1

Aguda do Tipo 2
Aguda do Tipo 3

Crobnica

Aguda do tipo IA

Aguda do tipo IB

Aguda do tipo IIA
Aguda do tipo IIB

Aguda do tipo IlI

Grau |

Grau ll

Grau lll

Achados histopatologicos
Nenhuma alteracao histopatologica.
aguda (NTA), C4ad

positivo e minima inflamacao.

Necrose tubular
Glomerulite e C4d positivo.

Inflamacéo arterial transmural, altera¢des
fibrinoides e C4d positivo.

Duplo contorno glomerular OU mudltiplas
camadas da membrana basal dos

capilares  peritubulares OU fibrose
tubular ou

espessamento intimal das artérias e C4d

intersticial/atrofia

positivo.

Tubulites focais sem arterite intimal.
Inflamacéo intersticial significativa e
tubulite focal moderada.

Inflamacdo intersticial significativa e
tubulite acentuada.

Arterite discreta a moderada.

Arterite acentuada associada a mais de
25% de perda da area luminal.

Arterite  transmural OU  alteractes
fibrinoides e necrose da camada muscular
lisa associada a inflamacao linfocitica do
vaso.

discreta e atrofia

Fibrose intersticial

tubular.

Fibrose intersticial moderada e atrofia
tubular.

Fibrose intersticial acentuada e atrofia
tubular.

Alteracbes secundérias a hipertenséo
arterial crbnica, toxicidade por inibidores
de calcineurina, obstrucdo crdnica e

infeccdes virais.

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2010; Sis et al, 2010.
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2.3 Tolerancia ao aloenxerto

E possivel observar que o papel do HLA é extremamente importante no
desenvolvimento das respostas imunes supracitadas, e individuos que recebem
transplantes de doadores com HLA compativel possuem mais chances de sucesso na
recuperacdo (CHOO, 2007). Porém, além do papel de mediador da rejeicéo, alguns
genes HLA de classe | ndo classicos também atuam desencadeando mecanismos de
tolerancia ou aceitacdo do enxerto. Ainda assim, o principal caminho para se alcancar

a aceitacdo do oOrgdo transplantado € a terapia de imunossupressao, que sera

discutida previamente aos mecanismos naturais de tolerancia envolvendo genes HLA.

2.3.1 Tolerancia induzida via imunossupressao

A terapia de imunossupresséao aplicada a pacientes transplantados renais se
divide em duas fases. A primeira delas é chamada de terapia de inducao, e se refere
aos farmacos imunossupressores utilizados no periodo transoperatério, até
aproximadamente 7 ou 10 dias apds o transplante. A sua principal funcédo é a de
reduzir a resposta imune contra o enxerto no momento da apresentacdo dos
aloantigenos. Este objetivo é alcancado através da deplecdo de linfécitos T ou
modulacdo da sua funcdo imune. Como consequéncia, o risco de rejeicdo aguda é
diminuido, bem como a necessidade de uso futuro de mais imunossupressores

(KDIGO TRANSPLANT WORK GROUP, 2009).

Existem duas classes de farmacos utilizadas exclusivamente nesse periodo,
chamadas de agentes de deplecdo de linfécitos e antagonistas do receptor de
interleucina-2 (IL-2). No primeiro grupo estdo a globulina anti-timocitica (ATG),
globulina anti-linfocitica (ALG) e o anticorpo monomurab-CD3. No segundo grupo se
encontram os anticorpos monoclonais daclizumab e basiliximab. Existem diferencas
nas recomendacbes de tratamento de acordo com o risco de rejeicdo de cada
paciente, mas, no Brasil, & preconizado o uso da globulina anti-timocitica na terapia
de inducdo, juntamente com outros imunossupressores classicos (KDIGO
TRANSPLANT WORK GROUP, 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Alguns dos efeitos colaterais da ATG séo: febre, principalmente na aplicacao
da primeira dose; rash cutaneo; prurido; trombocitopenia e choque anafilatico (raro)
(TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).

A segunda fase da terapia imunossupressora € conhecida como terapia de
manutenc¢ao, e tem como objetivo diminuir o risco de rejeicdo, bem como proteger a
funcdo do enxerto. Nesta fase, séo utilizados farmacos imunossupressores classicos
em combinacédo, de forma a alcancar imunossupressao suficiente e diminuir os efeitos

toxicos individuais de cada medicamento.

A classe de farmacos corticosteroides é, historicamente, muito usada para
terapia de manutencédo em transplantados. Isso se deve as suas propriedades anti-
inflamatoérias e imunomodulatérias, que incluem a regulacdo negativa da transcricéo
de genes de citocinas pro-inflamatorias. Efeitos colaterais do uso desses farmacos
incluem alteracdes no metabolismo de carboidratos e lipideos e perda de proteinas
musculares, caracterizando o fendtipo da sindrome de Cushing (KDIGO
TRANSPLANT WORK GROUP, 2009; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005). No
Brasil, o corticosteroide de escolha para imunossupressdo € a prednisona
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Outra classe de farmacos imunossupressores classicos usada na terapia de
manutencdo contém os inibidores de calcineurina, principalmente tacrolimo e
ciclosporina. A calcineurina esta presente na via de sinaliza¢ao iniciada pela ativacao
do receptor de célula T e que culmina na expressao de citocinas pré-inflamatorias
caracteristicas da resposta imune. Assim, sua inibicdo blogueia a continuidade da
cascata, impedindo a producao de fatores essenciais para rejeicdo do enxerto. Efeitos
colaterais importantes dessa classe sdo a nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
hipertenséo, diabetogénese, hipertricose ou alopecia, dentre outros (EIDELMAN et al.,
1991; MATTOS; OLYAEI; BENNETT, 2000; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).
Tanto a ciclosporina como o tacrolimo s&o utilizados no Brasil (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

A azatioprina é outro farmaco utilizado na imunossupressao de manutencao.
Seus metabdlitos podem ser incorporados ao DNA replicante e impedir a continuidade
da replicacdo e da proliferacéo celular de linfocitos. Seus principais efeitos colaterais

sdo toxicidade hepéatica e supressdo da medula 6ssea. No Brasil, a azatioprina é
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altamente usada, mas em caso de intolerancia, pode ser substituida pelo micofenolato
de mofetila (MINISTERIO DA SAUDE, 2010; TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005).

O micofenolato de mofetila também atua na inibicdo da proliferacdo de
linfécitos, sendo que essa funcao se deve a inibicdo de uma enzima necessaria para
sintese de guanosina, que, por sua vez, € essencial para a sintese de DNA. Seus
principais efeitos colaterais séo gastrointestinais, além de supresséo da medula 6ssea
e maior risco de infec¢des virais em comparacdo com a azatioprina (SOLLINGER,
2004).

Por fim, a Ultima classe de drogas utilizada na terapia de manutencao inclui
os farmacos everolimo e sirolimo. Estes exercem sua fungdo imunossupressora por
bloquearem a via de sinalizagdo da mTOR, importante para a comunicagao
intercelular e progresséo do ciclo celular, de forma que sua inibicdo impede que o0s
linfécitos T passem da fase G1 para S do ciclo. Os efeitos colaterais mais comuns
dessa classe de medicamentos sdo aumento do colesterol e triglicérides no soro do
paciente, reducdo na contagem de eritrécitos, leucdcitos e plaquetas, dentre outros
(TAYLOR; WATSON; BRADLEY, 2005). No Brasil, recomenda-se o uso de farmacos
desta classe apenas em condi¢des especificas, nas quais outras drogas ndo podem

ser utilizadas.

Em nosso pais, as combinacBes mais aplicadas de imunossupressores na
terapia de manutencdo sao: prednisona, azatioprina e ciclosporina/tacrolimo, ou
também prednisona, micofenolato de mofetila (ou de sédio) e ciclosporina/tacrolimo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.3.2 Tolerancia via mecanismos naturais

O topico anterior tratou dos mecanismos induzidos por terapia farmacolégica
para se chegar a tolerdncia e imunossupressao. Entretanto, muitos mecanismos
naturais diferentes podem tragcar um caminho similar e reduzir a resposta imune em

busca da tolerancia, principalmente em relagédo a antigenos proprios.

No inicio do desenvolvimento do sistema imune, as células precursoras de

linfécitos T passam pela selecdo negativa no timo. Esse mecanismo € chamado de
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tolerancia central e leva a eliminacédo de clones de linfécitos T auto-reativos ou com
potencial de alta reatividade por componentes proprios, incluindo as proteinas
codificadas pelos genes HLA (GRIESEMER; SORENSON; HARDY, 2010).

J& os mecanismos de toleréncia periférica ocorrem em células T ja
diferenciadas em CD4+ ou CD8+ que possuem certa afinidade pelo HLA. Uma das
vias envolvidas é da Fas/FasL, que também leva a delecéo clonal das células auto-
reativas (MUELLER, 2009).

Para que as células T sejam ativadas, além da ligagdo do TCR também é
necessaria a ligacdo de um sinal coestimulatério. Assim, caso este sinal ndo esteja
presente, mesmo com a ligacdo do TCR, os linfécitos T ndo serdo ativados e entrarao

em um estado de anergia, onde ndo sao responsivos e geram parte da tolerancia.

