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RESUMO

A etiologia de uma fracdo dos casos de ARE (Abortamentos Recorrentes
Espontaneos) parece estar relacionada a mecanismos imunogenéticos. Estudos das moléculas
HLA cléssicas de Classe I e II e sua relagdo com o ARE nédo t€m sido conclusivos. Além
disso, com excecdo de HLA-C, os antigenos deste sistema ndo sdo expressos na interface
materno-fetal. HLA-G é expresso especialmente nessa regido e existe sob as formas de
proteina soldvel ou de ligagdo a membrana, indicando um possivel papel na modulagdo da
imunotolerancia materno-fetal. O presente trabalho analisou pela técnica de sequenciamento
de ADN (exon 2 e 3) e por corrida de produtos de PCR em gel de agarose (exon 8) as
amostras de 50 casais com dois ou mais ARE e amostras de 68 casais com pelo menos duas
gestacdes a termo e sem complicagdes. O ARE é um fendmeno de causas multifatoriais
bastante diversas e de dificil defini¢do. Entretanto, o fator genético tem se mostrado bastante
evidente em diversos estudos que apontam a influéncia de alelos e variantes do gene HLA-G
no estabelecimento da imunotolerancia materna ao aloenxerto (feto). No presente trabalho o
alelo HLA-G*010103, o grupo HLA-G*0101A (HLA-G*010101 e HLA-G*010106), o grupo
de alelos com substitui¢do nucleotidicas sindnimas, e a variante /4 (auséncia da dele¢do de
14pb no exon 8 de HLA-G) t€m mostrado exercer efeito protetor contra o ARE. Os alelos
HILA-G*010403 e HLA-G*010401, o grupo de alelos com substitui¢des nucleotidicas ndo
sindnimas e a variante del (delecio de 14pb no exon 8 de HLA-G) parecem conferir

predisposicdo ao ARE.






1 INTRODUCAO

O gene HLA-G faz parte do sistema gé€nico HLA, situado no cromossomo 6
humano (Regido 6p21.3), e é composto por oito exons e sete introns O transcrito primério
sofre processamento (splicing) alternativo, podendo dar origem a sete isoformas da proteina
HLA-G, sendo que quatro dessas isoformas ligam-se 2 membrana celular e trés apresentam-se
sob a forma solivel. HLA-G apresenta um polimorfismo discreto de poucos alelos (15),
quando comparado as moléculas HLA cléssicas.

Uma das propriedades do sistema imune adaptativo € a capacidade de
discriminacdo entre antigenos proprios e ndo-proprios. No que se refere a
histocompatibilidade, tornou-se evidente que moléculas HLA codificadas por genes
localizados na regido CPH do cromossomo 6 humano desempenham importante papel na
rejeicdo imunoldgica, fato comumente observado nos transplantes clinicos. A rejei¢do é
causada por resposta imune dirigida a aloantigenos presentes no enxerto, em especial
proteinas ou antigenos HLA. De acordo com as “regras cldssicas” de transplantes, a maior
compatibilidade HLA entre doador e receptor aumenta as chances de aceitagdo do aloenxerto,
diminuindo o risco de rejeicdo em conseqiiéncia de uma resposta imune dirigida aos
aloantigenos presentes no tecido ou 6rgdo transplantado. Uma excecdo a essas “regras” seria a
gravidez, onde o embrido, apesar de expressar moléculas HLA derivadas do haplétipo
paterno, ndo é rejeitado. Mesmo expressando proteinas HLA estranhas a mie, um embrido
haploidéntico € tolerado e a gestacdo, normalmente, ¢ bem sucedida.

Acredita-se que a tolerdncia imunoldgica materno-fetal seja o resultado de
interagOes especificas entre as células fetais e maternas. Geralmente, as células trofobldsticas
fetais estdo em contato direto com a circulacdo materna e, portanto, seriam alvo de um
reconhecimento imunolégico pelas células maternas competentes, devido a presenca de
moléculas HLA codificadas pelo haplétipo paterno. Entretanto, as células fetais do
citotrofoblasto humano ndo expressam as moléculas de classe I classicas (HLA-A e HLA-B) e
de classe II, enquanto que as moléculas de HLA-G sdo as moléculas HLA predominantes

nessas células trofobldsticas. Ao contrdrio das moléculas cldssicas de Classe I que se



encontram presentes em todos os tipos celulares, a molécula HLA-G tem a sua expressdo
restrita as células da interface materno-fetal e a outros locais considerados imunologicamente
privilegiados, o que sugere alta especializacio e possivel atuagdo em mecanismos de inducio
de tolerancia.

Os resultados obtidos em estudos que investigam a participacdo das moléculas de
HLA-G na gestagdo ainda sio bastante contraditérios no que se refere a influéncia dos alelos
de HLA-G na imunotolerincia. Alguns estudos: PFEIFFER et al. (2001), OBER et al. (1998)
indicam que alelos HLA-G*0I05N e HLA-G*010103 estariam associados a niveis
significativamente baixos de HLA-G soldvel, o que sugere uma correlacdo positiva com
abortamentos recorrentes espontineos (definidos, sesgundo CHOUDHURY e KNAPP (2000),

como 2 ou mais abortamentos de primeiro trimestre).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (CPH)

O primeiro sistema génico caracterizado como Complexo Principal de
Histocompatibilidade foi descrito em camundongos, e recebeu esta denominac¢ido por sua
constatada influéncia nos transplantes de tecidos nesses animais. As primeiras moléculas
foram descritas como antigenos polimoérficos da superficie celular e eram codificadas por um
locus génico denominado H-2. Os produtos desse locus constitufam a principal barreira
imunoldgica aos transplantes de aloenxertos. Esses antigenos foram denominados antigenos
de histocompatibilidade e codificados por genes de mesmo nome. Posteriormente, complexos
génicos homodlogos que codificavam produtos moleculares envolvidos na resposta imune

foram descritos em vérias espécies de mamiferos. DUNHAM et al. (1987).

2.2. O SISTEMA GENICO HLA

O Sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) foi descoberto na década de 50, por
Dausset, Payne e van Rood, enquanto realizavam estudos soroldgicos em pacientes
politransfundidos, e detectaram anticorpos leucoaglutinantes. Dausset descreveu o primeiro
antigeno ao qual denominou Mac (atual HLA-A2) (TERASAKI, 1960).

O sistema génico HLA apresenta acentuado polimorfismo nas populacdes e estd
situado num segmento de aproximadamente 4Mb do brago curto do cromossomo 6 humano.
Nessa regido do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH), estdo situados muitos
genes que codificam para diferentes produtos moleculares, muitos deles com fungdes
relacionadas a resposta imunoldgica. Os genes HLA codificam para proteinas também
conhecidas como antigenos de histocompatibilidade, assim denominadas por suas
propriedades imunogénicas, ou seja, capacidade de provocar uma resposta imune em
individuos HLA incompativeis (PARHAM, 2001).

Os produtos dos genes do CPH, de acordo com a estrutura e fungdo, sdo



comumente referidos e classificados como:

a) Proteinas de Classe I — As moléculas de classe I, em humanos, sdo os antigenos
classicos de transplantes ou moléculas Classe la (HLA-A, B e C) e as moléculas nao cléssicas
ou Classe Ib (HLA-E, HLA-F e HLA-G). Sendo HLA-C, E e G os unicos genes HLA
expressos pelas células trofoblésticas na zona de contato entre a mée e o feto, enquanto que os
demais genes HLA Classe I sdo expressos pela maioria dos tipos celulares (LEWIN, 2001).

b) Proteinas de Classe Il — HLA-DR, -DQ e -DP. Estao presentes na superficie
dos linfécitos B e T e em outras células do sistema imune, como os macréfagos (LEWIN,
2001).

A funcdo das proteinas HLA ¢ apresentar peptideos estranhos aos linfécitos T,
participando da implementacdo da resposta imune. Particularmente, as proteinas HLA
participam da ativacdo de linfécitos T (PARHAM, 2001).

A regido de classe I humana esté arranjada em quatro subregides, DR, DQ, DZ/DO
e DP. Nessa regido também estdo localizados os genes (TAP1, TAP2 e LMP2, entre outros)
que codificam para produtos moleculares que ndo fazem parte do grupo de antigenos de
histocompatibilidade (LEWIN, 2001).

Dentro da regido CPH existe também a regido de Classe III, que abriga genes
atuantes no processo de ativacdo do sistema complemento (Bf, C2, C4A, C4B) e genes da 21-
hidroxilase, da hemocromatose, TNF ¢ LTA, que codificam as citocinas TNF-o. ¢ LT-B3
(antigo TNF-f) respectivamente, entre outros (LEWIN, 2001).

Os genes do sistema HLA estdo arranjados da seguinte forma: na dire¢do do
telomero para o centromero, os genes de classe I sdo seguidos pelos genes da regido de classe
III e, depois, pelos genes das sub-regides de classe 1I, DR, DQ e DP (Figura 01).

Todas as proteinas codificadas pelos genes HLA sdo dimeros localizados na
membrana plasmdtica, com uma parte da proteina projetando-se a partir da superficie
extracelular. As proteinas de classe II consistem de duas cadeias, o e 3, cuja combinagfo gera
uma estrutura tridimensional com dois dominios extracelulares. As proteinas de classe I
consistem em um dimero formado pela cadeia pesada, codificada pelos respectivos genes de

Classe I e pela proteina f2-microglobulina, codificada por um gene de mesmo nome situado



no cromossomo 15. Possuem trés dominios externos, uma regido transmembrana € um

pequeno dominio citoplasmatico que reside no interior da célula. (LEWIN, 2001).
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FIG. 01 — MAPA GENETICO SIMPLIFICADO DO CPH COM ENFASE NO SISTEMA HLA
(6p21.3) (NEJM, 2004).

2.3. HISTORICO DO GENE HILA-G

O gene HLA-G foi primeiramente descrito por GERAGHTY et al. (1987), quando
realizavam uma andlise de ADN gendmico. Esta andlise revelou genes similares aos bem
conhecidos genes do CPH de Classe Ia (HLA-A, HLA-B e HLA-C) (HUNT et al., 2000).
ELLIS et al. (1986), ja haviam observado uma molécula diferente de HLA de Classe I em
seus estudos com células trofobldsticas que Geraghty descreveu e deu o nome de HLA-6.0
(por estar localizado no interior de um fragmento de restricdo gerado por Hind III, com 6.0

Kb). Somente em 1990 foi possivel associar HLA-6.0 como sendo HLA-G.

2.4. 0 GENE HLA-G, A PROTEINA HLA-G, SUAS ISOFORMAS E FUNCOES

HLA-G possui uma limitada distribui¢cdo tecidual, apresentando pronunciada

expressdo nas células trofoblasticas da placenta durante o primeiro trimestre de gravidez



(HVIID et al. 1997). Sdo muitas as evidéncias que sugerem que a modulacdo da expressao das
moléculas HLA-G poderia ser uma condi¢cdo fundamental para uma gestagdo sem transtornos,
0 que estaria, em parte, associada a expressdo em niveis elevados da molécula HLA-G soltivel
(sHLA-G) (PFEIFFER et al. 2000; VINGANO et al. 2003). Segundo REBMANN et al.
(1999), os alelos HLA-G*010103 e HLA-G*0105N estariam associados a baixos niveis de
expressao de sHLA-G. O nivel de HLA-G solivel parece modular o perfil materno de
citocinas. Baixos niveis sdo freqiientemente encontrados em conjunto com o perfil Thl de
citocinas: IL-2, TNF- o e IFN- vy (perfil inflamatdrio), e altos niveis parecem estar associados
ao perfil Th2 de citocinas: IL-4, IL-5 e IL-10 (perfil inibidor de inflamacdo). As moléculas de
HLA-G soldvel também poderiam ter uma fun¢do na regulagdo da angiogénese placentdria ou
poderiam agir como imunossupressores durante a gestacio (LE BOUTEILLER; LEGRAND-
ABRAVANEL; SOLIER, 2003).

Contrastando com a expressdo acentuada do HLA-G neste tecido, existe uma
auséncia quase total da expressdao das moléculas Classe la (HLA-A e HLA-B) e classe II; este
fato apresenta-se como aparentemente importante no mecanismo de tolerincia imunolégica
materno-fetal (LE BOUTEILLER; LEGRAND-ABRAVANEL; SOLIER, 2003; VAN DER
VEN et al., 2000; GOBIN et al. 1999).

O gene HLA-G é composto por oito exons, sete introns e uma regido 3 transcrita e
ndo traduzida (3"'UTR) que faz parte do exon 8. O exon 6 apresenta um cédon de terminacdo
que leva a producdo de uma proteina truncada com a perda de 19 residuos de aminoacidos que
nas moléculas HLA cldssicas sdo altamente conservados. A molécula HLA-G exibe um alto
grau de similaridade com a molécula funcional HLA-A2 (todas as posi¢des relevantes para
interacdo com r-microglobulina - uma condi¢fo bédsica para a manuten¢éo da conformagio
nativa das moléculas HLA classe I, sdo conservadas na seqii€éncia HLA-G selvagem) (VAN
DER VEN et al., 2000).

Uma das caracteristicas dos transcritos primdrios de HLA-G é o processamento
alternativo, responsdvel pela produgdo de sete isoformas de proteinas distintas. Quatro destas
sdo ligadas a membranas (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 e HLA-G4) e outras trés isoformas

sdo proteinas soluveis (HLA-GS, HLA-G6 e HLA-G7; Figura 02) (CAROSELLA et al., 2001;



BAINBRIDGE et al., 2001; LILA et al., 2002). Também foi observado que diferentes alelos
HIA-G, embora ndo divergentes na composicdo de aminoécidos de suas regides de ligacdo a
antigenos, podem ser correlacionados com diferentes niveis de HLA-G1 soldvel no plasma
(VAN DER VEN et al., 2000).

As formas soliveis HLA-G5 e HLA-G6 sao devidas a tradug@o do intron 4, o qual
contém um codon de parada, evitando a traducdo das seqiiéncias transmembrana e
citoplasmadtica. J4 a isoforma solivel HLA-G7 é decorrente da retencdo do intron 2 ao
RNAm, produzindo uma molécula com 117 aminoacidos que contém apenas o dominio ol da
molécula ligado a 2 aminodcidos no terminal carboxila codificado pelo intron 2 (PAUL et al.
2000). Postula-se que as formas soliveis de HLA-G possuam uma acao, local ou sist€mica, de
regulagio da producdo de citocinas por meio da interagdo com células T CD4" ou por
alteracdes nos grupos de leucdcitos presentes no tutero (inducdo de apoptose em células T
CD8"), (LE BOUTEILLER et al. 2003; HUNT et al. 2000).

ROUAS-FREISS et al. (1999) demonstraram, usando tecidos fetais e maternos
frescos obtidos durante o primeiro trimestre de gravidez, o provdvel papel das moléculas
HLA-G na protecdo do feto contra a atividade litica das células NK maternas do ttero. Foram
testadas seis combinagdes semi-alogénicas (células NK uterinas maternas e suas proprias
contra-partes trofobldsticas) e 20 combinagdes alogénicas (células NK uterinas maternas e
trofoblastos de diferentes origens maternas). Em todas as combinagdes, observou-se
pronunciado efeito protetor da molécula HLA-G. Foi observado, também, que o tratamento
dos trofoblastos com anticorpos monoclonais (W6/32), os quais se ligam e inativam as
moléculas de HLA-G e HLA C, removem o efeito protetor de lise por células NK. A hipdtese
do efeito protetor das células do feto contra a lise mediada por células NK maternas é apoiada
no trabalho de VAN DER VEN et al. (2000).

As células NK sdo componentes da resposta imune inata (mas estdo em constante
intera¢do com a resposta imune adaptativa) e t€ém sua acdo regulada através da interacdo com
citocinas e outros fatores. S@o conhecidas pela sua habilidade em lisar células-alvo que
estejam apresentando antigenos reconhecidos como nao-préprios ou que ndo possuam, em sua

superficie, moléculas HLA proprias. As moléculas HLA-G parecem interagir com receptores



inibitérios (KIR) de células NK, protegendo as células trofoblasticas (interface materno-fetal)
contra a lise mediada por células NK que ocorreria devido a quase auséncia da expressao de

moléculas CPH de Classe I nessas células (EMMER et al., 1999; PAZMANY et al., 1999;

ROUSSEAU et al, 2000).
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TRENDS in Immunology

FIG. 02 — ORGANIZACAO DE EXONS E INTRONS DO GENE HLA-G, PROCESSAMENTO
ALTERNATIVO E ISOFORMAS, HLA-G7 NAO MOSTRADA. (BAINBRIDGE, 2001).

2.5 REGIAO REGULADORA DE HLA-G

O controle da transcricdo do HLA-G ocorre via elementos reguladores de acio cis:
intensificador A, ISRE (Seqiiéncia Consenso de Interferon) e o mddulo SXY. O
intensificador A, o ISRE e o médulo SXY localizam-se na regido promotora do gene e
formam um médulo de inducdo com sitios ligantes para membros das familias NF-kB p50,
p65 e c-Rel, IRF-1 e IRF2, ISF1 e ISF2, e Spl (fator transcricional das rotas de transativacao
constitutiva induzida por citocinas). O médulo SXY (figura 03) € composto por seqiiéncias S,
X (compreendendo os meio-sitios X; e X;) e Y ligadas cooperativamente por complexos de
multiproteinas (RFX, CREB/ATF e NFY). Em HLA-G, este médulo SXY possui seqiiéncias

S e X; homdlogas aos de classe I, mas seqiiéncias Y e X, divergentes. Como este segundo



bloco é muito importante para formagdo ordenada do complexo no médulo SXY e para a
transativacdo induzida por CIITA (Transativador de Classe II), o HLA-G nao € induzido por
CIITA nem RFXS. Além desses 3 elementos regulatérios, hd um outro elemento regulatdrio
de 250pb que controla a transcricio de HLA-G a 1Kb a montante do exon 1 (CAROSELLA;
DAUSSET e KIRSZENBAUM, 1996; GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000; ROUSSEAU et

al., 2004).
upstream module SXY module
]  S— | — ) S— } l
xB2 kBl ISRE 5 X1 X2 Y
CONSENSUS NGGGANNYYCC NGGGANNYYCC  AGTTTONNTTTC GRACCYY CCYRGMRACWSATGASKCR ATTGG
HLA-E AAGAACTGCTG TGGGAAACTCT  AGTTTCCCGTTC TAACCTG CCTGGATACTCATGACGCA AATGG
HLA-F TTGGAAGGCTC  GAGAATTCCCC  AGTTTCTCTTTC CAACCCG CCTGGATACTCATAACGCG ATTGG
HLA-G GGGGAGGCCCC  GGGOGATTCTCT  ----CCTCCTTC TAACCTG CCTGGATACTCACCGGGCG ATTAG

FIGURA 3 — ESTRUTURA DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES CPH CLASSE Ib (GOBIN;

VAN DEN ELSEN, 2000)

Em HLA-G, os dois sitios kB do intensificador A (kB1 e kB2) apresentam
afinidade somente para a subunidade p50 do NF-kB (fator transcricional kB), o que ndo é
suficiente para ativar a transcricdo, visto que ndo ha ligacdo em niveis significantes com
outras por¢des de NF-kB que possuam propriedades transativadoras. Em adicdo, o sitio kB2
do HLA-G também se liga ao Spl (fator transcricional mediador das rotas de transativacio
constitutivas e induzidas por citocinas). A regido de supressdo do intensificador A, a qual
tipicamente contém o ISRE em promotores de CPH de Classe I, aparentemente estd
parcialmente ausente em HLA-G. Esta regiao (a por¢do 3 do sitio kB1 e as seqiiéncias
supressoras) nio apresenta qualquer afinidade de ligacdo com proteinas da familia de fatores
transcricionais IRF (Fator Regulatério de Interferon), mas contém um outro sitio de ligacao
com Spl. Entretanto, este elemento ndo pode mediar a expressio de HLA-G induzida por

IFN-gama. Nenhum outro sitio de ligacdo para o IRF ou STATI1 (Tradutor de Sinal e
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Ativador de Transcri¢do) foi identificado nesta regido promotora de 220pb, o que demonstra a
ndo-responsividade do HLA-G ao IFN-gama (GOBIN e VAN DEN ELSEN, 2000).

Andlises de seqiiéncias tém revelado a presenca de outra regido regulatdria
potencial a 1438pb na regido promotora do gene HLA-G, assim como sitios de ligacdo para as
proteinas AP1, STATI, IFRle NF-kB. Entretanto, esta regido foi incapaz de induzir a

transativacdo de HLA-G .

2.6 VARIACOES NUCLEOTIDICAS E POLIMORFISMO DE HLA-G

Dentre as variagdes nucleotidicas ou mutagdes que caracterizam os 15 alelos de
HIA-G (G*010101, G*010102, G*010103, G*010104, G*010105, G*010106, G*010107,
G*010108, G*0102, G*0103, G*010401, G*010402, G*010403, G*0105N e G*0106) apenas
trés sdo ndo sindnimas (sendo uma delas uma mudanca de matriz de leitura). A primeira
substitui¢do nucleotidica localiza-se no c6don 31, que participa da codificacdo do dominio-0.,
as outras duas substituicdes nucleotidicas, nos cddons 110 e 130, estdo relacionadas ao
dominio-0,. As mutagdes do cédon 31 (thr — ser) e a do c6don 110 (leu — ile), levam a
substitui¢des de aminodcidos por outros de polaridade semelhante. O terceiro polimorfismo é
uma mudanca de matriz de leitura (frameshift mutation) devido a dele¢cdo de uma base no
codon 130, exon 3, (1597delC). A presenca desta mutacdo leva a instabilidade da proteina
variante HLA-GI1, devido a perda de uma ponte dissulfeto entre os residuos 101 e 164, a qual
estabilizaria a molécula HLA-G normal. Entretanto, proteinas variantes de HLA-G, as quais
normalmente ndo possuem o dominio-0, (codificado pelo exon 3) defectivo, por exemplo, a
proteina G2, provavelmente sdo expressas normalmente, mesmo em individuos homozigotos
para esta mutacao.

A mutagdo 1597delC foi a primeira mutacdo nula descoberta para o HLA-G que
ocorre independentemente em diferentes grupos étnicos e em associacdo com dois
polimorfismos silenciosos, no cédon 57 (exon 2) e no cédon 93 (exon 3). O alelo G*0105N,

que possui a mutacdo 1597delC, é fortemente associado ao HLA-A30 (VAN DER VEN et al.
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2000).

Com base nos polimorfismos dos cddons 31 e 110 e na mutagdo de matriz de
leitura do cédon 130, foram definidos os alelos HLA (G*0103, G*010401, G*010402,
G*010403 e G*0105N) (ver Tabela 03). As freqii€ncias dos alelos de HLA-G sdo bastante
varidveis entre grupos étnicos; por exemplo, o alelo G¥0I05N ¢ relativamente freqiiente entre
negros-americanos (7,4%), mas pouco freqiiente entre centro-europeus (2,3%) (VAN DER
VEN et al. 2000). Dessa forma, a variabilidade alélica de HLA-G € bastante restrita se
comparada aquela dos genes HLA cléssicos.

As variacdes nas seqiiéncias nucleotidicas dos exon 2 e exon 3 do gene HLA-G
provavelmente originam proteinas HLA-G com diferentes atividades funcionais ou
processamento alternativo do transcrito primério de HLA-G, gerando diferentes isoformas,
que poderiam estar relacionadas a complicacdes durante a gravidez, tais como abortamentos
espontineos recorrentes (PENZES et al. 1999).

A presenca de uma delecdo (14pb) na regido 3 UTR (exon 8) do gene HLA-G
parece exercer influéncia na estabilidade do ARNm de HLA-G. Segundo ROUSSEAU et al.,
(2004), a delecdo e a seqiiéncia de 14pb estdo presentes em aproximadamente 58% e 42%,
respectivamente, da populacdo caucasiana. Segundo os mesmos autores, tal polimorfismo
poderia ter conseqiiéncias funcionais, estando associado a baixos niveis de transcrito de HLA-
G. O grupo de ROUSSEAU observou que alelos HLA-G que apresentavam a seqiiéncia de
14pb (exon 8) sofriam um processamento alternativo (splicing) que removia 92pb da regido
3°UTR, o que tornava a molécula mais estdvel e, portanto, mais resistente a degradacao.
Aparentemente, a seqiiéncia de 14pb seria reconhecida pelo mecanismo de processamento
como um ponto de clivagem. Em outra possibilidade, a seqii€éncia de 14pb seria um elemento
de controle acentuador de processamento (splicing), no qual a ligagdo de um transativador
produziria um padrio diferenciado de processamento. Portanto, patologias como o
abortamento recorrente espontidneo poderiam estar associadas a delegdo de 14pb na regido
3°UTR do exon 8 presente em alguns alelos.

Na tabela 01 sdo apresentadas as freqiiéncias alélicas de HLA-G em diferentes

populagdes e na tabela 02 as regras utilizadas para a nomenclatura desses alelos.



TABELA 1 — FREQUENCIA ALELICA (%) EM DIFERENTES POPULAGOES
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ALELO Japonesa Huterites Finlandesa Dinamarquesa Alema Portuguesa Espanhola Afro-Americanos Afro-Shona
G*010101 43 46 58 62 32 37 38 70 39,3
G*010102 14 21 38 27 36 31 22 6 14,4
G*010103 5 2 5 5 7 17 7 2,4 0
G*010104 ND 4 ND ND ND ND ND ND 0
G*010108 ND ND ND ND 9,1 ND ND ND 14,4
G*0103 ND 4 ND ND 2,3 2 0 ND 0
G*010401 38 20 ND 5 6 13 11 13 20,4
G*010403 ND ND ND ND ND ND ND ND 0,4
G*0105N 0 ND ND 0,6 2,3 0 3 8,3 11,1
(n) 82 160 194 144 344 117 228 84 216

MATTE et al., 2000.