Outras formas de tolerancia conhecidas envolvem a participacdo de
moléculas inibitorias em vias de sinaliza¢do. Algumas delas séo o CTLA-4, PD-1/PD-
L1 e CD40/CD40L, que, por vias diferentes, podem inibir a ativacao e proliferacao de
células T (ALPDOGAN; VAN DEN BRINK, 2012).

Por fim, ha também células T regulatérias ou células Treg, que tém sido as
mais estudadas e que também sé&o funcionalmente suprimidas pelo uso das atuais
drogas imunossupressoras. Sua principal funcéo € a supressao das respostas imunes,
e a sua auséncia desencadeia respostas autoimunes no organismo. Estas células ndo
respondem a estimulos no TCR (sé@o anérgicas) e expressam o fator de transcricdo
Foxp3, principal responsavel pelas fungbes imunes (FONTENOT; GAVIN;
RUDENSKY, 2003). As células Treg suprimem a proliferacéo de linfocitos T CD4+ e
T CD8+ com o auxilio da citocina IL-2, necessaria para a funcdo 6tima das células
regulatérias (FURTADO et al., 2002). H4, ainda, muitas interconexdes entre as células
e moléculas regulatorias da funcéo imune (ALPDOGAN; VAN DEN BRINK, 2012).

Estes sdo os principais mecanismos naturais de tolerdncia conhecidos;
entretanto, outra molécula vem tomando um espago cada vez maior no estudo da
regulacdo da resposta imune em meio aos mecanismos imunolégicos ja citados: o
HLA-G.
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2.4 HLA-G

7

O HLA-G é mais um dos genes presentes no complexo principal de
histocompatibilidade, e pertence ao grupamento génico dos HLAs de classe | ndo
classicos. Este termo faz referéncia a diferentes caracteristicas do HLA-G em relacdo
as principais moléculas HLA de classe |I. Essas discrepancias incluem a baixa
diversidade alélica de HLA-G, a distribuicéo restrita da proteina expressa a tecidos
especificos e sua funcdo imunomoduladora (CAROSELLA et al., 2014).

2.4.1 Imunotolerancia

A restricdo tecidual de HLA-G esta altamente relacionada a funcdo da
molécula. A principal regido onde ela esta expressa € a interface materno-fetal, onde
os citotrofoblastos expdem a molécula HLA-G perante a decidua em periodos
especificos da gestacdo (BERNARDS et al., 1989). Na decidua materna, a presenca
do HLA-G e sua interacdo com receptores presentes nas células NK, ali presentes em
grandes quantidades, parece ser um dos principais mecanismos da inducdo da
tolerancia materno-fetal e € necesséaria para a implantacdo do embrido. Estudos
demonstram que o feto protege-se da rejeicéo através de uma camada de células que
nao possuem HLA-A ou HLA-B. Para evitar a destruicdo dessa camada, 0s
trofoblastos expressam HLA-G, que, por seu baixo nivel de variacdes, interage com
diversos receptores inibitorios de células NK, deslocando o balanco em direcdo a
inibicdo da funcdo dessa células (ROUAS-FREISS et al., 1997). Alteracdes na
expressao desta molécula podem culminar em complicacdes gestacionais como pré-

eclampsia e aborto recorrente (MORANDI et al., 2016).

A partir desses dados, sugeriu-se que a funcdo do HLA-G esta fortemente
associada a imunotolerancia, com o objetivo de preservar o feto e impedir que o
sistema imune materno o expulse. Entretanto, além da presenca da molécula na
gestacao, ela também foi detectada em estados patoldégicos como o cancer e em
pacientes transplantados, nos quais também exerce funcdo na inibicdo da resposta
imune (REBMANN et al., 2014).
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7

A tolerancia mediada por HLA-G é alcancada através de inumeros
mecanismos em Varias células do sistema imune que apresentam receptores para
esta molécula. Os principais receptores que se ligam ao HLA-G séo LILRB1, LILRB2
e KIR2DL4, sendo que os dois primeiros apresentam funcéo inibitoria estabelecida,
enquanto o Ultimo ainda vem sendo estudado com maior cautela, pois possui,
também, funcdo ativadora (CAROSELLA et al., 2000).

A supressao da resposta imune desencadeada por HLA-G envolve a inibicao
da funcao citolitica das células NK, da funcéo citolitica de linfécitos T citotdxicos, da
resposta aloproliferativa dos linfocitos T auxiliares, da proliferagdo de células NK e
linfécitos T e da funcéo de apresentacdo de antigenos de células dendriticas atraves
dos diferentes receptores (CAROSELLA et al.,, 2014). Algumas das funcdes
tolerogénicas do HLA-G estdo demonstradas abaixo (figura 2). Além disso, por
apresentar baixo nivel de polimorfismos na sua regido codificadora, o HLA-G néo é
capaz de desencadear respostas alogénicas e, pelo mesmo motivo, é capaz de ativar
varios receptores inibitérios diferentes (CAROSELLA et al., 2014; HVIID et al., 2003;
ROUAS-FREISS et al., 1997). Ainda, sua funcdo de apresentacdo de antigenos é
restrita a peptideos proprios (CASTELLI et al., 2017).

FIGURA 2 — FUNGCOES DE HLA-G SOBRE AS CELULAS DO SISTEMA IMUNE

Induction of Induction of

short-term tolerance by HLA-G long-term tolerance by HLA-G
R ~ = - o A 2 - - -
71, N i) /" Inhibition T/NK cells 4 Induction of \ /" Induction of \
Inh;,?::;:;:.‘r;r{i:'?\::‘l‘l l;-:dk ' cytoxocity via 1LT2 or suppressor T cells tolerogenic DC // \
o g G \
CDI/NKG24 CD8lowT CD4low T -~ ¥ /
: ' \ ey
z z \
z Z z ==

P T T < NKgy <

e = \ /
= ~ -,
IL-10 |
HLA-GS dimer (=) D g \-’,"1‘,
. g DC-10 ¢ / HLA-GS5 dimer | HLA-GI tetramer
- 8 | : X \Z i
=9 Allograft IL-10 > \Y SR
- ’ ~N A R —
i .‘\\’%’ & 110
S o N
A< ’ 4\ ’
|
%
4 Inhibition of antibody \ ,'/ Deletion T/NK cells via ) G Induction 3\ I Induction of Treg R
production via ILT2 CD8 allospecific Treg (Trl1)
e XK
CD4 1@ B Q D> P
e i £ T by o |-
\ 9= g J \ - - ) \ / \ :
L > \ / o S " 7

Nona-peptide
& HLA-G leader peptide

Fonte: REBMANN et al., 2014.
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Dessa forma, a presenca de HLA-G em células tumorais esta associada a um
mau progndéstico, pois vem acompanhada da inibicdo da resposta imune contra o
tumor, ou o chamado escape da imunovigilancia (PAUL et al., 1998). Isso significa que

o0 HLA-G esta impedindo a acdo do sistema imune contra o cancer.

J& a presenca da proteina HLA-G no soro de pacientes transplantados tem
sido associada a maior chance de sobrevivéncia do aloenxerto (LE ROND et al., 2006;
QIU et al., 2006). Isto decorre da inibicdo da resposta imune agressiva que provoca a
rejeicdo do transplante, como visto anteriormente. Da mesma forma, a presenca de
HLA-G na superficie de células T regulatérias € positiva para a sobrevivéncia do
aloenxerto, assim, esta molécula pode servir como um indicador preditivo para o
progndstico e para resposta dos pacientes ao tratamento farmacoldgico (BASTURK
et al., 2006).

No que se refere a gendtipos HLA-G, sugere-se que a maior ocorréncia de
rejeicdo ao aloenxerto é observada quando os individuos sdo heterozigotos que
apresentam um dos alelos com mutagdo sinbnima e o0 outro com mutagdo nao-
sindnima (PIRRI et al., 2009).

2.4.2 Estrutura do gene e proteina

De acordo com a plataforma IMGT, o gene HLA-G se estende por 4.159 pares
de base na regiao genémica onde situa-se o MHC humano (ROBINSON et al., 2015).
O primeiro RNA mensageiro transcrito do gene HLA-G passa por processamento
alternativo e origina até 7 transcritos diferentes, que codificam 7 isoformas proteicas.
Dentre elas, 4 sdo moléculas expressas ligadas a membrana celular (HLA-G1 a HLA-
G4) e 3 séo isoformas soluveis (HLA-G5 a HLA-G7) (CAROSELLA et al., 2014,
ISHITANI; GERAGHTY, 1992).

As proteinas HLA-G1 e HLA-G5 compreendem os transcritos completos e
mais expressos, sendo, por esse motivo, as moléculas mais estudadas. A isoforma
completa é constituida por 3 dominios globulares (a1, a2 e a3), ligados néo
covalentemente entre si e & 32-microglobulina, além da porcdo transmembrana e da

cauda citoplasmatica mais curta que os HLAs classicos (MORANDI et al., 2016) (figura
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3). As outras isoformas sdo menores pois nao apresentam todos os dominios
globulares. Além disso, as moléculas de HLA-G podem estar presentes na forma de
dimeros e trimeros, as quais possuem maior afinidade pelos receptores se
comparadas aos monémeros. Ademais, o0 HLA-G1 ligado a membrana celular pode
sofrer clivagem proteolitica por metaloproteinases, resultando na isoforma soluvel,
SHLA-G1 (CAROSELLA et al., 2014).