TABELA 2 - NOMENCLATURA DE ALELOS HLA

NOMENCLATURA  SIGNIFICADO

HLA Regido e prefixo para um gene HLA

HLA-G Um locus HLA em particular, ex. G

HLA-G*01 Um grupo de alelos que codificam para o antigeno 01
HLA-G*0101 Um alelo HLA especifico

HLA-G*0105N Um alelo nulo

HLA-G*010101 Um alelo que difere dos demais por uma mutag¢do sindnima
HLA-G*01010101 Um alelo que contém uma mutacdo fora da regido codificadora

HLA-G*0101010IN  Um alelo nulo que contém uma mutagdo fora da regido codificadora

NOLAN, A., 2004
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral analisar a variabilidade genética dos
exons 2, 3 e 8 do gene HLA-G nas amostras de casais-controle e casais com abortamento
recorrente espontaneo. Os objetivos especificos sdo:

- comparar as freqiiéncias alélicas observadas no grupo paciente com as
observadas no grupo controle.

- comparar as freqiiéncias genotipicas observadas no grupo paciente com as
observadas no grupo controle.

- comparar as freqiiéncias de portadores de cada alelo ou variante de HLA-G
observadas no grupo paciente com as observadas no grupo controle.

- comparar as freqiiéncias haplotipicas observadas no grupo paciente com as
observadas no grupo controle. Sendo o haplétipo definido pelo alelo tipado (exons 2 e 3)
juntamente com sua variante del ou /4 (exon 8).

- comparar as freqii€ncias alélicas, genotipicas, de portadores e haplotipicas dos
grupos controle e paciente, reunindo os alelos em dois grandes grupos (alelos com

substitui¢des nucleotidicas sindnimas e alelos com substituicdes nucleotidicas ndo sindnimas).
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4. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho se justifica pelo fato de ndo existir, ainda, um consenso a
respeito dos fatores genéticos que atuam no complexo fendmeno do Abortamento Recorrente
Espontaneo (ARE), o que evidencia a necessidade de um maior nimero de estudos que
ajudem a elucidar a questdo. O presente estudo € um dos primeiros a se realizar no Brasil,

analisando casais com ARE e casais-controle pela técnica de sequenciamento de ADN.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foi realizado um estudo caso-controle composto por uma amostra paciente de 50
casais, nos quais as mulheres apresentam abortamento recorrente espontaneo (dois ou mais
abortamentos de primeiro trimestre) de causa desconhecida. A amostra paciente é constituida
por casais de grupo étnico caucasdide, sem parentesco entre eles e de nivel s6cio-econdmico
semelhante. As mulheres ndo apresentam registros de infec¢les, autoimunidade, nem
alteracdes hormonais, ginecoldgicas, anatdmicas ou cromossdmicas. As amostras foram
registradas pela Unidade de Genética Médica e Reprodu¢do Humana do Hospital de Clinicas
da UFPR, em Curitiba.

A amostra controle foi constituida por 68 casais nao relacionados onde o marido e a
mulher ndo apresentam qualquer parentesco entre si. As mulheres possuiam, ao menos, duas
gestacoes a termo sem complicacdes, mostrando-se sauddveis e sem registros de
abortamentos. Estas amostras foram pareadas atendendo a critérios de mesmo grupo étnico,
etério e s6cio-econdmico da amostra paciente.

Na amostra paciente a idade média materna do primeiro aborto foi de 24,6 anos,
sendo a idade média materna de todos os abortos de 26,4 anos. Com relacdo ao nimero de
abortos, a amostra apresenta uma média de 2,87 (minimo = 2 e maximo = 7). Na amostra
controle, a idade materna de nascimento do primeiro filho foi de 22,9 anos e a idade média
materna de nascimento de todos os filhos foi de 25,7 anos. O nimero médio de filhos da
amostra foi de 2,6 (minimo = 2 e maximo = 5).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas, sendo que os
grupos paciente e controle assinaram um termo de consentimento para participag¢do do estudo
e para a coleta de amostras sanguineas (ver apéndices: Termo de Consentimento e Fichas de
Averigiiagdo). A realiza¢do da pesquisa e demais andlises foram conduzidas no Laboratdrio
de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de Genética da

Universidade Federal do Parana.
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5.2 SEQUENCIAMENTO DOS EXONS 2 E 3 DO GENE HLA-G

5.2.1 Extracdo do ADN Gendmico

O ADN gendmico foi extraido de leucécitos do sangue periférico pelo método
salting out (JOHN et al. 1990, modificado por LAHIRI e NURNBERGER Jr. 1991), o qual se
desenvolve essencialmente em quatro etapas:

a) Obtencdo da camada de leucdcitos por centrifugagdo do sangue total coletado

com anticoagulante EDTA;

b) Lise de eritrécitos através dos detergentes IGEPAL CA630 (SIGMA), SDS

10% e solugdes hipotonicas TKM1 e TKM?2;

c) Precipitacdo de proteinas com NaCl 6M;

d) Precipitacio de ADN gendmico com etanol absoluto.

5.2.2 Célculo da Concentragdio do ADN

O ADN gendmico extraido foi quantificado através da comparagdo com padrdes de
ADN (Low Mass Ladder DNA - Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose 2,5% (90V/40
minutos). A dilui¢do para uso foi feita com dgua ultrapura até a obtencdo da concentragdo de

20ug/ul.
5.2.3 Amplificagdo dos exons 2 e 3

Ap6s a diluicdo das amostras, realizou-se a amplificacio dos exons 2 e 3 pela
metodologia de PCR, usando dois oligonucleotideos iniciadores para a posi¢do 5~ (G25S e

G35S) e dois para a posi¢do 3 (G23S e G33S), conforme especificados a seguir:

G258° TCCATGAGGTATTTCAGCGC
G238’ AGGTAATCCTTGCCATCGTA



G358
G338~
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CCCAGACCCTCTACCTGGGAGA
CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTG

A PCR foi realizada de acordo com as seguintes condi¢des:

ADN Molde

Tampdo Taq 10X

dNTPs

Oligonucleotideos Iniciadores
MgCl,

Taq Platinum Invitrogen

Agua Ultrapura

Ciclagem: temperatura/tempo (exon 2)
Desnaturacao Inicial

1 — Desnaturacao

2 — Anelamento

3 — Alongamento

Alongamento Final

Nuimero de Ciclos (passos 1, 2 e 3)

0.3ug

1X
0,25mM
20pmoles/Cada
2mM

1U

q.s.p. S0ul
96°C -3~
96°C - 17
64°C - 17
72°C-17
72°C - 107
35 ciclos

(Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (P.E.)

Ciclagem: temperatura/tempo (exon 3)
Desnaturacao Inicial

1 — Desnaturagio

2 — Anelamento

3 — Alongamento

Alongamento Final

Nuimero de Ciclos (passos 1, 2 e 3)

94°C -3~
94°C - 17
72°C-17
72°C-17
72°C - 10°
35 ciclos
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(Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (P.E.)

5.2.4 Purificacdo e Seqiienciamento das Amostras Amplificadas

Ap6s a amplificagdo, o produto da PCR (50ul) foi purificado com acetato de
amonia 7,5M, conforme protocolo abaixo, para isolar os fragmentos de PCR (exon 2 ou exon
3).

a) Adicionar 27ul de acetato de amonia 7,5M e 167ul de etanol absoluto a 50ul de
produtos de PCR, homogeneizar e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente;

b) Centrifugar por 15 minutos a 14.000 RPM, descartar o sobrenadante e lavar com
etanol 70%, homogeneizar e centrifugar por 15 minutos a 14.000 RPM;

c¢) Descartar o sobrenadante e secar por 12 horas a temperatura ambiente.
Em seguida, as amostras foram submetidas & reacido de seqlienciamento (cada exon
em um tubo separado) com o Kit BigDye 3.1 Terminator (Applied Biosystems) conforme

protocolo abaixo:

Master Mix — Amostra/Reacao

Terminator Ready Mix 1,6ul
Fragmentos de PCR 6ng
Primer Seqiienciamento 30pmol
Agua Ultrapura g.s.p- 20ul

Master Mix — Controle/Reacao

Terminator Ready Mix 2ul
p-Gen (Plasmideo Controle) 1ul
Primer (Kit) 4ul

Agua Ultrapura 3ul
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Ciclagem: Temperatura/Tempo

Desnaturacao Inicial 96°C-1°

1 — Desnaturagio 96°C - 10”
2 — Anelamento 50°C-5"
3 — Alongamento 60°C — 4~
(Ntimero de Ciclos — Passos 1, 2 e 3) 30 Ciclos

Posteriormente, as amostras foram purificadas novamente com acetato de amonia
7,5M e etanol para retirada dos primers, terminadores fluorescentes e outras impurezas, €
obtencdo de fragmentos de diversos tamanhos, marcados com os terminadores fluorescentes.

O produto purificado foi analisado em seqiienciador automatico ABI-310 Applied
Biosystems e os dados coletados pelos softwares ABI-310 Collection e Factura. Em seguida,
os dados de seqiienciamento obtidos para os exons 2 e 3 foram visualizados com a ajuda do

software gratuito BIOEDIT (HALL, 1999) e analisados estatisticamente.

5.3 ANALISE DO POLIMORFISMO DO EXON 8 DE HLA-G

5.3.1 Extracdo do ADN Gendmico

O ADN gendmico foi extraido de leucécitos do sangue periférico pelo método

salting out (JOHN et al. 1990, modificado por LAHIRI e NURNBERGER Jr. 1991).

5.3.2 Célculo da Concentragao do ADN

O ADN gendmico extraido foi quantificado através da comparagdo com padrdes de
ADN (Low Mass Ladder DNA - Invitrogen) em eletroforese em gel de agarose 2,5% (90V/40
minutos). A dilui¢do para uso foi feita com dgua ultrapura até a obtencdo da concentragdo de

20ug/ul.
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5.3.3 Amplificagdo do exon 8
Ap6s a diluicio das amostras, realizou-se a amplificacdo do exon 8 pela
metodologia de PCR, usando dois oligonucleotideos iniciadores, um para a posi¢ao 5 (G85S)

e outro para a posicdo 3" (G83S), conforme especificado a seguir:

G855 GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC
G835’ GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA

A PCR foi realizada seguindo as seguintes condi¢es:

ADN Molde 0,3ug

Tampdo Taq 10X 1X

dNTPs 0,25mM
Oligonucleotideos Iniciadores 20pmoles/Cada
MgCl, 2mM

Taq Platinum Invitrogen 10U

Agua Ultrapura g.s.p- S0ul

Ciclagem: temperatura/tempo (exon 8)

Desnaturacao Inicial 94°C - 37

1 — Desnaturagio 94°C - 30~
2 — Anelamento 64°C - 17

3 — Alongamento 72°C =27
Alongamento Final 72°C - 107
Nuimero de Ciclos (passos 1, 2 e 3) 35 ciclos

(Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (P.E.)
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5.3.4 Andlise dos Fragmentos de PCR

Os fragmentos de PCR obtidos para o exon 8 foram analisados por meio de corrida
em gel de agarose (Invitrogen, 2,5%) por 90V/1h e corados com brometo de etidio. Foram
obtidos fragmentos com 210 e 224pb (amostra com delecdo e amostra com auséncia de
dele¢do, respectivamente), como mostrado na Figura 04.