FIGURA 3 - DESENHO ESQUEMATICO DAS ISOFORMAS DE HLA-G E RESPECTIVOS
TRANSCRITOS
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Fonte: DONADI et al., 2011.

O gene HLA-G consiste em regiao promotora dividida em distal e proximal,
regido codificadora composta por 6 éxons e 5 introns, sendo que o primeiro éxon
codifica o peptideo sinal, e ao final do ultimo éxon se inicia a regidao 3’-UTR
(ROBINSON et al., 2015). No banco de dados IMGT/HLA estéo registrados 56 alelos,
que codificam 20 proteinas HLA-G, duas delas truncadas (CASTELLI et al., 2014). E
importante lembrar que a molécula HLA-G1 corresponde ao transcrito primario

completo, assim, ela é a referéncia para o estudo dos alelos HLA-G.
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2.4.3 Expressao

A transcricdo de HLA-G é basal em todas as células, mas a traducdo em
proteina é restrita a tecidos imunoprivilegiados. Esta expresséo pode ser controlada
por fatores ambientais (fatores proé-inflamatérios ou hormonais, como hipdxia e
progesterona, respectivamente) e genéticos, como polimorfismos, microRNAS,
modificacdes de histona e metilacdo do DNA (LAZARTE et al., 2015).

A taxa de sintese de RNA mensageiro de HLA-G é determinada pela regido
5-URR, onde se ligam fatores de transcricdo. Esta regido promotora é muito
divergente de outras moléculas HLA, mesmo das néo classicas. Algumas regides de
ligagdo a fatores de transcrigio comuns a outros genes HLA se encontram
modificadas ou deletadas no HLA-G (DONADI et al., 2011; LAZARTE et al., 2015). Na
figura 4 estdo esquematizadas algumas regides regulatorias do promotor de HLA-G
em comparacdo com as mesmas regides de outros genes HLA de classe I. No HLA-
G, os fatores enhA e SXY se encontram modificados, enquanto o elemento de
resposta a interferon (ISRE) encontra-se deletado.

FIGURA 4 — COMPARAGCAO ENTRE O PROMOTOR DE HLA-G E DE OUTROS GENES
HLA DE CLASSE |

TNF-a IFN

HLA-class |

) 32 CREBIATF
Enhancer A/ISRE SXY module

Fonte: Donadi et al, 2011.

Assim, a transcricdo de HLA-G nao é afetada por fatores regulatorios como
NF-kB e IFN-y. Entretanto, outros elementos regulatérios estdo presentes na regiao
promotora do gene em questdo. Entre eles estdo o elemento de choque térmico,

elemento responsivo a receptor de progesterona, elemento responsivo a hipoxia,
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elemento responsivo a AMP ciclico (CRE) e elemento responsivo a ligacdo de Ras
(RREB1) (CASTELLI et al., 2014). Como essa regido apresenta inumeros fatores
regulatorios, a variagcdo nucleotidica nesses sitios pode influenciar a ligagcdo dos
fatores, bem como a expressao de HLA-G (TURECK et al., 2013).

J& a taxa de degradacdo do RNA mensageiro de HLA-G pode ser controlada
através da regido 3-UTR desse gene. Esta regido génica € capaz de alterar a
expressao de HLA-G por alguns mecanismos que seréo vistos mais a frente, de forma
que variacdes nessa porcao do gene também podem alterar a expressao final da
proteina (LAZARTE et al., 2015).

2.4.4 Polimorfismos do gene HLA-G

A maioria das variacbes no gene HLA-G sdo SNPs (polimorfismo de
nucleotideo Unico, do inglés single nucleotide polymorphisms), que se concentram nas
regides promotoras e 3’-UTR, enquanto a regido codificadora é altamente conservada.
Além disso, as variacdes existentes na regido codificadora sdo, em sua maioria,
intronicas e sinbnimas (CASTELLI et al., 2017). Estas mutacdes, portanto, ndo alteram
a estrutura molecular de HLA-G, mas as alteracdes nas regides regulatorias tém sido
associadas a diferencas nos niveis de expressdo desta proteina (VAN DER VEN;
PFEIFFER; SKRABLIN, 2000). As duas Unicas alteracdes que levam a perda funcional
da proteina sao definidas pelos alelos HLA-G*01:05N e HLA-G*01:13N. No primeiro,
a delecao de um nucleotideo altera a matriz de leitura do gene, dando origem a um
cédon de parada prematuro. No segundo caso, uma mutacdo de ponto produz,
também, um cédon de parada prematuro (LARSEN; HVIID, 2009).

A regidao nao-codificante 5-URR contém polimorfismos relevantes a
expressdo génica, pois inclui o sitio promotor e elementos regulatorios cis. Um dos
estudos revelou um aumento na expresséo de HLA-G quando uma guanina (G) estava

presente na posi¢ao -725 ao invés de citosina (C) ou timina (T) (OBER et al., 2003).

Os polimorfismos do gene HLA-G apresentam grande desequilibrio de
ligacdo, de forma que é comum a andlise de variacbes por meio de haplétipos. No

total, segundo um estudo publicado em 2017 realizado com individuos do Brasil e
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Chipre, observam-se 120 variag¢des incluindo a regido 5’-URR, codificadora e 3’-UTR,
totalizando 58 haplétipos estendidos envolvendo todos esses sitios (CASTELLI et al.,
2017). O Brasil € a regido com a maior variabilidade ja detectada de HLA-G, sendo

ideal para o estudo das variacdes nucleotidicas (CASTELLI et al., 2010).

Apesar de apresentar grande variabilidade, ha duas linhagens principais de
HLA-G, sendo que uma € caracterizada pela alta expressdo génica e producédo da
molécula e a outra pela baixa expressdo. Dessa forma, varios estudos focam na
historia evolutiva desse gene, concluindo que o HLA-G esta sob influéncia de pressao
seletiva para invariancia e sob selecdo balanceadora, mantendo dois haplétipos
divergentes em altas frequéncias (DONADI et al.,, 2011; SABBAGH et al., 2014;
TURECK et al., 2013).

A alta variabilidade da regiao 3'-UTR também tem sido alvo de estudos,
principalmente com relacdo a magnitude da expresséo génica e producéo da molécula
HLA-G.

2.4.5 Variagdes na regiao 3'-UTR

A regiao 3-UTR é sitio de inumeros polimorfismos. De fato, seu valor de
variagdo geneética € mais alto que os valores referentes a maioria dos outros loci
humanos ja observados (SABBAGH et al., 2014). Um dos SNPs mais estudados esta
na posicdo +3187. O alelo contendo adenina (A) esta relacionado a menor
estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente, a baixa producédo de HLA-G.
Este SNP encontra-se préximo de uma sequéncia rica em AU, também vista no RNA
mensageiro de outros componentes do sistema imune e que esta relacionada a taxa
de degradacdo do RNAm (YIE et al., 2008). Dessa forma, as variacdes proximas a

essa regido podem alterar a producdo de HLA-G.

Outro polimorfismo muito estudado € uma insercédo/delecéo (in/del) de 14
pares de base. A presenca dos 14 pares de base esta associada a menores niveis de
RNA mensageiro para todas as isoformas de HLA-G em comparacao com a delegao

desses nucleotideos (HVIID et al., 2003). Estudos demonstraram que o gendtipo
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homozigoto para a insercao € mais frequente em pacientes com rejeicdo aguda no
transplante renal do que em individuos saudaveis (CRISPIM et al., 2008).

Outras situacdes nas quais a presencga de polimorfismos na regido 3’-UTR foi
avaliada incluem suscetibilidade a IUpus eritematoso sistémico; suscetibilidade a
tripanossomiase africana; suscetibilidade & doenca do enxerto contra hospedeiro e,
principalmente, a rejeicao no transplante. Essas patologias sugerem a participacao de
HLA-G no controle da resposta imune, associando a alta ou baixa producédo da
molécula com a protecdo ou suscetibilidade ao desenvolvimento das doencas
(BOUKOUACI et al., 2011; CATAMO et al., 2015; COURTIN et al., 2013; CRISPIM et
al., 2008; LUQUE et al., 2006; MISRA et al., 2014; QIU et al., 2006).

Dentre as variagdes nucleotidicas presentes na regiao 3’-UTR, do total de 14,
9 apresentam frequéncias polimoérficas. Estes polimorfismos podem ser agrupados em
haplétipos da regido 3’-UTR. Dentre os haplétipos identificados, dois deles (UTR-1 e
UTR-2) apresentam frequéncias muito altas e sao divergentes entre si, apresentando

mais evidéncias da selecao balanceadora (SABBAGH et al., 2014).

Ainda, as variagdes descritas para a regido 3'-UTR de HLA-G apresentam
potencial para alterar a afinidade a microRNAs (miRNAs) (CASTELLI et al., 2009).
MiRNAs sdo RNAs pequenos néo codificantes de aproximadamente 22 nucleotideos,
e sua acao consiste em regular negativamente a expressdo dos genes cujos
transcritos apresentam sitios de ligacao para miRNAs (MANASTER et al., 2012). Nos
altimos anos, tem sido demonstrada a regulacdo negativa de HLA-G por meio de
mMiRNAs que se ligam a regido 3’-UTR, como miR-133a, miR-148a, miR-148b e miR-
152 (CASTELLI et al., 2010; GUAN et al., 2015; SELIGER, 2016).

As regides de ligagdao desses miRNAs podem compreender sequéncias
proximas a mutacdes, de maneira que a afinidade da ligacdo pode sofrer alteracbes

de acordo com o alelo em questao.

Assim, a expressao de HLA-G também pode ser afetada pelos polimorfismos
na regidao 3-UTR, seja pela acdo diferenciada de miRNAs, pela alteracdo da
estabilidade do transcrito ou por mecanismos ainda nao conhecidos. Independente
disso, as respostas de imunotolerancia mediadas por HLA-G ficam sujeitas a essa
regulacéo, seja na gestacdo, em tumores, transplantes, ou onde quer que o HLA-G

exerca fungao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as variantes polimorficas na regido 3’-UTR do gene HLA-G, em

pacientes transplantados renais com e sem rejei¢éo clinica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Padronizar e otimizar o método de amplificacdo e sequenciamento da
regidao 3-UTR do gene HLA-G em amostras de individuos saudaveis e pacientes

transplantados renais;

o Determinar as frequéncias genotipicas e haplotipicas dos polimorfismos
da regiao 3-UTR do gene HLA-G dos pacientes com e sem rejeicado clinica e

comparar com dados ja publicados;

o Verificar a possivel associagao dos polimorfismos da regido 3’-UTR com
0 maior ou menor risco de desenvolver rejei¢cdo, considerando-os em conjunto, como

haplétipos, e isoladamente.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas neste trabalho totalizaram 64 individuos transplantados
divididos em dois grupos: 23 individuos sem rejeicao ao enxerto (NR) e 41 pacientes
gue desenvolveram rejeicao clinica (R), todos recrutados e monitorados no periodo
de 2012 a 2017. Os pacientes sdo do sexo feminino e masculino, portadores de
doenca renal crbnica, com idades entre 18 e 75 anos, e provenientes do Hospital
Universitario Evangélico de Curitiba situado no Parana, Brasil. Todas as coletas de
sangue e dados clinicos foram realizadas mediante autorizacao através da assinatura
de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido segundo a aprovacao do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Parand e do hospital envolvido
(Numero de aprovacdo — CAAE: 53627315.0.0000.0102).

4.2 EXTRACAO DE DNA

As amostras de sangue total foram centrifugadas por 15 minutos a 2000g para
obtencdo da camada leucocitaria (buffy coat), a partir da qual foi realizada a extracdo
do DNA total via método de salting-out, previamente ao inicio deste trabalho (LAHIRI;
NURNBERGER, 1991).

4.3 AMPLIFICACAO DA REGIAO 3'-UTR

4.3.1 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos usados para amplificacdo da regidao 3’-UTR foram
HLAGS8F (forward), de sequéncia 5-TGTGAAACAGCTGCCCTGTG-3’ e HGUT.R1
(reverse), de sequéncia 5-TCTTCTGATAACACAGGAACTTC-3’, ambos gentilmente
cedidos pelo professor Dr. Eduardo Donadi e doutoranda Bruna Bertol, do Laboratério
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de Biologia Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. A regido
compreendida entre os sitios de hibridizacdo dos oligonucleotideos incluem todos os
polimorfismos de interesse para o trabalho (figura 5): insercao/delecéo (in/del) de 14
pb (+2960; dbSNP: rs1704), e os SNPs (single nucleotide polymorphisms) localizados
a: +3003C>T (dbSNP: rs1707), +3010C>G (dbSNP: rs1710), +3027A>C (dbSNP:
rs17179101), +3035C>T (dbSNP: rs17179108), +3142C>G (dbSNP: rs1063320),
+3187A>G (dbSNP: rs9380142), +3196C>G (dbSNP: rs1610696) e +3227G>A
(dbSNP: rs1233331).

FIGURA 5 - ESQUEMA DE POLIMORFISMOS ANALISADOS E REGIOES DE
HIBRIDIZACAO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

2923 TGTGAAACAG CTGCCCTGTG TGGGACTGAG TGGCAAGATT TGTTCATGCC
2973 TTCCCTTTGT GACTTCAAGA ACCCTGACTC CTCTTTGTGC AGAGACCAGC
3023 CCACCCCTGT GCCCACCATG ACCCTCTTCC TCATGCTGAA CTGCATTCCT
3073 TCCCCAATCA CCTTTCCTGT TCCAGAAAAG GGGCTGGGAT GTCTCCGTCT
3123 CTGTCTCAAA TTTGTGGTCC ACTGAGCTAT AACTTACTTC TGTATTAAAA
3173 TTAGAATCTG AGTATAAATT TACTTTTTCA AATTATTTCC AAGAGAGATT
3223 GATGGGTTAA TTAAAGGAGA AGATTCCTGA AATTTGAGAG ACAAAATAAA
3273 TGGAAGACAT GAGAACTTTC CACAGTACAC GTGTTTCTTG TGCTGATTTG
3323 TTGCAGGAGA GGAGAGTAGA TGGCGCTGCG CCCAGTGGGT GCTCAGGCCA
3373 CCATGAACTT TATGTGGTCA CTGCTCAGCT GGGTCATCTT TGCTGCTCCA
3423 TTGTCCTTGG CCCTTCAGTA GAACCTTGTC CCACCAGGAC CTGTGATCAC
3473 ATAGACTTGG ATATCACCTA GGATGGTCCC TACACGTAGA AGTTCCTGTG
3523 TTATCAGAAG A
Fonte: O autor, 2017.
Legenda: Destaque em amarelo — regifes de hibridizacdo dos oligonucleotideos

Destaque em cinza — regido 3’-UTR de interesse

Em negrito e sublinhado — polimorfismos

4.3.2 Otimizacao da PCR

A amplificagdo da regidao 3’-UTR foi realizada com os oligonucleotideos ja
descritos, com o objetivo de produzir um fragmento de 597 pb (considerando a delecéo
no polimorfismo rs1704) ou 611 pb (considerando a inser¢do no polimorfismo rs1704).
A otimizacdo do protocolo inicial contou com a determinacdo da temperatura de
hibridizacdo ideal, através do método de PCR em gradiente de temperaturas. Além
disso, também foram alterados o volume de cloreto de magnésio, oligonucleotideos e

DNA gendmico para determinacdo da concentracao ideal desses reagentes. A partir
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dos resultados gerados nesses testes, foi possivel a expanséo do protocolo para o

restante das amostras.

O protocolo inicial utilizado estd demonstrado na tabela 2.

TABELA 2 — PROTOCOLO INICIAL PARA AMPLIFICAGAO DA REGIAO 3-UTR

Reagentes

Volume

Taq polimerase Hot Start (5 U/uL) = 0,2 pL

Tampéo Taq Hot Start 5X
MgClI2 (25 mM)
dNTPs (10 mM)
Oligonucleotideo HLAGS8F (10
pmol/uL)
Oligonucleotideo HGUT.R1 (10
pmol/uL)
DNA genémico (50 ng/pL)
Agua ultrapura estéril
Fonte: O autor, 2017.

5puL
1,5 uL
0,5uL
1,25 pL

1,25 L

1uL
14,3 pL

Além disso, a ciclagem utilizada para amplificagdo da regido 3’-UTR esta

descrita na tabela 3.

TABELA 3 — CICLAGEM DE AMPLIFICACAO DA REGIAO 3-UTR DE HLA-G

TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacéo inicial 94 °C 5 minutos
Desnaturacéo 95°C 45 segundos
Hibridizac&o 57 °C 45 segundos 32x
Alongamento 72°C 1 minuto
Alongamento final 72 °C 7 minutos
4°C oo

Fonte: O autor, 2017.
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4.4 ELETROFORESE

Para confirmar a amplificacdo da regido de interesse e determinar os produtos
de PCR amplificados com maior especificidade e intensidade, de acordo com o
gradiente de temperaturas e alteracdes no volume de reagentes, foi utilizada a técnica
de eletroforese preparada em gel de agarose (1%) com tampdo TBE (10X Tris
107,81g/L; EDTA 5,8g/L; acido borico 55¢g/L). A cada 2 pL do produto amplificado foi
homogeneizado 1 pL da solugao contendo corante fluorescente Gel Red com azul de
bromofenol a ser aplicado ao gel. As corridas foram realizadas a 100 V por
aproximadamente 12 minutos para a separacéo das bandas, que foram visualizadas

no transiluminador ultravioleta.

4.5 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Para a purificacdo das sequéncias amplificadas pela PCR, foi utilizado o
tratamento enzimatico com Exonuclease | (EXOI) e Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) para remocdo do restante de oligonucleotideos e nucleotideos. Para um volume
final de 10 pL, foram adicionados 6 pL do produto de PCR, 1 puL de EXOI (1 U) e 2 pL
de SAP (0,66 U), além de 1 uL de tampédo SAP. As reacdes foram colocadas no

termociclador por 1 hora a 37 °C e 15 minutos a 80°C.