YR s ¥ S - P— P—
CP 01 02 03 04 05 LADDER 06 07 08 09 10

4

" i
:~.—--__-‘---d-
NEG POS 14/del delidel 14/14 del/del deldel ___ del/del 14/14 14/14 14/del 14/del del/del del/del

FIG. 04 — CORRIDA ELETROFORETICA - EXON 8 DE HLA-G

5.4 CARACTERIZACAO DOS ALELOS DE HLA-G (EXONS 2 e 3)

As seqiiéncias de HLA-G para os exons 2 e 3 (ver exemplos nas figuras 05 e 06)
foram analisadas e posteriormente tiveram suas seqii€ncias para os cédons 31, 54, 57 e 69 (no
exon 2) e 93, 107, 110 e 131 (no exon 3) anotadas em uma tabela para posterior comparacao

com as seqiiéncias conhecidas (Tabela 03) para os alelos de HLA-G.
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210 220 230 240 250 260
GATGOGAGC COCGOGCGCCOT OG0T G0A GCAGGAGGOGC CAGAGTATTOGOGAAGAGGAGACAC

FIG. 05— ELETROFEROGRAMA HLA-G, EXON 2 (PARTE)

0 &0 o0 100 110
TGGGGTCCGACGGAC GoCTCCTCCOC GO0 TAT GAACAGTAT GUCTACGAT GGCAAGGATTACC

Dbt

FIG. 06 - ELETROFEROGRAMA HLA-G, EXON 3 (PARTE)

TABELA 03 — CODONS DE ALELOS HLA-G
ALELOS  CODON31 CODON54 CODON57 CODON69 CODON93 CODON107 CODON110 CODON 130

ACG CAG CCG GCC CAC GGA CTC CTG
G*010101 ACG CAG CCG GCC CAC GGA CTC CTG
G*010102 ACG CAG CCA GCC CAT GGA CTC CTG
G*010103 ACG CAG CCA GCC CAC GGT CTC CTG
G*010104 ACG CAG CCG GCT CAC GGA CTC CTG
G*010105 ACG CAG CCG GCC CAC GGT CTC CTG
G*010106 ACG CAG CCG GCC CAC GGA CTC CTG
G*010107 ACG CAG CCA GCC CAT GGT CTC CTG
G*010108 ACG CAG CCA GCC CAC GGA CTC CTG
G*0102 ACG CGG CCG GCC CAC GGA CTC CTG
G*0103 TCG CAG CCG GCC CAC GGA CTC CTG
G*010401 ACG CAG CCA GCC CAC GGA ATC CTG
G*010402 ACG CAG CCC GCC CAC GGA ATC CTG
G*010403 ACG CAG CCG GCC CAC GGA ATC CTG
G*0105N ACG CAG CCA GCC CAT GGA CTC -TG
G*0106 ACG CAG CCA GCC CAT GGA CTC CTG

Com base na tabela acima, os 15 alelos de HLA-G foram combinados 2 a 2,
originando 105 diferentes combinagdes que foram comparadas manualmente com as
seqiiéncias dos cédons obtidos das amostras controle e paciente. Posteriormente, o resultado
foi conferido com a ajuda do programa computacional de identificacdo de alelos de HLA-G,
LIGH (Desenvolvido  especialmente para esta  pesquisa, disponivel em:
http://200.17.239.199/waldir/pesquisa/index.php). Deste modo, foi possivel identificar os dois
alelos presentes em cada individuo. Entretanto, os alelos HLA-G*010101 e HLA-G*010106
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foram agrupados como HLA-G*0101A (os dois alelos sdo idénticos para os exons 2 e 3,
diferenciando-se no exon 4, que nio foi analisado). Da mesma forma os alelos HLA-

G*010102 e HLA-G*0106 também foram agrupados como HLA-G*01B, pelo mesmo motivo.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

As freqiiéncias genotipicas foram obtidas por contagem direta e comparadas com as
freqii€ncias esperadas (segundo o Teorema de Hardy-Weinberg) com o auxilio do programa
ARLEQUIN 1.1 (SCHNEIDER e cols., 1997), que utiliza o método de Guo ¢ Thompson
(1992). As freqiiéncias alélicas foram obtidas através da férmula:

fal =n/2N

Sendo fal a freqiiéncia relativa e n a freqii€ncia absoluta do alelo.

As freqiiéncias de portadores de cada alelo ou variante foram obtidas pelo método
de contagem direta e as haplotipicas foram calculadas com o auxilio do programa
ARLEQUIN 1.1 (Bootstraps = 10.000). Portador foi definido, no contexto deste trabalho,
como o individuo que apresenta um dado alelo ou variante, independente da condicio
homozigota ou heterozigota. Hapl6tipo foi definido como a combinagdo calculada entre o
alelo tipado (exons 2 e 3) e a sua variante /4 ou del (exon8).

As freqiiéncias alélicas, genotipicas, haplotipicas e de portadores foram
comparadas (dentro de cada grupo) pelo método de X2 com o uso do programa RxC de andlise
de tabelas de contingéncia (citado em GUO E THOMPSON, 1992).

Para as comparacdes que mostraram significancia (P<0,05), calculou-se o Odds
Ratio (OR) com Intervalo de Confianca de 95% com auxilio do método de Woolf, (1955).
Quando um dos dados da tabela apresentou o valor zero utilizou-se a Correcdo de Haldane,
que consiste de acrescentar o valor de 0,5 a todas as células da tabela de contingéncia com o
objetivo de prevenir erro de cdlculo do OR quando da divisdao de um valor por zero.

Foram consideradas significativas as associa¢des com P < 0,05 e como préximas ao

limiar de significancia (tendéncia) os valores de P > 0,05 e < 0,10.
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6. RESULTADOS

Foram analisados, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos, 50 casais-pacientes
e 44 casais-controle para os exons 2 e 3 de HLA-G e 50 casais-pacientes e 68 casais-controle
para o exon 8 de HLA-G.

A caracterizacdo dos alelos (exons 2 e 3) e das variantes (exon 8) de HLA-G nas
amostras pacientes e controles nos permitiu comparagdes entre freqiiéncias alélicas,
genotipicas, de portadores, haplotipicas e de alelos agrupados.

As amostras apresentaram os seguintes valores de P para o Equilibrio de Hardy-
Weinberg: Exons 2 e 3: grupo pacientes (P=0,8991 +£0,0004) e grupo controles (P=0,9779
10,0006). Exon 8: grupo pacientes (P=0,1179 +0,0010) e grupo controle (P=1,0000 £0,0000).

6.1 RESULTADOS — NiVEL ALELICO

TABELA 04 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS ALELICAS — PACIENTES X CONTROLES

PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 n=200 (alelos) n=174 (alelos)

ALELOS % N° % N° P S OR IC 95%
HLAG*010103 1,0 2 4,6 8 0,0557 0,0025 NC NC
HLAG*010107 0,0 0 0,6 1 0,4688 0,0014 NC NC
HLAG*010108 23,5 47 184 32 0,2554 0,0100 NC NC
HLAG*0101A 25,5 51 333 58 0,1066 0,0077 NC NC
HLAG*0103 10,0 20 6,3 11 0,2669 0,0068 NC NC
HLAG*010401 13,5 27 9,2 16 0,2599 0,0062 NC NC
HLAG*010403 35 7 0,0 0 0,0165 0,0004 13,53 0,7-238,5
HLAG*0105N 2,5 5 2,3 4 1,0000 0,0000 NC NC
HLAG*01B 20,5 41 253 44 0,3373 0,0105 NC NC

PACIENTES CONTROLES

EXON 8 n=200 (alelos) n=272 (alelos)

VARIANTES % N° % N° P S OR IC 95%
14 34,0 68 404 110 0,1835 0,0148 NC NC
del 66,0 132 59,6 162 0,1760 0,0120 NC NC

M Correcio de Haldane - HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-
G*0106 — NC=Nio Calculado — S=Erro Padrao - OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

Foi observado um valor de P préximo a significincia (P=0,0557) para a maior

freqii€ncia do alelo HLA-G*010103 no grupo controle (4,6%) em relacdo ao grupo pacientes
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(1%). Também observou-se um nimero significativamente (P=0,0165 — OR=13,53) elevado

do alelo HLA-G*010403 no grupo pacientes (3,5%), quando comparado ao grupo controle

(0%), Tabela 04.

Foram comparadas as freqiiéncias alélicas encontradas no grupo paciente feminino

com as encontradas no grupo controle feminino (Tabela 05). Observou-se uma freqii€ncia

significativamente maior (P=0,0307) de alelos do grupo G*0/01A no grupo controle feminino

(40%) quando comparado ao grupo paciente feminino (25%).

Realizou-se também a andlise de comparacdo das freqiiéncias alélicas dos grupos

pacientes masculinos e controle masculino, o que resultou nos dados mostrados na Tabela 06;

entretanto, e ndo observou-se qualquer associacao significativa.

TABELA 05 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS ALELICAS — PACIENTES FEMININOS X

CONTROLES FEMININOS
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 FEMININOS FEMININOS
n=100 (alelos) n=90 (alelos)

ALELOS % N° % N° P S OR IC 95%
G*010103 1,0 1 4.4 4 0,1939 0,0028 NC NC
G*010108 19,0 19 16,6 15 0,7051 0,0041 NC NC
G*0101A 25,0 25 40,0 36 0,0307 0,0009 0,50 0,27-0,93
G*0103 13,0 13 6,6 6 0,2250 0,0013 NC NC
G*010401 13,0 13 5.5 5 0,1039 0,0047 NC NC
G*010403 4,0 4 0,0 0 0,1279 0,0026 NC NC
G*0105N 4,0 4 33 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*0IB 21,0 21 233 21 0,7272 0,0054 NC NC

PACIENTES CONTROLES
EXON 8 FEMININOS FEMININOS
n=100 (alelos) n=136 (alelos)
VARIANTES % N° % N° P S OR IC 95%
14 38,0 38 394 54 0,7871 0,0044 NC NC
del 62,0 62 60,6 82 0,8863 0,0028 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%



TABELA 06 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS ALELICAS — PACIENTES MASCULINOS X
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CONTROLES MASCULINOS
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 MASCULINOS MASCULINOS
n=100 (alelos) n=384 (alelos)

ALELOS % N° % N° P S OR IC 95%
G*010103 1,0 1 4.8 4 0,1810 0,0029 NC NC
G*010107 0,0 0 1,2 1 0,4564 0,0023 NC NC
G*010108 28,0 28 20,3 17 0,2217 0,0069 NC NC
G*0101A 26,0 26 26,2 22 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103 7,0 7 6,0 5 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401 14,0 14 13,1 11 1,0000 0,0000 NC NC
G*010403 3,0 3 0,0 0 0,2518 0,0033 NC NC
G*0105N 1,0 1 1,2 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B 20,0 20 274 23 0,2836 0,0077 NC NC

PACIENTES CONTROLES
EXON 8 MASCULINOS MASCULINOS
n=100 (alelos) n=136 (alelos)
VARIANTES % N° % N° P S OR IC95%
14 30,0 30 413 56 0,1091 0,0064 NC NC
del 70,0 70 58,7 80 0,1062 0,0048 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

6.2 RESULTADOS — NiVEL GENOTIPICO

Foram comparadas as freqiiéncias genotipicas (Tabela 07) entre o grupo paciente e
o grupo controle, de maneira semelhante aquela realizada em nivel alélico. Verificou-se uma
freqiiéncia maior que a esperada (P=0,0310) de gendtipos /4-14 no grupo controle (17,6%)
em comparagdo ao observado no grupo pacientes (8%).

Posteriormente, foram comparadas as freqiiéncias genotipicas do grupo paciente
feminino e do grupo controle feminino. Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma associagéo
significante ou tendéncia. Os resultados sdo mostrados na Tabela 08.

Em seguida, foram analisadas as freqiiéncias genotipicas do grupo paciente
masculino frente ao grupo controle masculino, onde se obteve os resultados mostrados na
Tabela 09. Nesta modalidade de andlise, observou-se uma tendéncia de freqiiéncia aumentada
dos gendtipos 14-14 (P=0,0880) no grupo controle masculino (17,6%) quando comparado ao

grupo pacientes masculino (6%).



TABELA 07 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS GENOTIPICAS — PACIENTES X CONTROLES

PACIENTES CONTROLES

EXONS2e3 n=100 n=87

GENOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%
G*010103-010108 1,0 1 2,3 2 0,6017 0,0025 NC NC
G*010103-010401 0,0 0 1,1 1 0,4611 0,0026 NC NC
G*010108-010108 7,0 7 35 3 0,3419 0,0041 NC NC
G*010108-010401 1,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010108-0105N 2,0 2 0,0 0 0,5010 0,0018 NC NC
G*0101A-010103 0,0 0 35 3 0,1099 0,0022 NC NC
G*0101A-010107 0,0 0 1,1 1 0,4611 0,0026 NC NC
G*0101A-010108 11,0 11 10,3 9 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-0101A 6,0 6 114 10 0,2030 0,0044 NC NC
G*0101A-010401 7,0 7 5,7 5 0,7749 0,0029 NC NC
G*0101A-010403 2,0 2 0,0 0 0,5010 0,0018 NC NC
G*0101A-0105N 1,0 1 1,1 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-01B 6,0 6 10,3 9 0,2898 0,0067 NC NC
G*0103-010108 3,0 3 2,3 2 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-0101A 7,0 7 4,6 4 0,5467 0,0036 NC NC
G*0103-0103 1,0 1 1,1 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-010401 3,0 3 0,0 0 0,2475 0,0029 NC NC
G*0103-01B 5,0 5 35 3 0,7262 0,0029 NC NC
G*010401-010108 5,0 5 35 3 0,7262 0,0029 NC NC
G*010401-010401 2,0 2 1,1 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-010403 1,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-0105N 1,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-01B 0,0 0 1,1 1 0,4611 0,0026 NC NC
G*010403-010108 2,0 2 0,0 0 0,5010 0,0018 NC NC
G*0105N-010108 0,0 0 1,1 1 0,4611 0,0026 NC NC
G*01B-0105N 1,0 1 2,3 2 0,6017 0,0025 NC NC
G*01B-01B 4,0 4 5,7 5 0,7379 0,0029 NC NC
G*01B-010103 1,0 1 2,3 2 0,6017 0,0025 NC NC
G*01B-010108 8,0 8 9,2 8 0,7956 0,0031 NC NC
G*01B-0101A 5,0 5 5,7 5 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-010401 4,0 4 35 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-010403 3,0 3 0,0 0 0,2475 0,0029 NC NC