4.6 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS

A etapa de sequenciamento dos fragmentos obtidos foi realizada pelo método
de Sanger com o uso do kit BigDye 3.1 Terminator, da Applied Biosystems. Para a
reagdo foram necessarios 0,5 pL do oligonucleotideo HGUT.R1 (10 pmol/uL); 1,5 pL
de tampao BigDye 5X (Applied Biosystems); 1 puL do master mix BigDye, sendo que o
volume ideal do produto amplificado e purificado ainda deveria ser determinado. Por

fim, foi acrescentada agua ultrapura estéril para um volume final de 10 pL.

A tabela 4 descreve a ciclagem seguida para a reacdo de sequenciamento.
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TABELA 4 — CICLAGEM PARA REACAO DE SEQUENCIAMENTO DA REGIAO 3’-UTR DE

HLA-G
TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacéo inicial 96 °C 1 minuto
Desnaturacéao 96 °C 15 segundos
Hibridizac&o 54 °C 15 segundos 35x
Alongamento 60 °C 2 minutos
4°C 0

Fonte: O autor, 2017.

Ao fim dos ciclos, o produto resultante foi purificado com 2 pL de acetato de
sédio (7,5 M) e 25 pL etanol absoluto. Apos centrifugacdo e lavagem do precipitado
com 50 pL de etanol 80%, o produto foi encaminhado ao sequenciador ABI 3130 de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Seguido ao sequenciamento, a analise dos resultados obtidos foi feita com o
auxilio de softwares especializados. Dentre eles, o SeqScape para andlise do
resultado do sequenciamento e identificacdo das variantes e o software BioEdit para
o alinhamento das sequéncias. Além disso, os programas Arlequin, Phase e
Haploview foram utilizados para a inferéncia de hapl6tipos, determinacdo de
frequéncias alélicas e genotipicas, calculo de equilibrio de Hardy-Weinberg e
desequilibrio de ligacdo. Para as analises estatisticas inferenciais nas subpopulacdes
(pacientes com e sem rejeicdo clinica), foram utilizados o teste exato de Fisher e o
método de regressdo logistica binaria para as analises de associacdo entre 0s

polimorfismos e o risco de desenvolvimento de rejeicdo ao enxerto renal.
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5 RESULTADOS

5.1 PADRONIZACAO E OTIMIZACAO DA METODOLOGIA

5.1.1 Amplificagao da regiao 3’-UTR

A metodologia de amplificagdo da regido 3’-UTR do gene HLA-G foi realizada
a partir de um protocolo inicial, mostrado previamente na tabela 2. Este protocolo
inicial ndo resultou em amplificacdo satisfatoria, pois apresentou bandas
inespecificas, bem como residuos de reagentes de PCR. As alteracfes de volume de
reagentes citadas a seguir foram compensadas pela altera¢éo no volume de agua nas
reacoes, de forma que o volume final de cada reacdo de amplificacdo fosse sempre
de 25 pL.

Visando aumentar a especificidade e reduzir os residuos, foi realizada a
reacao de PCR usando um gradiente de temperaturas de hibridizacdo, variando de 57
°C a 62 °C e, ainda, reduzindo a quantidade de DNA para 30 ng (0,6 L) a temperatura
de hibridizacdo de 57 °C. Os resultados deste teste estdo demonstrados no gel de

eletroforese na figura 6.

FIGURA 6 — TESTE DA REAGAO DE AMPLIFICAGAO DA REGIAO 3-UTR

-

3'-UTR

58°C 59°C

Fonte: O autor, 2017.
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A figura demonstra a existéncia do fragmento de tamanho esperado (597 pb)
em todas as reacdes, porém, com maior intensidade e especificidade quando a

temperatura de hibridizacéo era de 57 °C em conjunto com o uso de 30 ng de DNA.

Como a corrida eletroforética ainda parecia inespecifica, o volume de DNA foi
novamente diminuido, testando-se a reagédo com 0,4 pL e 0,5 uL, respectivamente 20
ng e 25 ng de DNA. Neste teste, o produto amplificado a partir de 25 ng de DNA se
mostrou com intensidade satisfatoria na eletroforese, embora ainda parcialmente

inespecifico.

Tendo em vista que uma nova diminuicdo da quantidade de material genético
na amostra poderia comprometer a eficiéncia da amplificacdo, optou-se por utilizar 25
ng de DNA e alterar outros parametros da reagcdo de PCR. Para isso, foi realizada
uma nova amplificacdo em gradiente de temperaturas de hibridizacdo, onde foi
confirmada a temperatura de 57 °C como ideal, de acordo com gel de eletroforese

exposto na figura 7.

FIGURA 7 — TESTE DA REACAO DE AMPLIFICACAO DA REGIAO 3-UTR COM
GRADIENTE DE TEMPERATURAS DE HIBRIDIZAGAO

e T e R IO
Ctrl)  Ladder 57°C 59°C 61°C 63°C 65°C 67°C

25 ng DNA

Fonte: O autor, 2017.

A banda de interesse apresentada na reacao a 57 °C demonstrou a maior
distincdo e intensidade que as outras reacdes. Assim, essa foi a temperatura de

hibridizacdo adotada no protocolo.

Além disso, para determinar se o protocolo poderia se tornar ainda mais

especifico, foram realizadas novas alteragcdes na quantidade de reagentes. Na
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tentativa de tornar a atividade da enzima Taq polimerase mais especifica, foi
diminuida a quantidade de cloreto de magnésio e oligonucleotideos na reacao.

Essas alteracdes foram realizadas separadamente e em conjunto, como

demonstrado na figura 8.

FIGURA 8 — TESTE DE AMPLIFICACAO DA REGIAO 3-UTR COM ALTERACOES NOS
VOLUMES DE REAGENTES

A B E

1uL 1pL 05pL 1uL MgCI2 1 pL MgCR
MgCi2 primers primers

1yl primers 0,5 pL primers

Fonte: O autor, 2017.

Conforme o gel de eletroforese representado na figura acima, a reacao B
apresentou melhor distin¢céo e intensidade de banda se comparada as outras reacoes.
A reacdo C apresentou maior especificidade, porém baixa intensidade de banda.
Ainda assim, esta reacao também foi considerada na etapa de sequenciamento, na
tentativa de evitar a sobreposicéo de eletroferogramas devido ao fragmento de DNA
resultante da banda inespecifica. A diminuicdo de cloreto de magnésio nédo teve efeito

sobre o resultado da amplificacao.

5.1.2 Sequenciamento do produto de amplificacao

As reacdes B e C resultantes do ultimo teste de amplificacéo foram purificadas
com o uso das enzimas EXOI e SAP, como descrito anteriormente. A partir desse
produto, foi realizada a reacdo de sequenciamento partindo do protocolo inicial ja
citado, sendo que o volume do produto amplificado ainda deveria ser determinado.
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A primeira reagdo de sequenciamento foi desenvolvida com 0,5 pL do produto
amplificado da reagéo B. A segunda reacéo utilizou 1 pL do mesmo produto. As duas
altimas reacfes de sequenciamento utilizaram o produto amplificado da reacdo C em
volumes de 1 e 2 uL. Em todas as reac0Oes, as alteracdes de volumes de reagente
foram compensadas com a alteracdo no volume de agua, totalizando um volume final

de 10 pL por reacao.

Apés o0 sequenciamento, o produto foi precipitado e encaminhado ao
sequenciador. As reagdes que utilizaram o produto de amplificagcdo C ndo emitiram
sinal no equipamento, sendo desconsideradas.

Dentre as reacfes contendo o produto amplificado B, a primeira, contendo 0,5
pL do produto, apresentou um eletroferograma com alto grau de ruido, o que afetou
a leitura dos picos e determinacdo de bases. J4 a segunda reag¢do, com 1 pL do
produto B, apresentou um eletroferograma limpo e sem ruidos (figura 9). Além disso,
o alinhamento da sequéncia condiz com a regiao 3’-UTR, ndo sofrendo interferéncia

da leve banda inespecifica observada.

FIGURA 9 — FRAGMENTO DO ELETROFEROGRAMA RESULTANTE DA OTIMIZAGCAO
DAS REACOES DE AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO

a3 a2 an 82
¢ r ¢ r r T ¢ T §& ¢ & a4 & ¢ o ¢ oo o ¢ ¢ ¢ ¢ T 6 T & ¢ ¢ ¢ ¢ r & R

PN A VA =i L . [ AT B —_—
ong 1036 1064 1082 1120 1148 1176 1204 1232 1260 1288 1316 1344 1372 1400 1428 14566 1484 1612 1640

Fonte: O autor, 2017.

Dessa forma, ao fim da padronizagcdo, os protocolos da reacdo de
amplificacédo e sequenciamento adaptados a regido de interesse deste trabalho estao
descritos nas tabelas 5 e 6.
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TABELA 5 — PROTOCOLO FINAL DA REACAO DE AMPLIFICAGAO DA REGIAO 3'-UTR

DO GENE HLA-G

Reagentes Volume

Taq polimerase (5 U/pL) 0,2 pL
Tampéo Taq 5X 5puL
MgCI2 (25 mM) 1,5 UL
dNTPs (10 mM) 0,5 pL
Oligonucleotideo HLAGS8F (10 1L

pmol/uL)
Oligonucleotideo HGUT.R1 1L
(10 pmol/pL)
DNA genémico (50 ng/uL) 0,5 puL
Agua ultrapura estéril 15,3 uL

Fonte: O autor, 2017.

Concentracao
Final
0,04 U/uL

1X
1,5mM
0,2mM
0,4 pmol/uL

0,4 pmol/uL

1 ng/uL

TABELA 6 — PROTOCOLO FINAL DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO DA REGIAO 3'-

UTR DO GENE HLA-G

Reagentes
Tampéo BigDye 5X

Master mix BigDye
Oligonucleotideo HGUT.R1
(10 pmol/pL)
Produto da amplificacéo
purificado
Agua ultrapura estéril
Fonte: O autor, 2017.

Volume
1,5uL

1puL
0,5 uL

1puL

5.2 APLICACAO DA METODOLOGIA NA POPULACAO EM ESTUDO

5.2.1 Caracterizacéo da populacdo em estudo

A metodologia otimizada e padronizada foi aplicada a amostras de 64

individuos transplantados renais, separados em 23 individuos que néo apresentaram

rejeicdo clinica ao enxerto (grupo NR) e 41 individuos que apresentaram rejeicao

clinica ao enxerto (grupo R). Foi realizado um teste U de Mann-Whitney, onde foi

evidenciado o pareamento de acordo com as idades dos pacientes (figura 10),
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observando-se que a distribuicdo das idades dos individuos em cada grupo é
semelhante (p>0,05).

FIGURA 10 - APRESENTACAO DOS GRUPOS PAREADOS DE ACORDO COM A IDADE
DOS INDIVIDUOS (INTERVALO DE CONFIANCA DE 95%)

60

1

.
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1

Média Idade (anos)
T
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i
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Sem rejeigdo clinica Com rejeigdo cllinica

Rejeigio clinica

Fonte: O autor, 2017.

Além disso, foram analisadas informacdes referentes a dados clinicos que
estdo associados ao risco de desenvolvimento de rejeicdo. Estes dados estédo
apresentados na figura 11 e se referem a variaveis clinicas coletadas no periodo pré-

operatorio.
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FIGURA 11 — DADOS CLINICOS RELEVANTES AO RISCO DE REJEIGCAO OBSERVADOS
NOS PACIENTES
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5.2.2 Caracterizagao da regiao 3’-UTR de HLA-G na popula¢do em estudo

As sequéncias resultantes do sequenciamento da regido 3’-UTR de HLA-G
foram analisadas e alinhadas através do software SeqScape v2.7, da Applied

Biosystems, com o auxilio do BioEdit, para deteccéo das variacdes de interesse.

Os resultados brutos ndo contém informacdes sobre a fase gamética dos
polimorfismos, de forma que foram utilizados os softwares Arlequin (algoritmo ELB e
EM) e PHASE para determinagdo dos haplétipos presentes em cada cromossomo do
individuo. As inferéncias haplotipicas determinadas pelos dois programas de anélise
apresentaram resultados idénticos. A tabela 7 expbe as combinacdes de alelos dos
polimorfismos encontrados nos dois grupos analisados na forma de haplétipos. A
nomenclatura destes haplétipos foi proposta por Castelli e colaboradores (2010) e

desde entdo vem sendo adotada na caracterizagao da regiao 3’-UTR do gene HLA-G.

TABELA 7 — HAPLOTIPOS UTR ENCONTRADOS NOS GRUPOS ESTUDADOS

ilrll/dp‘ﬂ +3003  +3010  +3027  +3035  +3142  +3187  +3196  +3227
UTR-1 del T G c C C G C G
UTR-2 in T C C C G A G G
UTR-3 del T C c C G A C G
UTR-4 del C G C C C A C G
UTR-5 in T C C T G A © G
UTR-6 del T G C c c A c G
UTR-7 in T C A T G A c G
UTR-13 del T c C T G A ¢ G
UTR-15 in T C C C G A c G
UTR-18 del T G C C C A c A
UTR-34 del T G c C G A G G

Fonte: O autor, 2017.
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Para caracterizacdo dos grupos estudados e seus haplotipos, foi realizado o
teste exato de Fisher como forma de detectar variacées populacionais significativas,
usando como base na literatura cientifica o estudo de Castelli e colaboradores (2017),

sendo que os resultados estédo presentes na tabela 8.

TABELA 8 - FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS ENCONTRADAS NOS GRUPOS DO
PRESENTE ESTUDO EM COMPARACAO COM OS DADOS
ENCONTRADOS NA LITERATURA

Haplotipo Frequéncia Frequéncia Frequéncia Relativa p-value
Absoluta Relativa (Castelli et al, 2017) (Teste Exato de
(2n =128) (2n = 630) Fisher)
UTR-1 37 0,289 0,286 1,03
UTR-2 34 0,266 0,252 0,88
UTR-3 19 0,148 0,148 1,18
UTR-4 12 0,094 0,105 0,88
UTR-5 8 0,063 0,082 0,63
UTR-6 4 0,031 0,018 0,41
UTR-7 5 0,039 0,059 0,53
UTR-13 1 0,008 * 0,22
UTR-15 2 0,016 0,008 0,06
UTR-18 4 0,031 0,032 1,25
UTR-34 2 0,016 * 0,06

* O estudo populacional analisado ndo contempla os haplétipos em questao (ver item 6).
Fonte: CASTELLI et al., 2017

Também, utilizando os dados de frequéncias haplotipicas de cada um dos
grupos estudados, foi realizado o teste exato de Fisher para verificar a possivel
associacao entre os haploétipos encontrados e o risco de desenvolvimento da rejeicéo

ao enxerto renal (tabela 9).
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TABELA 9 — FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS RELATIVAS DISCRIMINADAS POR GRUPO

Grupo NR (2n = 46) Grupo R (2n = 82)

Haplétipo Frequéncia Relativa Frequéncia Relativa (Teste Eﬁ)(z;/t?)“(]ji Fisher)
UTR-1 0,304 0,280 1,06
iR 0,261 0,268 1210
UTR-3 0,130 0,159 0,88
UTR-4 0,109 0,085 10
UTR-5 0,065 0,061 1,38
DR 0,043 0,024 ot
UTR-7 0,000 0,061 0.21
UNRS 0,000 0,012 123
UTR-15 0,000 0,024 082
SRS 0,043 0,024 opel
UTR-34 0,043 0,000 025

Fonte: O autor, 2017.

Os testes realizados incluiram a andlise separada de cada um dos
polimorfismos visando a comparacdo e deteccdo de possivel associacdo entre as
variacfes e a aceitacdo do enxerto renal. As frequéncias relativas de cada genotipo
separado por grupo estdo na tabela 10, juntamente com o p-value derivado do teste
exato de Fisher, realizado para averiguar diferencas significativas entre os genoétipos

e o desenvolvimento da rejeicdo ao transplante.

O mesmo teste estatistico foi realizado para comparacdo das frequéncias
alélicas em cada polimorfismo nos diferentes grupos, entretanto, ndo foram

evidenciadas diferencas significativas.



52

TABELA 10 - FREQUENCIAS RELATIVAS DOS GENOTIPOS ANALISADOS DISCRIMINADOS POR
GRUPO E RESULTADO DO TESTE EXATO DE FISHER ENTRE O GRUPO NR ER

Grupo NR (2n = 46) Grupo R (2n = 82) p-value

Polimorfismo Genoétipo Frequéncia Relativa Frequéncia Relativa (TeS}:?SE]);?t)O de
+2960ins/del del/del 0,42 0,58 0,61
ins/del 0.33 0,67 0,92
ins/ins 0,27 0.73 0,77
+3003T>C cic 100 0.00 0,72
cr 0,30 0,70 e
W 0,36 0,64 1
+3010G>C cic 038 0.62 1,41
/G 0,19 0,81 e5e
G/G 0,62 0,38 g
+3027C>A CIA - - 0,20
o 0,39 0,61 02
+3035C>T cic 038 0.62 0,60
cm 0,30 0,70 0.97
T 0,00 1,00 081
+3142C>G cic - - 0,06
e 0,19 0,81 o2
SE 0,41 0,59 Ui
+3187A>G A/A 038 0.62 0,88
G/A 0,26 0,74 034
GIG 0,57 0,43 0.41
+3196C>G cic 037 063 1,03
= 0,27 0,73 U
Gie 0,57 0,43 Ot
+3227G>A GIA 0.50 0.50 0,91
GIG 0,35 0,65 0.91

Fonte: O autor, 2017.

Os valores destacados na tabela 10 se referem a valores significativos
(p<0,05). Para estes gendtipos, foi determinado o odds ratio visando defini-los como
possiveis fatores de protecdo ou de risco para a rejeicdo. Para o polimorfismo na
posi¢do +3010, o gendtipo C/G apresentou OR de 4,17 enquanto G/G apresentou OR
de 0,22. Considerando o SNP na posicao +3142, o gendtipo C/G apresentou OR de
4,17. Os resultados estdo dentro do intervalo de confianca de 95%.