PACIENTES CONTROLES
EXON 8 n=100 n=136

GENOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%
14-14 8,0 8 17,6 24 0,0310 0,0022 0,41 0,17-0,95
14-del 57,0 57 448 61 0,0855 0,0068 NC NC
del-del 35,0 35 375 51 0,7886 0,0053 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%
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TABELA 08 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS GENOTIPICAS — PACIENTES FEMININOS X

CONTROLES FEMININOS
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 FEMININOS FEMININOS
n=50 n=45
GENOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%

G*010103-010108 0,0 0 2,2 1 0,4769 0,0030 NC NC
G*010108-010108 4,0 2 22 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010108-0105N 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-010103 0,0 0 44 2 0,2237 0,0027 NC NC
G*0101A-010108 10,0 5 11,1 5 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-0101A 6,0 3 15,5 7 0,1859 0,0044 NC NC
G*0101A-010401 6,0 3 4.4 2 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-010403 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-0105N 2,0 1 22 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-01B 0,0 0 6,6 3 0,1039 0,0024 NC NC
G*0103-010108 4,0 2 22 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-0101A 8,0 4 6,6 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-0103 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-010401 4,0 2 0,0 0 0,4962 0,0021 NC NC
G*0103-01B 6,0 3 4.4 2 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-010108 4,0 2 22 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-010401 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-010403 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-0105N 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-01B 0,0 0 2,2 1 0,4769 0,0030 NC NC
G*010403-010108 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0105N-010108 0,0 0 2,2 1 0,4769 0,0030 NC NC
G*01B-010103 2,0 1 22 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-010108 8,0 4 6,6 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-0101A 10,0 5 11,1 5 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-010401 4,0 2 0,0 0 0,4962 0,0021 NC NC
G*01B-010403 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-0105N 2,0 1 22 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-01B 4,0 2 44 2 1,0000 0,0000 NC NC

PACIENTES CONTROLES

EXON 8 FEMININOS FEMININOS

n=50 n=68
GENOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%

14-14 10,0 5 17,6 12 0,2899 0,0002 NC NC
14-del 56,0 28 42,7 29 0,1970 0,0053 NC NC
del-del 34,0 17 39,7 27 0,5639 0,0063 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106

NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%
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TABELA 09 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS GENOTIPICAS — PACIENTES MASCULINOS X

CONTROLES MASCULINOS
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 MASCULINOS MASCULINOS
n=50 n=42
GENOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%

G*010103-010108 2,0 1 24 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010103-010401 0,0 0 24 1 0,4557 0,0022 NC NC
G*010108-010108 10,0 5 4.8 2 0,4485 0,0030 NC NC
G*010401-010108 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*010108-0105N 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-010107 0,0 0 24 1 0,4557 0,0022 NC NC
G*0101A-010103 0,0 0 24 1 0,4557 0,0022 NC NC
G*0101A-010108 10,0 5 9,5 4 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-0101A 6,0 3 7,1 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-010401 8,0 4 7.1 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-010403 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0101A-01B 12,0 6 14,3 6 0,7660 0,0027 NC NC
G*0103-010108 2,0 1 24 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-0101A 6,0 3 24 1 0,6226 0,0001 NC NC
G*0103-0103 0,0 0 24 1 0,4557 0,0022 NC NC
G*0103-010401 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103-01B 4,0 2 24 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-010108 6,0 3 4.8 2 1,0000 0,0000 NC NC
G*010401-010401 2,0 1 24 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010403-010108 2,0 1 0,0 0 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-010103 0,0 0 24 1 0,4557 0,0022 NC NC
G*01B-010108 8,0 4 11,9 5 0,7198 0,0028 NC NC
G*01B-010401 4,0 2 7,1 3 0,6581 0,0029 NC NC
G*01B-010403 4,0 2 0,0 0 0,4972 0,0025 NC NC
G*01B-0105N 0,0 0 24 1 0,4557 0,0022 NC NC
G*01B-01B 4,0 2 7.1 3 0,6581 0,0029 NC NC

PACIENTES CONTROLES

EXON 8 MASCULINOS MASCULINOS

n=50 n=68
GENOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%

14-14 6,0 3 17,6 12 0,0880 0,0031 NC NC
14-del 58,0 29 47,0 32 1,0000 0,0000 NC NC
del-del 36,0 18 354 24 1,0000 0,0000 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

6.3 RESULTADOS — NIVEL PORTADORES

Foi realizada a andlise da freqii€ncia de portadores de cada alelo de HLA-G entre o

grupo paciente e o grupo controle; os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 10.
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TABELA 10 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS DE PORTADORES — PACIENTES X CONTROLES

PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 n=100 n=87
ALELOS % N° % N° P S OR IC95%
HLAG*010103 2,0 2 9,1 8 0,0480 0,0021 0,20 0,04-0,98
HLAG*010107 0,0 0 1,1 1 0,4716 0,0025 NC NC
HLAG*010108 39,0 39 322 28 0,3662 0,0089 NC NC
HLAG*0101A 44,0 44 54,0 47 0,1800 0,0085 NC NC
HLAG*0103 19,0 19 11,5 10 0,2209 0,0060 NC NC
HLAG*010401 24,0 24 16,1 14 0,2011 0,0053 NC NC
HLAG*010403 7,0 7 0,0 0 0,0148" 0,0010 14,04 0,49-249,6
HLAG*0105N 5,0 5 4,6 4 1,0000 0,0000 NC NC
HLAG*0IB 37,0 37 43,7 38 0,3798 0,0079 NC NC
PACIENTES CONTROLES
EXON 8 n=100 n=136
VARIANTES % N° % N° P S OR I1C 95%
14 64,0 64 59,6 81 0,5028 0,0097 NC NC
del 91,0 91 778 106 0,0076 0,0001 2,86 1,29-6,34

M Corregiio de Haldane - HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-
G*0106 - NC=Nao Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

Observou-se um nimero absoluto significativamente maior (P=0,0480 — OR=0,20)
de individuos com o alelo HLA-G*010103 entre o grupo controle (9,1%) em relagdo ao grupo
paciente (2%). Também verificou-se que o grupo paciente apresentou 7 (7%) individuos com
o alelo HLA-G*010403, o que ndo foi observado no grupo controle (P=0,0148 — OR=14,04).
Foi encontrada, também, uma maior freqii€éncia da variante del no exon 8 de HLA-G no grupo
paciente (91%) contra 77,8% no grupo controle, (P=0,0076 — OR=2,86).

A mesma andlise foi realizada entre os grupos paciente feminino e grupo controle
feminino, na qual foi verificada uma tendéncia (P=0,0594) de freqiiéncia aumentada de
individuos com o alelo HLA-G*010401 no grupo paciente feminino (24%) em relacdo ao

grupo controle feminino (8,8%), conforme mostrado na Tabela 11.



TABELA 11 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS DE PORTADORES — PACIENTES FEMININOS X

CONTROLES FEMININOS
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 FEMININOS FEMININOS
n=50 n=45
ALELOS % N° % N° P S OR IC 95%
G*010103 2,0 1 8,8 4 0,1867 0,0034 NC NC
G*010108 34,0 17 28,8 13 0,6597 0,0045 NC NC
G*0101A 44,0 22 62,2 28 0,1098 0,0045 NC NC
G*0103 24,0 12 133 0,2083 0,0044 NC NC
G*010401 24,0 12 8,9 4 0,0594 0,0008 NC NC
G*010403 8,0 4 0,0 0,1197 0,0007 NC NC
G*0105N 8,0 4 6,6 3 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B 38,0 19 40,0 18 1,0000 0,0000 NC NC
PACIENTES CONTROLES
EXON 8 FEMININOS FEMININOS
n=50 n=68
VARIANTES % N° % N° P S OR IC 95%
14 66,0 33 58,8 40 0,4521 0,0073 NC NC
del 90,0 45 79,4 54 0,1387 0,0055 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

31

A distribui¢do das freqiiéncias de portadores de cada alelo e variante de HLA-G no

grupo paciente masculino e grupo controle masculino (Tabela 12) mostrou uma freqii€ncia

significativamente maior (P=0,0268 — OR=3,54) de individuos com a variante del do exon 8

de HLA-G no grupo paciente masculino (92%) em relagdo ao grupo controle masculino

(76,4%).



TABELA 12 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS DE PORTADORES — PACIENTES
MASCULINOS X CONTROLES MASCULINOS

PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 MASCULINOS MASCULINOS
n=50 n=42
ALELOS % N° % N° P S OR IC 95%
G*010103 2,0 1 9,5 4 0,1760 0,0035 NC NC
G*010107 0,0 0 24 1 0,4577 0,0019 NC NC
G*010108 44,0 22 35,7 15 0,5263 0,0066 NC NC
G*0101A 44,0 22 452 19 1,0000 0,0000 NC NC
G*0103 14,0 7 9,5 4 0,7502 0,0029 NC NC
G*010401 24,0 12 23,8 10 1,0000 0,0000 NC NC
G*010403 6,0 3 0,0 0 0,2503 0,0030 NC NC
G*0105N 2,0 1 24 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B 36,0 18 47,6 20 0,3029 0,0063 NC NC
PACIENTES CONTROLES
EXON 8 MASCULINOS MASCULINOS
n=50 n=68
VARIANTES % N° % N° P S OR IC 95%
14 62,0 31 60,3 41 1,0000 0,0000 NC NC
del 92,0 46 76,4 52 0,0268 0,0019 3,54 1,1-11,3

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 ¢ ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrdo — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

6.4 RESULTADOS — NIVEL HAPLOTIPICO
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Foi calculada a freqiiéncia haplotipica para os grupos paciente e controle, cujos

resultados sdo apresentados na Tabela 13. Observou-se associacdo negativa (P=0,0215) do

haplétipo G*0101A-14 com o ARE, apresentando freqiiéncia de 0% no grupo paciente e de

2,5% no grupo controle, (OR=0,07 ou risco 14,2 vezes maior de ARE para os individuos que

ndo portam o haplétipo).

Verificou-se também uma tendéncia (P=0,0632) proxima ao limiar de significincia

para o hapldtipo G*010403-del na comparacdo entre o grupo paciente € o grupo controle.



TABELA 13 - COMPARACAO DE FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS - PACIENTES X CONTROLES

PACIENTES CONTROLES
n=200 (haplétipos) n=168 (hapldtipos)

HAPLOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%
G*010103-14 1.5 3 4,1 7 0,1062 0,0020 NC NC
G*010107-14 0,0 0 0,6 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010108-14 1,5 3 0,8 1 0,6277 0,0024 NC NC
G*0101A-14 0,0 0 2,7 5 0,0215 0,0014 0,07 0,0-1,35
G*0103-14 8,5 17 6,5 11 0,5528 0,0058 NC NC
G*010401-14 0,1 0 1,2 0,2109 0,0033 NC NC
G*010403-14 0,9 2 0,0 0,5060 0,0021 NC NC
G*0105N-14 2,0 4 24 1,0000 0,0000 NC NC
G*01B-14 20,7 41 255 43 0,3231 0,0071 NC NC
G*010103-del 0,0 0 0,6 1 1,0000 0,0000 NC NC
G*010108-del 21,5 43 16,4 28 0,2180 0,0091 NC NC
G*0101A-del 25,3 50 31,1 52 0,2370 0,1183 NC NC
G*0103-del 1.5 3 0,0 0 0,2534 0,0039 NC NC
G*010401-del 13,6 27 7,7 13 0,1086 0,0048 NC NC
G*010403-del 2,6 5 0,0 0,0632 0,0016 NC NC
G*0105N-del 0,5 1 0,2 0 1,0000 0,0000 NC NC

HLA-G*0101A=HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106 — HLA-G*01B=HLA-G*010102 e ou HLA-G*0106
NC=Nio Calculado - S=Erro Padrao — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianga de 95%
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Nao foram observadas associacdes significativas ou préximas ao limiar de

significancia nas comparacgdes entre o grupo paciente feminino e o grupo controle feminino, o

mesmo ocorrendo na comparagio do grupo paciente masculino e o grupo controle masculino

(resultados nao mostrados).

6.5 RESULTADOS — ALELOS AGRUPADOS

Para investigar uma possivel associacdo entre as substituicdes nucleotidicas nédo

sindnimas (codons 31, 110 e 130) e o ARE, foi realizado um estudo agrupando todos os alelos

observados que possuam substituicdo ou delecdo nucleotidica nos cédons citados (HLA-

G*0103, HLA-G*010401, HLA-G*010403 ¢ HLA-G*0105N). Todos os demais alelos foram

reunidos num segundo grupo e em seguida foram comparadas as freqiiéncias alélicas,

genotipicas, de portadores e haplotipicas do grupo paciente em relagdo ao grupo controle.