Ainda, foi avaliado o desequilibrio de ligagdo entre os SNPs descritos. Entre
os polimorfismos que se apresentaram como significativos no teste de Fisher, foi
observado desequilibrio entre +3010C/+3142G e +3010G/+3142C (D’ = 1), e para
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+3010C/+3142C e +3010G/+3142G (D’ = -1), com valor de r? de 0,9389. Utilizando o
Haploview foi possivel fazer a representacéo visual do desequilibrio de ligacdo entre
todos os SNPs (figura 12). O polimorfismo rs1704 (in/del de 14 pb) ndo pode ser
incluido devido as limitacBes apresentadas pelo proprio software, entretanto, o célculo
anterior mostrou desequilibrio de ligacdo deste polimorfismo com todos os outros,
exceto o da posi¢ao +3227 (rs123331), embora com valores baixos ou moderados de

r2,

FIGURA 12 - REPRESENTAGCAO GRAFICA DO DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO
OBSERVADO ENTRE OS SNPS ANALISADOS

[ L1 [ |
\ ""-»v / Va
i
\\__ e S v
s
(=] g [} o o g
- - o~ -+ 2] ™
I~ o (=] [=7] [\l - w o™
o - M~ ~ [ye) o o ™
- M~ - - (1=} {aa] F= o™
— - M~ [ o ™ © [}
(] w - - - =] = —
A = 2 o o v i @
— (L] Q - () () O <
A A A A A A A A
O Q < Q (=] <L (&) (O]
™ =] M~ n ~N r~ o I~
o - ~N [\ ] - oo (7] o
o [ [~ [~ - -— ~— L]
(32} (2] (2] ] (2] ™ ™ ™
Block 1 {0 kb)
1 7 8

Fonte: O autor, 2017.

Outro método estatistico utilizado foi a regressao logistica binaria, como forma
de analise multivariada, considerando como variavel de resposta a rejei¢ao clinica e
como variaveis de ajuste o PRA (alto, quando acima de 30% ou baixo, quando igual
ou abaixo de 30%), se o individuo ja havia realizado transplante ou ndo, o nimero de

mismatches HLA-A, -B e —DR e a presenca ou auséncia de DSAs. Dois modelos foram
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propostos pela analise para explicar quais variaveis estariam envolvidas com a
rejeicdo. O modelo que apresentou maior poder de predi¢éo (77,4%) incluiu o PRA
como variavel explicativa. A andlise também evidenciou o SNP na posi¢cao +3010

como sendo relevante para o desenvolvimento da rejeicéo.

Como forma de facilitar a interpretagdo dos resultados, cada genotipo foi
analisado separadamente. Foi usada a transformac@o em varidvel dummy (1 para a
presenca do genotipo e 0 para sua auséncia) para cada genotipo referente a posicao

+3010, com o objetivo de atribuir a cada gendtipo um valor de prote¢ao ou risco.

A analise do gendtipo +3010C/C nao apresentou significancia (p = 0,476)
neste modelo de analise, corroborando com o que ja havia sido mostrado na

estatistica basica.

A andlise do gendtipo +3010C/G evidenciou que a sua presenca eleva o risco
de desenvolvimento da rejeicdo em até 5 vezes, comparando-o com aqueles

individuos que ndo apresentam este gendétipo (OR = 5,168).

Por fim, a andlise do gendtipo +3010G/G mostrou que sua presenca atua
como um fator de prote¢éo contra a rejeicao, comparando-o com aqueles individuos
que ndo apresentam este gendtipo (OR = 0,247). Estes resultados estdo descritos na
tabela 11.

TABELA 11 — VARIAVEIS EVIDENCIADAS PELO METODO DE REGRESSAO LOGISTICA BINARIA
ASSOCIADAS A REJEICAO CLINICA.

Variaveis B p-value OR Intervalo de Confianca
(95%)
Minimo Maximo
PRA > 30% 1,453 0,023 4,277 1,227 14,912
SNP3010 C/G 1,642 0,012 5,168 1,429 18,565
SNP3010 G/G -1,397 0,031 0,247 0,069 0,882

Fonte: O autor, 2017.
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6 DISCUSSAO

O HLA-G se diferencia dos HLA classicos por aspectos que incluem sua
atuacao como modulador imune, propiciando a imunotolerancia natural no organismo.
Por apresentar esta caracteristica, sua relagdo com a atividade do sistema imune vem
sendo largamente estudada. Uma das situacdes em que a expressdo do gene e
producdo da molécula HLA-G podem trazer beneficios ao individuo esta no contexto
do transplante de 6rgdos. A acdo do HLA-G sobre células do sistema imune é
inibitéria, de forma que a producao desta proteina faz com que o equilibrio imunolégico
seja deslocado para a inibicdo de inUmeras linhagens celulares imunes. Esta alteracéo
do balanco imunolégico combate respostas imunes descontroladas, como acontece
na rejeicao de érgados transplantados. Portanto, a expressao de HLA-G em pacientes
submetidos a transplantes renais também pode ser estudada como uma possivel

variavel relacionada a aceitacao do enxerto.

As varia¢gdes nucleotidicas na regiao 3’-UTR do gene entram nesse contexto
por se apresentarem como fatores que alteram a regulacdo da expressao de HLA-G.
Um dos mecanismos propostos para explicar essa alteracdo € a presenca de
mutacBes em locais proximos a sitios de ligacdo de miRNAs, além de polimorfismos

gue modificam a estabilidade do transcrito.

Assim, o presente trabalho teve como obijetivo caracterizar os polimorfismos
da regido 3-UTR do gene HLA-G de pacientes transplantados renais que
desenvolveram rejeicdo ao enxerto em comparagdo aqueles que se mantiveram

saudaveis.

Para isso, foi realizada a padronizagdo da metodologia de amplificacdo e
sequenciamento da regido de interesse. A metodologia foi desenvolvida com o intuito
de ser aplicada futuramente tanto em pacientes transplantados quanto em pacientes
gue nao foram submetidos ao transplante, de forma que as adaptagdes do protocolo

foram testadas e validadas em amostras destas duas categorias.

As adaptacOes de metodologia se fizeram necessarias primordialmente para
aumentar a especificidade da amplificagéo da regido alvo. Foram realizadas reducdes
nas quantidades de DNA gendmico, cloreto de magnésio e oligonucleotideos

utilizados nas reacgbes, sendo que apenas as modificacbes envolvendo o DNA e
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oligonucleotideos se mostraram efetivas no aumento da especificidade da reacao.
Além das adaptacdes realizadas em termos de reagentes, a temperatura de
hibridizacdo ideal dos oligonucleotideos também foi testada, o que resultou na
manutencdo da temperatura de 57 °C, incluida no protocolo inicial, como ideal na

etapa citada.

Os protocolos finais resultantes da padronizacdo e otimizacdo das
metodologias de amplificacdo e sequenciamento foram utilizados na obtencédo dos

dados apresentados neste trabalho.

As informacdes genéticas obtidas com os procedimentos de amplificacdo e
sequenciamento foram agrupadas em individuos transplantados que desenvolveram
rejeicdo clinica (R) e que ndo a desenvolveram (NR). Algumas variaveis clinicas
destes pacientes foram utilizadas na caracterizagdo dos grupos, majoritariamente
variaveis que estdo associadas ao risco de desenvolvimento de rejeicdo. No presente
trabalho, as variaveis caracterizadas nestes grupos foram inseridas como variaveis de

ajuste no modelo de regressao logistica binéria.

Os dois grupos analisados neste estudo (NR e R) foram avaliados em conjunto
no teste para equilibrio de Hardy-Weinberg, por serem derivados da mesma
populacdo. O teste, realizado através do software Arlequin, confirmou que os
individuos destes grupos constituem uma amostra representativa da populagdo em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05 para todos os loci analisados), até porque ndo

€ esperado que um evento nao natural, como o transplante, altere esse equilibrio.

Além disso, o programa Arlequin também foi utilizado em conjunto com o
PHASE para se inferir os haplotipos presentes em cada cromossomo dos individuos,
visto que as técnicas de sequenciamento aqui realizadas ndo permitem a
diferenciacéo da fase alélica dos loci estudados. Os algoritmos ELB (Excoffier-Laval-
Balding algorithm) e EM (expectation-maximization algorithm) foram avaliados pelo
software Arlequin e o algoritmo PHASE foi rodado no software de mesmo nome. Os
dois programas produziram informacdes idénticas de inferéncia haplotipica,
ressaltando a confiabilidade destes resultados e das analises subsequentes. A
literatura apresenta mais de 40 haplétipos ja identificados da regido 3’-UTR do gene
HLA-G, entretanto, apenas 8 deles estdo presentes em frequéncias maiores que 1%
a nivel global (SABBAGH et al., 2014). Neste trabalho, foram encontrados 11



57

diferentes haploétipos UTR, 10 deles com frequéncia relativa acima de 1%. Entretanto,
estes valores derivam de um numero amostral baixo e, por isso, ndo devem ser

tomados como absolutos.

As frequéncias dos haplétipos encontrados no presente trabalho foram
comparadas as do estudo de Castelli e colaboradores, de 2017, que caracteriza a
regidao 3’-UTR de HLA-G na populacéo do estado de S&o Paulo. O teste exato de
Fisher ndo aponta diferencas entre a populacdo aqui estudada e a ja caracterizada

populacao paulista (p > 0,05).