Foi observada associacdo negativa do grupo de alelos com substitui¢do sindnima

com o ARE, apresentando maior freqiiéncia no grupo controle em comparagdo ao grupo
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paciente (P=0,0114 — OR=0,53 ou risco 1,88 vezes maior de abortamento para os individuos
que possuem alelos com substituigdo ndo sindnima; Tabela 14). Também observou-se
associacdo negativa com ARE (P=0,0039) quando foram comparadas as freqii€ncias alélicas
do grupo paciente feminino e do grupo controle feminino (OR=0,36 ou risco 2,7 vezes maior
de abortamento para o grupo de alelos com substitui¢des ndo sindonimas; Tabela 14).
Verificou-se associacdo positiva com ARE para as substitui¢des ndo sindnimas
(grupo de alelos) quando se comparou as freqii€ncias alélicas do grupo paciente e do grupo
controle (P=0,0110 — OR=1,93 ou risco quase duas vezes maior de abortamento para o grupo
com substituicdes nucleotidicas ndo sindénimas; Tabela 14). Resultado semelhante foi
encontrado para a comparagdo entre o grupo paciente feminino e o grupo controle feminino
(P=0,0017 — OR=2,80 ou risco 2,8 vezes maior de ARE para o grupo de alelos com

substitui¢do nucleotidica nio sindnima; Tabela 14).

TABELA 14 — ALELOS AGRUPADOS — COMPARACOES DE FREQUENCIAS ALELICAS

PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 n=200 (alelos) n=174 (alelos)
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR IC 95%
SINONIMA' 70,5 141 82,2 143 0,0114 0,0019 0,53 0,32-0,85
NAO SINONIMA? 29,5 59 17,8 31 0,0110 0,0020 1,93 1,18-3,16
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 FEMININOS FEMININOS
n=100 (alelos) n=90 (alelos)
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR IC 95%
SINONIMA! 66,0 66 84,3 76 0,0039 0,0006 0,36 0,18-0,72
NAO SINONIMA® 34,0 34 15,7 14 0,0017 0,0004 2,80 1,38-5,66
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 MASCULINOS MASCULINOS
n=100 (alelos) n=84 (alelos)
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR IC 95%
SINONIMA' 75,0 75 79,9 67 0,4862 0,0078 NC NC
NAO SINONIMA? 25,0 25 20,1 17 0,4748 0,0062 NC NC

" Grupo de Alelos de HLAG com Substitui¢do Sindnima— > Grupo de Alelos de HLA-G com Substituicio Nao Sindnima

S=Erro Padrao— OR=0dds Ratio— IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

Foram comparadas as freqiiéncias genotipicas entre o grupo paciente € 0 grupo

controle, os resultados sdo apresentados na Tabela 15.
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Verificou-se associacdo negativa entre o gendtipo homozigoto para alelos com
substitui¢des sindnimas e o0 ARE quando se comparou o grupo paciente € o grupo controle
(P=0,0082 — OR=0,44 ou risco 2,27 vezes maior para os individuos que ndo portam esse
genétipo; Tabela 15). Resultado semelhante foi observado na comparacdo entre o grupo
paciente feminino e o grupo controle feminino (P=0,0193 — OR=0,35 ou risco 2,85 vezes
maior de ARE para os individuos ndo homozigotos para os alelos com substituicdo
nucleotidica sindbnima. (Tabela 15).

Associacdo positiva entre o gendtipo heterozigoto (alelo com substituicdao
nucleotidica sindnima e alelo com substitui¢do nucleotidica ndo sinonima) e ARE foi
observada na comparagdo entre o grupo paciente e o grupo controle (P=0,0165 — OR=1,77 ou
risco 1,77 vezes maior de ARE para individuos que apresentam o gendtipo heterozigoto;
Tabela 15). Também foi observada associag@o positiva entre o gendtipo heterozigoto e ARE
na comparagdo entre o grupo paciente feminino e o grupo controle feminino (P=0,0205 —
OR=1,74 ou risco 1,74 vezes maior de ARE para os individuos com esse genétipo; Tabela
15).

Foi encontrada associacdo positiva entre o gendtipo homozigoto para alelos com
substitui¢do nucleotidica ndo sindnima e ARE na comparagao entre o grupo paciente feminino
e o grupo controle feminino (P=0,0284 — OR=13,28 ou risco 13,28 maior de ARE para os

individuos com este gendtipo; Tabela 15).
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TABELA 15— ALELOS AGRUPADOS — COMPARACOES DE FREQUENCIAS GENOTIPICAS

PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 n=100 n=87
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR IC 95%
s/’ 48,0 48 67.8 59 0,0082 0,0020 0,44 0,24-0,80
S/NS? 43,0 43 29,8 26 0,0165 0,0020 1,77 0,97-3,25
NS/NS® 3,0 8 2,4 2 0,1061 0,0031 NC NC
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 FEMININOS FEMININOS
n=50 n=45
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR IC95%
s/’ 44,0 22 68.8 31 0,0193 0,0020 0,35 0,15-0,82
S/NS? 44,0 22 31,2 14 0,0205 0,0062 1,74 0,75-4,04
NS/NS® 12,0 6 0,0 0 0,0284 0,0013 13,291 0,73-243,1
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 MASCULINOS MASCULINOS
n=50 n=42
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR IC 95%
/8! 52,0 26 66,6 28 0,1968 0,0040 NC NC
S/NS? 44,0 22 28,6 12 0,1346 0,0044 NC NC
NS/NS® 4,0 2 4.8 2 1,0000 0,0000 NC NC

" Grupo Homozigoto para Alelos com Substituicdes Sindnimas — 2 Grupo Heterozigoto para Alelos com Substituicdes

Sindnimas e Ndo Sindnimas — * Grupo Homozigoto para Alelos com Substituigdes Ndo Sinénimas — NC = Néo Calculado

" Corregio de Haldane - S=Erro Padrio — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianga de 95%

Foram comparadas as freqiiéncias de portadores dos alelos com substitui¢do
nucleotidica sindnima e ndo sindnimas observadas no grupo controle e no grupo paciente.
Observou-se um valor de P=0,0540 (préximo ao limiar de significincia) para a freqiiéncia de
portadores de alelos com substituicao ndo sindnima no grupo paciente (Tabela 16).

Verificou-se uma associago positiva com ARE (P=0,0124) do grupo de alelos com
substitui¢des nucleotidicas ndo sindnimas (OR=3,13 ou risco 3,13 vezes maior de ARE para

os portadores femininos destes alelos; Tabela 16).
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TABELA 16 — ALELOS AGRUPADOS — COMPARACOES DAS FREQUENCIAS DE PORTADORES

PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 n=100 n=87
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR 1C 95%
SINONIMA' 92,0 92 954 83 0,3822 0,0041 NC NC
NAO SINONIMA® 47,0 47 32,2 28 0,0540 0,0052 NC NC
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 FEMININOS FEMININOS
n=50 n=45
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR 1C 95%
SINONIMA' 88,0 44 95,5 43 0,2752 0,0034 NC NC
NAO SINONIMA? 56,0 28 28,8 13 0,0124 0,0013 3,13 1,34-7,35
PACIENTES CONTROLES
EXONS2e3 MASCULINOS MASCULINOS
n=50 n=42
SUBSTITUICAO % N° % N° P S OR 1C 95%
SINONIMA' 94,0 47 95,2 40 1,0000 0,0000 NC NC
NAO SINONIMA? 46,0 23 35,7 15 0,3870 0,0049 NC NC

" Grupo de Alelos de HLA-G com Substituicio Sinénima — * Grupo de Alelos de HLA-G com Substituicio Ndo Sinonima

S=Erro Padrao — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%

Com auxilio do programa ARLEQUIN 1.1, calculou-se as combinacdes
haplotipicas mais provaveis entre os alelos de HLA-G tipados (exons 2 e 3) e a variante no
exon 8 (/4 ou del). Os resultados sdo mostrados na Tabela 17.

Observou-se uma associagdo negativa (P=0,0312) entre o hapldtipo contendo um
dos alelos com substitui¢cdes nucleotidicas sindnimas juntamente com a variante /4 (exon 8) e
ARE, obtendo-se um OR=0,60, ou risco 1,6 vezes maior de ARE para os individuos que
portavam outros hapldtipos (Tabela 17).

Verificou-se uma associacdo positiva (P=0,0045) entre o haplétipo contendo um
dos alelos com substituicdo ndo sindnima acompanhado da variante del (exon 8) e ARE

conferindo ao portador do haplétipo um risco 2,71 vezes maior de ARE (OR=2,71; Tabela

17).
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TABELA 17 — ALELOS AGRUPADOS — COMPARACAO DE FREQUENCIAS HAPLOTIPICAS

PACIENTES CONTROLES

EXONS2,3¢e8 n=200 (haplétipos) n=168 (haplétipos)

HAPLOTIPOS % N° % N° P S OR IC 95%
S-14 23,7 47 33,7 57 0,0312 0,0039 0,60 0,38-0,94
NS-del 18,2 37 79 13 0,0045 0,0008 2,71 1,39-5,28
OUTROS? 58,1 116 58,7 98 1,0000 0,0000 NC NC

" Substitui¢io Sinénima (exons 2 e 3 de HLA-G) + Variante sem a delecio de 14pb (Exon 8 de HLA-G) — 2 Substituicdo Nao

Sindnima (exons 2 e 3 de HLA-G) + Variante com delecio de 14pb (Exon 8 de HLA-G) — * Todos os demais haplétipos —
NC = Nao Calculado - S=Erro Padrao — OR=0dds Ratio — IC 95%=Intervalo de Confianca de 95%
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7. DISCUSSAO

No contexto da imunologia dos transplantes, sabe-se que a sobrevivéncia de
aloenxertos em mamiferos € influenciada por genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade e que, em humanos, a incompatibilidade associada aos genes que
codificam os Antigenos Leucocitidrios Humanos (HLA) conduz & rdpida rejeicdo dos tecidos
estranhos. Uma notdvel excecdo é a gestacdo, durante a qual tecidos fetais alogé€nicos
conseguem escapar a rejeicdo que poderia ser induzida pelo sistema imunolégico materno ao
reconhecer antigenos paternos presentes no feto.

No abortamento recorrente espontaneo (ARE), além dos fatores ambientais, fatores
genéticos especificos podem estar afetando o desenvolvimento embriondrio. Sabendo-se que a
freqiiéncia de ocorréncia de um abortamento espontineo € de aproximadamente 15%, a
probabilidade de que uma mulher tenha dois abortamentos é o quadrado da probabilidade de
ocorréncia de um aborto (0,15)* ou 2,3%, enquanto que a probabilidade de ocorréncia de um
terceiro abortamento seria (0,15)3 ou 0,3%, considerando-se os eventos como independentes.
No entanto, a prevaléncia de mulheres com trés abortamentos espontaneos consecutivos varia
de 0,4% a 1%, uma incidéncia mais alta do que a esperada se os eventos ocorressem ao acaso
(WARBUTON e FRASER, 1964; COULAN e STERN, 1994; FORBES, 1996).

O proposito desse estudo foi investigar um possivel papel do polimorfismo do gene
HIA-G no sucesso gestacional. Comparamos as distribuicdes alélicas, genotipicas, de
portadores e haplotipicas dos alelos de HLA-G observadas em casais brasileiros com
abortamento recorrente espontineo e seus controles. A discussdo dos resultados obtidos no
presente estudo focalizard cada alelo individualmente, reportando os diferentes niveis
investigados (alélico, genotipico, portadores e haplotipicos) e interpretando nossos resultados
através de comparagdes com estudos semelhantes disponiveis na literatura. HLA-G parece
atuar no processo de tolerancia materno-fetal regulando, de modo dose-dependente, o perfil
de citocinas através da interacdo com receptores de células do sistema imune (possivelmente
células NK). Baixas concentracdes de HLA-G resultariam em um aumento da resposta de

linfécitos T alocitotdxicos e a inducgdo de um perfil de citocinas do tipo Thl, enquanto altas
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concentragdes suprimiriam a resposta alocitotdxica e induziria um perfil de citocinas do tipo
Th2 (HVIID et al., 2005). Os diferentes alelos de HLA-G poderiam estar atuando de forma
diferente na indugdo da tolerdncia materno-fetal. Certas substitui¢des nucleotidicas que
ocorrem no dominio o1 (exon 2 — cédon 31) e no dominio o2 (exon 3 — cédons 110 e 130) da
proteina HLA-G resultam na alteracio da seqii€éncia de aminodcidos. As demais substitui¢cdes
nucleotidicas encontradas nos exons estudados podem influenciar o processamento alternativo
do ARNm de HLA-G (CHOUDHURY et al. 2000).

Investigamos também o polimorfismo de 14pb (delecdo/auséncia de deleg@do)
presente no exon 8 de HLA-G (3"UTR), no qual a presenca da seqiiéncia de 14pb parece estar
associada com um padrdo diferenciado de expressio de ARNm, sofrendo processamento
alternativo e perdendo 92pb da seqiiéncia de ARNm de 3°UTR. As isoformas geradas por
alelos com delecdo de 14pb daquela regido mantém a seqii€éncia de 92pb do ARNm e parecem
ser menos estaveis (HVIID et al. 2002). A delecdo de 14pb, segundo ROUSSEAU et al.
(2003), parece ser um polimorfismo recente, sendo encontrada em humanos, mas ndo em
outras espécies de primatas.

Com relagdo ao alelo HLA-G*010103, observamos uma maior freqiiéncia na
amostra controle (4,6%) quando comparado ao grupo paciente (1%), Tabela 01. As andlises
revelaram um valor de P (0,0557) préximo ao limiar de significancia caracterizando uma
associacdo negativa entre HLA-G*010103 e ARE. Nossos dados nos permitiram concluir por
uma associag@o negativa (P=0,0480 — OR=0,20 ou risco 5 vezes menor para os portadores) do
alelo HLA-G*010103 que no grupo controle apresentou uma freqiiéncia de 9% quando
comparado ao grupo paciente (2%), Tabela 10. Os trabalhos publicados t€m se mostrado
contraditérios quando se referem ao papel do alelo em questdo no processo gestacional.
PFEIFFER et al. (2001) relataram uma freqiiéncia aumentada do alelo HLA-G*010103 no
grupo de mulheres com ARE em compara¢do com o grupo de mulheres controle, estando o
alelo correlacionado com baixos niveis da proteina HLA-G solivel (sHLA-G), quando
presente em homozigose. HVIID et al. (2002) ndo encontraram associag¢@o entre G*010103 e
ARE em um estudo com 61 mulheres Dinamarquesas com ARE e 47 mulheres

Dinamarquesas controles. ALDRICH et al. (2001) também ndo encontraram associagdo de
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HILA-G*010103 e ARE em uma amostra de 113 casais com abortamento. YAMASHITA et al.
(1999) observaram uma freqii€ncia de 13% do alelo HLA-G*010103 entre os casais pacientes
e de 6% entre os casais controles. ABBAS et al. (2004) demonstraram, em um estudo com
300 mulheres indianas com ARE, uma freqiiéncia elevada do alelo HLA-G*010103 no grupo
de mulheres com ARE (9,5%) em comparagdo ao grupo de mulheres controle (5%).
Entretanto, PENZES et al (1999) mostraram uma tendéncia oposta, com freqiiéncia alélica de
12,5% no grupo controle e de 2,4% no grupo paciente. Os dados obtidos por BICALHO
(2001) com a metodologia de PCR-SSO, utilizando as mesmas amostras empregadas neste
estudo, mostraram uma tendéncia de freqii€éncia aumentada do alelo HLA-G*010103 no grupo
controle em comparagdo com o grupo paciente, dados estes que sdo corroborados pelo
presente trabalho. O alelo HLA-G*010103 apresenta uma adenina no lugar de uma guanina na
terceira base do c6don 57 (CAG) e uma substitui¢do de adenina por timina na terceira base do
cédon 107 (GGA), o que ndo acarreta troca de aminodcidos, originando uma seqiiéncia
idéntica a gerada pelo alelo HLA-G*010101. No presente estudo a freqiiéncia observada do
alelo HLA-G*010103 para o grupo controle foi semelhante as verificadas para a maioria das
populagdes mostradas na Tabela 01, enquanto que o grupo paciente apresentou o alelo com
freqii€ncia bastante inferior. Controvérsias com relagdo as associagdes observadas nos
diferentes estudos podem ser atribuidas: (1) ao acaso; (2) populagdes etnicamente diferentes e
desequilibrio de ligacdo de HLA-G*010103 com um alelo de outro locus que diretamente
afeta a expressdo do fenétipo; (3) variages atribuidas a sub-estratificacdes nas amostras
controle e paciente; (4) desvios atribuidos a selecdo dos controles; (5) heterogeneidade clinica
na amostra paciente; (6) deriva genética; (7) tamanho amostral; (8) erros atribuidos a
considera¢des de resultados que utilizam nivel de significancia de 5%.

Foi observada a presenca do alelo HLA-G*010403 no grupo paciente (3,5%) e sua
total auséncia no grupo controle, Tabela 04. A anélise estatistica do resultado nos permitiu
concluir que o mesmo era significativo (P=0,0165 — OR=13,53, ou seja, o alelo confere um
risco 13,53 vezes maior de abortamento). Resultado semelhante foi encontrado no nivel
portadores (Tabela 10), onde a freqiiéncia encontrada foi de 7% no grupo paciente e de 0% no

grupo controle (P=0,0148 — OR=14,04 ou risco 14,04 vezes maior de abortamento para os
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portadores do alelo). Uma tendéncia de associacdo positiva (P=0,0632) entre o haplétipo
G*010403-del ¢ ARE foi encontrada na comparacdo entre o grupo paciente € o grupo
controle, no nivel haplotipico (Tabela 13). Outra tendéncia (P=0,0594) de associac@o positiva
foi encontrada nos individuos com o alelo HLA-G*010401 do grupo paciente feminino (24%),
nivel portadores, em comparagido com o grupo controle feminino (8,8%), conforme Tabela 11.
HVIID et al. (2002) verificaram uma freqiiéncia de 2% do alelo HLA-G*010403 no grupo de
mulheres dinamarquesas com 5 ou mais ARE, comparado com a completa auséncia no grupo
de mulheres controle. ALDRICH et al. (2001), em seu trabalho de genotipagem de 113 casais
com ARE, evidenciaram a associag@o positiva do grupo de alelos G*0104 com abortamento
(OR=3,62 ) e ABBAS et al. (2004) mostraram uma freqii€ncia de 21,2% do grupo de alelos
G*0104 no grupo de mulheres indianas com ARE e de 17,5% no grupo de mulheres controle.
O grupo de alelos G*0104 (HLA-G*010401, HLA-G*010402 ¢ HLA-G*010403) apresenta
distribuicdo bastante variada nas diferentes populacdes (Tabela 01) e € definido pela
substitui¢do de uma citosina por adenina no cédon 110, ocasionando a troca de uma leucina
por uma isoleucina no dominio 02, o qual é codificado pelo exon 3. Os dados sugerem que
pode haver, de fato, uma diferenga funcional entre os alelos desse grupo e os demais; além
disso, demonstram que as isoformas HLA-G1 podem ter um papel critico na tolerancia
materno-fetal. Segundo PAZMANY et al. (1996), HIBY et al. (1997) e SASAKI et al. (1999),
uma das fun¢des documentadas da isoforma HLA-G1 é a sua interagdo com receptores
especificos de inibicdo de células NK (receptores KIR). Entretanto, a isoforma HLA-G1 tem
demonstrado ser capaz de inibir células T de outras maneiras, incluindo a indu¢do de apoptose
(FOURNEL et al., 2000), redu¢do da citotoxicidade de modo dependente da concentragdao
(KAPASTI et al., 2000; MCLNTIRE; HUNT, 2005) e supressao da resposta alo-proliferativa
(BAINBRIDGE et al., 2000; MCLNTIRE; HUNT, 2005). E possivel que a substituicdo de
aminodcido na posi¢do 110 diminua a eficiéncia com a qual a molécula HLA-G1 liga e/ou
inibe células NK ou células T.

Verificou-se a associagdo negativa entre o gendtipo /4-14 (variante do exon 8 de
HIA-G) e ARE no grupo paciente (8%) em comparag¢do ao grupo controle (17,6%), com

P=0,0310 e OR=0,41, ou risco de abortamento 2,43 vezes maior para os individuos que nao
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possuem o gendtipo (Tabela 07). Resultado parecido, mas nao significativo, foi observado no
grupo paciente masculino e no grupo controle masculino (P=0,0880) com freqiiéncias
genotipicas, respectivamente, de 6% e de 17,6% (Tabela 09). Na andlise do nivel portadores
(Tabela 10), foi observada uma associacao positiva (P=0,0076) de portadores da variante del e
ARE no grupo paciente (91%) comparada ao grupo controle (77,8%), com um OR=2,86, ou
risco 2,86 vezes maior de abortamento para os portadores da variante. Foi evidenciada ainda a
associacdo positiva (P=0,0268) de individuos que portam a variante de/ com o ARE no grupo
paciente masculino (92%) em relagdo ao grupo controle masculino (76,4%), apresentando um
OR=3,54, ou 3,54 vezes mais risco de abortamento para os portadores da variante de/ do exon
8 de HLA-G (Tabela 12). HVIID et al (2002) encontraram em seu estudo um resultado
contraditério, com uma maior freqii€éncia do gendtipo /4-74 no grupo de mulheres com ARE
quando comparado ao grupo controle feminino; entretanto, o resultado ndo foi
estatisticamente significativo (P=0,0820). Em um estudo mais recente HVIID et al., (2004a)
associaram positivamente (P<0,01) a variante 14 ao ARE. ROUSSEAU et al (2003) e HIBY
et al (1999) demonstram, em seus trabalhos, que os alelos de HLA-G que portam a seqiiéncia
de 14pb estdo sujeitos a um processamento alternativo que remove 92pb da 3°'UTR, o que
conferiria maior estabilidade ao ARNm de HLA-G, de modo que a seqiiéncia de 14pb
funcionaria como um sitio de “splicing”. HVIID et al (2004b) evidenciaram uma significativa
associacdo (P=0,0300) entre o gendtipo /4-/4 e a média de peso da placenta no momento do
nascimento. Placentas com o genétipo /4/14 apresentaram um peso, em média, 100g superior
ao peso das placentas com os outros dois gendtipos. O mesmo estudo também encontrou
associacdo do gendtipo /4-14 com o peso da crianga observado no momento do nascimento
(P=0,0200), sendo o peso do individuo portador do gendtipo /4-14 sempre superior a0 peso
dos portadores dos outros dois genétipos. Portanto, o gendtipo /4-14 poderia favorecer,
possivelmente pela maior estabilidade da molécula de ARNm, o desenvolvimento gestacional
sem complicagdes, enquanto que a variante del, quando presente, parece diminuir a
concentracdo das isoformas de proteinas HLA-G presentes na interface materno-fetal. Serdo
necessarios estudos posteriores para elucidar a possivel influéncia das variantes do exon 8 de

HIA-G no fendbmeno do abortamento recorrente. Os resultados contraditérios podem ser
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atribuidos aos mesmos fatores anteriormente citados para o alelo HLA-G*010103.

Foi observada uma associacido negativa (P=0,0307) entre o grupo de alelos HLA-
G*0101A (HLA-G*010101 e ou HLA-G*010106) e ARE no grupo controle feminino (40%)
quando comparado ao grupo paciente feminino (25%), obtendo-se um OR=0,50, ou seja, um
risco 2 vezes maior para os individuos que ndo portam o alelo do grupo (Tabela 05). Foi
verificada uma associagdo negativa (P=0,0215) entre o haplétipo G*0101A-14 e ARE na
comparagdo entre o grupo paciente (0%) e o grupo controle (2,7%) originando um OR=0,07
ou risco 14,28 vezes maior de abortamento para os individuos que nio portam o haplétipo.
Aparentemente, o grupo de alelos HLA-G*0I10IA e a variante /4 agem em sinergia,
proporcionando um efeito protetor mais pronunciado do que quando presentes isoladamente.
O alelo HLA-G*010101 é o mais freqiiente na maioria das populagdes estudadas: 37% na
populacdo portuguesa, 32% na populacdo alema (Tabela 01) e 32.2% em caucasdides,
segundo VAN DER VEM et al. (1998), enquanto que o alelo HLA-G*010106 é encontrado
com freqiiéncias bastante reduzidas nas popula¢des. Aparentemente, os alelos do grupo HLA-
G*0101A proporcionam uma determinada protecdo a gestagcdo pelo fato de seus ARNm nao
possuirem substituicdes nucleotidicas que produzam alteragdes nos dominios ol e a2 das
isoformas de HLA-G. ALDRICH et al. (2001) verificaram uma tendéncia de associacdo
negativa com ARE dos alelos do Grupo G*0101, os quais apresentaram uma freqii€ncia mais
elevada nos casais com sucesso reprodutivo e uma freqiiéncia reduzida nos casais com
abortamento. Entretanto esta observacdo ndo foi estatisticamente significativa ao nivel de 5%.
E HVIID et al., (2002) e ABBAS et al., (2004) ndo evidenciaram associacao do alelo HLA-
G*010101 com ARE.