Uma informacé&o que merece atencéo € a existéncia dos haplétipos UTR-15 e
UTR-34 nos grupos estudados neste trabalho, o que nao foi evidenciado na populacao
caracterizada por Castelli e colaboradores. Apesar de estarem exclusivamente
presentes na populacdo aqui descrita, a presenca destes haplétipos ndo apresentou
significancia estatistica. Assim, um estudo de caracterizacdo da populacéo
paranaense ou dos trés estados do sul do Brasil poderia esclarecer se a presenca
destes haplo6tipos nesta amostra € uma excecao ou se existe uma base geogréfica e
histérica evolutiva que justifica este fato.

Finalizando as analises haplotipicas, foi realizado um novo teste exato de
Fisher para averiguar se a presenca de haplotipos especificos poderia estar associada
ao desenvolvimento da rejeicao do enxerto renal, uma vez que ha classificacbes que
separam o0s haplétipos em grupos de alta ou baixa producdo de HLA-G. Assim,
haplétipos associados a alta producdo de HLA-G poderiam estar relacionados a
protecdo do enxerto por deslocar o balanco imunolégico em direcdo a inibicéo.
Entretanto, o teste realizado ndo apontou diferencas entre a presenca dos diversos
haplétipos e a aceitacéo ou rejeicdo do transplante. Isto mostra que os polimorfismos,
gquando considerados agrupados, ndo possuem significancia sobre a rejeicao

imunologica. O que poderia ser questionado é se estes polimorfismos possuem

influéncia sobre a rejeicdo quando considerados isoladamente.

N&o foram detectadas diferencas significativas entre os grupos com relacao a
presenca dos diferentes alelos em cada polimorfismo, entretanto, a analise de
genotipos demonstrou significancia entre os dois grupos em relacdo aos SNPs nas
posicdes +3010 (gendtipos C/G e G/G) e +3142 (gendtipo C/G).
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O calculo de odds ratio para os genotipos do polimorfismo na posi¢do +3010
sugerem que C/G é fator de risco para o desenvolvimento da rejeicdo, enquanto G/G
pode conferir protecdo. A literatura, com relacdo a esse SNP e sua influéncia na
expressdo de HLA-G, ainda é escassa, dificultando a interpretacdo dos resultados.
Um estudo brasileiro de 2013 identificou uma associagao entre o alelo C deste SNP e
a suscetibilidade ao lapus eritematoso sistémico, embora também n&o sugira um

mecanismo pelo qual esta influéncia ocorre (LUCENA-SILVA et al., 2013).

Estudos in silico sugerem gue esta posicao esta incluida na regido de ligacao
de varios miRNAs (figura 13). Esta informacg&o, somada aos resultados deste e outros

trabalhos de associacao, podem indicar que o polimorfismo em questéo é relevante.

FIGURA 13 — SITIOS DE LIGAGAO A MIRNAS NA REGIAO 3'-UTR DO GENE HLA-G
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Fonte: Adaptado de CASTELLI et al., 2009.

O polimorfismo na posicao +3142 tem sido estudado também por ser parte do
sitio de ligacdo a miRNA, principalmente ao miR-148a, mir-148b e miR-152. Sabe-se
gue o alelo G deste polimorfismo esta relacionado a maior afinidade de ligacéo a esses
MiRNAs (PORTO et al., 2015). Assim, a presenca da guanina nesta posi¢cao faz com

gue a acao do miRNA ligante seja mais intensa, diminuindo a traducdo do RNAm e,
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consequentemente, a produgdo de HLA-G. O baixo nivel de HLA-G pode néo ser tao

efetivo na inibigcdo do sistema imune, dificultando a aceitagdo do enxerto renal.

Tendo esses SNPs com influéncia similar sobre o risco de rejeicao, foi
calculado o desequilibrio de ligacdo. Notavelmente, o desequilibrio de ligacdo que se
mostrou mais forte €, de fato, entre os SNPs nas posi¢cdes +3010 e +3142,
identificados como estatisticamente significativos. O alelo C da posicao +3010 se
mostrou em forte desequilibrio com o alelo G da posi¢cdo +3142, bem como o alelo G
de +3142 se mostrou em forte desequilibrio com o alelo C de +3010. Dessa forma, na
maior parte das vezes em que um individuo € homozigoto +3010G/G, seu genaétipo
+3142 sera C/C, ndo apresentando a guanina que aumenta a afinidade de ligacao dos
MIiRNAs ja citados. Esta pode ser uma explicacao para o genoétipo G/G de +3010 ter
sido considerado protetor no calculo do odds ratio, bem como para o fato de
heterozigotos (contendo +3010C e, consequentemente, +3142G) apresentarem

suscetibilidade a rejeicéo.

Visando aprimorar as analises de associagdo, foi utilizado o método de
regressdo logistica binaria para gerar um modelo que explicasse o0 risco de
desenvolvimento de rejeicdo com base nos polimorfismos e também em variaveis ja
associadas a rejeicdo, como PRA, nimero de mismatches HLA, presenca de DSAs e
retransplante. O melhor modelo gerado pela andlise considerou como variaveis

relevantes a aceitagcdo do enxerto o PRA e o polimorfismo da posi¢édo +3010.

O método de regressao logistica trabalha com uma categoria de referéncia
dentro de cada variavel, a qual as outras categorias serdo comparadas. A partir do
primeiro resultado obtido, foram realizados testes, incluindo em cada analise apenas
um dos trés possiveis genoétipos da posicdo +3010. Assim, a presenca de cada um
deles foi comparada a sua auséncia, de forma que os resultados evidenciaram o efeito

da presenca dos genotipos em detrimento da sua auséncia (categoria de referéncia).

Os novos resultados continuaram apresentando o genotipo C/G na posigcéo

+3010 como fator de risco em comparacao aos outros genotipos (p<0,05; OR =5,168).

A comparacgéo do homozigoto +3010G/G novamente constatou este como um
fator de protecédo a rejeicdo do enxerto renal, (p<0,05; OR = 0,247). A analise da

influéncia de +3010C/C exclui este gendtipo como variavel explicativa do modelo.
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Assim, confirmou-se que +3010C/C né&o teve influéncia sobre a aceitacdo do
transplante para os pacientes estudados.

As analises de regressao demonstraram com unanimidade que o PRA acima
de 30% é fator de risco (OR =4,277) em comparacao ao PRA igual ou abaixo de 30%,

sugerindo a ocorréncia de rejeicdes mediadas por anticorpos.

Com a comparagédo simultanea de todos os SNPs e a adicdo de variaveis de
ajuste, o método de regressao logistica binaria ndo evidenciou o polimorfismo na
posicdo +3142 como fator associado a rejeicdo. Fatores que podem ter ocasionado
esta exclusdo sédo o baixo numero amostral e também o fato do seu desequilibrio com
a posicdo +3010 néo ser total, mesmo sendo forte. Possivelmente ha outros fatores
associados ao SNP da posi¢cédo +3010 que o tornaram mais importante neste modelo
de estudo do que aquele na posicdo +3142, como o desequilibrio de ligacdo com a

regido promotora do gene.

Dentre as aplicacbes do conhecimento sobre HLA-G e a influéncia dos
polimorfismos genéticos sobre a sua expressao, encontra-se um ponto de vista que
sugere que fatores genéticos associados a protecao do enxerto podem, no futuro, ser
tomados como base para se reduzir a terapia imunossupressora em individuos que ja
apresentam esta protecédo. Dessa forma, pode ser sugerido o polimorfismo da posicéo

+3010 como um novo alvo para estudos com este objetivo.
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7 CONCLUSOES

O presente trabalho conduziu a padronizacéo e otimizacao da metodologia de
amplificagdo e sequenciamento da regidao 3’-UTR do gene HLA-G, produzindo um

protocolo que foi expandido para as amostras utilizadas no decorrer do estudo.

Os grupos discutidos no trabalho (NR — sem rejeicao clinica; R — com rejeicédo
clinica) ndo apresentaram diferencas entre as frequéncias de haplotipos UTR
encontradas em cada grupo.

Os grupos também néo apresentaram diferencas nas frequéncias alélicas dos
polimorfismos da regido 3’-UTR de HLA-G.

A analise genotipica sugere que o SNP na posi¢cao +3010 tem influéncia sobre
a aceitacdo do enxerto, sendo que o homozigoto G/G tem efeito protetivo e o
heterozigoto G/C é fator de risco para rejeicdo. Também o SNP na posicdo +3142 foi
avaliado como fator de risco segundo as analises realizadas com base no teste exato
de Fisher.

A andlise de regressdo logistica binaria, que incluiu variaveis clinicas, também
apontou o gendétipo heterozigoto +3010C/G como fator de risco para rejeicao,
juntamente com uma porcentagem alta de PRA (PRA > 30%), enquanto que o
gendtipo +3010G/G foi confirmado como fator de protecdo. Entretanto, o polimorfismo
na posi¢ao +3142 nao foi visto como significativo por meio deste modelo.

Para estudos futuros, recomenda-se 0 aumento do nimero amostral, para que
seja realizada uma analise populacional mais profunda. Além disso, sugere-se a
realizacdo de novos estudos de associacédo envolvendo genoétipos chamados de high
e low producers de HLA-G, bem como estudos envolvendo a ligagdo de microRNAs

ao transcrito.
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