Para investigar a influéncia das substitui¢des nucleotidicas ndo sindnimas (c6dons
31, 110 e 130) no fendmeno do ARE, foram agrupados os alelos HLA-G*0103, HLA-
G*010401, HLA-G*010403 e HLA-G*0105N. Em outro grupo, foram reunidos todos os alelos
ou sub-grupos que possuem somente substituicdes nucleotidicas sindnimas: HLA-G*0101A,
HILA-G*01B, HLA-G*010103, HLA-G*010107 e HLA-G*010108. Foram comparadas as
freqii€ncias alélicas, genotipicas, de portadores e haplotipicas entre o grupo paciente e o0 grupo

controle. Foram observadas associa¢des negativas entre o grupo de alelos com substitui¢des
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nucleotidicas sindnimas e ARE: na comparacdo entre as freqiiéncias alélicas do grupo
paciente e do grupo controle (P=0,0114 — OR=0,53, Tabela 14); na comparagdo entre as
freqii€ncias alélicas entre o grupo paciente feminino e o grupo controle feminino (P=0,0039 —
OR=0,36, Tabela 14); na comparacdo entre as freqii€ncias genotipicas de homozigotos para
alelos com substitui¢des nucleotidicas sindnimas do grupo paciente e do grupo controle
(P=0,0082 - OR=0,44, Tabela 15); na compara¢do das freqii€ncias genotipicas de
homozigotos para substitui¢do sindnima no grupo paciente feminino e no grupo controle
feminino (P=0,0193 — OR=0,35, Tabela 15); no comparacio entre as freqii€ncias haplotipicas
entre 0 grupo paciente e o grupo controle, estando o haplétipo que apresenta um dos alelos
com substituicdes nucleotidicas sindOnimas e a variante /4 (exon 8) presente em uma
freqii€ncia mais elevada no grupo controle (33,7%) do que no grupo paciente (23,7%) e
apresentando um valor de P=0,0312 e OR=0,60 (Tabela 17). Foram observadas associag¢des
positivas com ARE do grupo de alelos com substitui¢cdes nucleotidicas nao sindnimas: na
comparagdo entre as freqii€ncias alélicas do grupo paciente e do grupo controle (P=0,0110 —
OR=1,93, Tabela 14); na comparagao entre as freqii€ncias alélicas do grupo paciente feminino
e do grupo controle feminino (P=0,0017 — OR=2,8); na comparagdo entre a freqiiéncia do
gendtipo heterozigoto no grupo paciente e no grupo controle (P=0,0165 — OR=1,77, Tabela
15); na comparacdo entre a freqii€éncia do genétipo heterozigoto (substitui¢do sindnima e
substitui¢do ndo sindnima) no grupo paciente feminino e no grupo controle feminino
(P=0,0205 — OR=1,74, Tabela 15); na comparacdo entre a freqiiéncia de homozigotos para
alelos com substitui¢cdo ndo sindnima no grupo paciente feminino e grupo controle feminino
(P=0,0284 — OR=13,28, Tabela 15); na comparagdo da freqii€ncia de portadores dos alelos
com substitui¢do ndo sindnima entre o grupo paciente e o grupo controle (P=0,0124 —
OR=3,13, Tabela 16); na comparagdo das freqii€éncias haplotipicas entre o grupo controle e o
grupo paciente, sendo o haplétipo formado por um alelo com substituigdo nucleotidica néo
sinbnima e a variante del (P=0,0045 — OR=2,71, Tabela 17). Foi observada uma tendéncia de
associacdo positiva com ARE para os portadores de alelos com substitui¢do ndo sindbnima no
grupo paciente (P=0,540, Tabela 16). Os resultados observados permitem inferir que o

desenvolvimento gestacional sem complicagdes estd correlacionado com a manutencdo da
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seqiiéncia de aminodcidos normal (idéntica a originada pelo alelo HLA-G*010101). Portanto,
as substituicdes nucleotidicas ndo sindnimas que ocorrem nos cédons 31, 110 e 130 e alteram
aminodcidos presentes nos dominios ol e a2 das isoformas das proteinas de HLA-G devem,
de algum modo, diminuir a eficiéncia de interagdo dessas proteinas com as células do sistema
imunolégico da mée ou do feto, prejudicando o equilibrio da imunotolerancia na interface
materno-fetal (SASAKI et al, 1999). Nesse nivel de andlise verificou-se, predominantemente,
a influéncia do gendtipo materno para a manutencdo do processo gestacional, dados que
corroboram a observacdo de CHRISTHIANSEN et al., (1990) de que o parceiro masculino é
de pouca relevancia para o estabelecimento do ARE. MOREAU et al., (2003) demonstraram
que mecanismos epigenéticos de controle da expressdo génica sdo comuns em HLA-G,
estando o gene normalmente metilado (inativo) e sofrendo desmetilacdo (ativacdo) em
determinado processos tumorais e inflamatérios. Com base nestas informacdes e nos dados
obtidos € possivel questionar a respeito da possibilidade de um fendmeno de “imprinting”
gendmico parental que poderia silenciar o alelo de origem paterna. Serdo necessarios estudos
posteriores para responder a esta hipdtese.

O alelo HLA-G*0I05N ¢ caracterizado pela delecdo de uma citosina na posicio
1597 (1597delC) que causa uma mutacdo de matriz de leitura no residuo 130 da proteina e
altera a seqiiéncia da metade posterior do exon 3 (dominio a2) de HLA-G (OBER et al.,
1998). Portanto, as isoformas de HLA-G que retém o exon 3 apds o processamento alternativo
teriam sua expressdo e/ou acdo prejudicadas. Alguns trabalhos tém feito referéncia a
associacdo do alelo nulo com o fendmeno de abortamento, entre eles o de PFEIFFER et al.,
(2001). Entretanto, a descoberta de individuos homozigotos para o alelo tem indicado que a
expressao das referidas proteinas nao € essencial a sobrevivéncia do feto (OBER et al., 1998;
CASTRO et al., 2000). HVIID et al. (2002) verificaram uma freqiiéncia de 1% para o alelo no
grupo controle e de 1,5% no grupo com ARE; entretanto, o resultado ndo foi significativo
(P=0,723). No presente trabalho também nao foi verificada associa¢do entre o alelo HLA-
G*0105N e ARE, constatando-se uma freqiiéncia alélica de 2,5% para o grupo paciente e de
2,3% para o grupo controle, resultados completamente em acordo com a freqiiéncia do alelo

em caucasoéides segundo VAN DER VEM et al. (1998) que € de 2,3%.
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O abortamento recorrente é considerado uma caracteristica genética complexa e
multifatorial. Muito embora o fator genético tenha se mostrado evidente em diversos estudos
que sugerem a influéncia de alelos e variantes do gene HLA-G no estabelecimento da
imunotolerancia materna ao aloenxerto fetal, faz-se necessarios estudos adicionais que
confirmem resultados de associacdes de HLA-G e ARE previamente observados. E desejdvel
inclusive que todos os resultados reportando associagdes negativas ou positivas sejam
publicados e disponiveis para que ndo ocorram desvios e interpretacdes a favor das
associacdes positivas. Quando num estudo-caso-controle uma associagdo observada se torna
consistente em diferentes estudos suspeita-se que a regido gendmica em questdo possa conter
o fator genético que confere susceptibilidade e/ou protecdo a doenca ou fendtipo clinico
investigado. Ha que se considerar, no entanto que a influéncia de variantes alélicas de HLA-G
na etiologia do ARE s6 poderd ser definitivamente confirmada quando seus efeitos funcionais

puderem ser conclusivamente demonstrados.
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8. CONCLUSAO

A anélise do polimorfismo genético (exons 2, 3 e 8) do gene HLA-G em amostras

de casais com ARE e casais controles nos permitiu as seguintes conclusdes:

Associacgoes positivas ou fatores genéticos predisponentes ao ARE

- Os alelos HLA-G*010403 e HLA-G*010401, o agrupamento de alelos com
substituicdes nucleotidicas ndo sindnimas (HLA-G*010401, G*010403, G*0103 e G*0105N)
e a variante del (delecdo de 14pb no exon 8 de HLA-G) .

- O mesmo observou-se para os haplétipos formados entre alelos de HLA-G com

substitui¢do nucleotidica ndo sindnima e a variante del (exon 8) de HLA-G.

Associacoes negativas ou fatores genéticos protetores contra o ARE

- O alelo HLA-G*010103, o grupo HLA-G*0101A (HLA-G*010101 e ou
G*010106), de alelos agrupados com substituicdo nucleotidica sindnima (grupos HLA-
G*0101A e HLA-G*01B e os alelos HLA-G*010103, G*010107 ¢ G*010108), ¢ a variante
14 (auséncia da delecdo de 14pb no exon 8 de HLA-G).

- O mesmo observou-se entre os hapldtipos formados pelo grupo G*0101A e a
variante /4 (exon 8) ¢ o ARE.

- Os haplétipos formados entre um alelo de HLA-G com substitui¢do nucleotidica
sindnima e a variante /4 (exon 8).

- Alelos do grupo G*0101A (HLA-G*010101 e ou G*010106), e da variante /4

(exon 8) com o ARE.
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APENDICE 1

FICHA DE AVERIGUACAO CASAL-PACIENTE

Laboratorio de Imunogenética. Departamento de Genética — UFPR
PROJETO: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade

CASAL FER -

1 - Identificacio do Casal
1 - Nome da mulher
2 - Data de Nasc.
3 — Profissido
4 — Nome do Marido
5 — Data de Nasc.
6 — Profissido
7 — Endereco:
Apartamento
CEP

2 — Dados do Casal Atual
1 — Data de unido
2 — Idade da mulher ao se casar
3 — N° total de concepgdes:
4 — Concepgodes: 1*
63
5 — Outras unides ou casamentos:
6 — Data da unido:
7 — Idade da mulher ao se casar

3 — Antecedentes Maternos
1 — Concebe facilmente

2 — Usa método anticoncepcional?
3 — Idade da primeira menstrua¢io

G. Etnico
G. Sanguineo

G. Etnico

G. Sanguineo

CASAL PACIENTE
Idade
Idade
NO
Bairro Cidade
Tel. Res. Tel. Com.

Abortos:
23

4 — Enfermidade aguda? Especifique:

5 — Enfermidade cronica?
6 — Doenga auto-imune?

7 — Recebeu transfusdo sanguinea?

Consangiiinidade: S
Grau de parentesco:
Natimortos:

33 43

Consangiiinidade: S
N° de concepgdes:

Ha quanto tempo?

Quando?

Estado
N
N. vivos:

53
N

Qual?

54



APENDICE 2

FICHA DE AVERIGUACAO CASAL-PACIENTE - VERSO

Laboratorio de Imunogenética. Departamento de Genética — UFPR

4 — Resumo da Histéria Clinica
1 — Nome do médico
2 — Histérico

5 — Heredograma

6 — Outros fatores
1 — Fatores femininos
a) Problemas ovulatérios com Clamidias
b) Cervix incompetente
¢) Sindrome de Asherman
d) Endometriose
e) Efeito da fase luteal

2 — Fatores masculinos
a) Prostatite

3 — Fatores do Casal
a) Infeccdo por Micoplasma



APENDICE 3

FICHA DE AVERIGUACAO CASAL-CONTROLE

Laboratorio de Imunogenética. Departamento de Genética — UFPR
PROJETO: Estudos genéticos sobre HLA e Fertilidade

CASAL FER -

1 - Identificacio do Casal
1 - Nome da mulher
2 - Data de Nasc.
3 — Profissido
4 — Nome do Marido
5 — Data de Nasc.
6 — Profissido
7 — Endereco:
Apartamento
CEP

2 — Dados do Casal Atual
1 — Data de unido
2 — Idade da mulher ao se casar
3 — N° total de concepgdes:
4 — Concepgodes: 1*
63
5 — Outras unides ou casamentos:
6 — Data da unido:
7 — Idade da mulher ao se casar

3 — Antecedentes Maternos
1 — Concebe facilmente

2 — Usa método anticoncepcional?
3 — Idade da primeira menstrua¢io

CASAL CONTROLE

Idade

Idade

Bairro
Tel. Res.

Abortos:
23

4 — Enfermidade aguda? Especifique:

5 — Enfermidade cronica?
6 — Doenga auto-imune?

7 — Recebeu transfusdo sanguinea?

G. Etnico
G. Sanguineo

G. Etnico
G. Sanguineo

NO
Cidade
Tel. Com.

Consangiiinidade: S
Grau de parentesco:
Natimortos:

33 43

Consangiiinidade: S
N° de concepgdes:

Ha quanto tempo?

Quando?

Estado
N
N. vivos:

53
N

Qual?

56
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APENDICE 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) Vocé estd sendo convidado a participar como: () PACIENTE ( )CONTROLE de um estudo intitulado
“DETECCAO DE MARCADORES MOLECULARES NO PROGNOSTICO E ACEITACAO DO ALO-
ENXERTO E ENXERTO SEMI-ALOGENICO”. E através das pesquisas, inclusive basicas, que ocorrem os
avancgos na medicina, e sua participacdo é de fundamental importancia;

b) O objetivo desta pesquisa € tentar contribuir para que 6rgdos transplantados como o rim sejam melhor aceitos
pelo receptor bem como contribuir para tentar esclarecer fendmenos relacionados aos abortos recorrentes de
causas desconhecidas. E a participagdo de controles neste caso é de fundamental importancia, pois através das
comparacdes entre transplantes bem aceitos ou ndo € que poderemos chegar a fatos importantes, assim como
entre aqueles casais com abortos de repeti¢do e aqueles casais com dois ou mais filhos;

¢) Caso vocé participe da pesquisa, serd necessario que vocé forneca uma amostra de sangue (10ml);

d) O unico inconveniente que vocé poderd experimentar € a dor pela picada na hora da coleta de sangue, bem
como pequenos hematomas que possam vir a ocorrer, e que ndo causam danos a pacientes ou controles;

e) Nao hd riscos para vocg;
f) Para tanto vocé deverd comparecer ao LIGH, para coleta de sangue;

g) A pesquisadora responsdvel pelo projeto, Profa. Maria da Graga Bicalho — fone: 361-1729 poderd ser
contatada no LIGH;

h) Estd garantido que vocé terd todas as informacdes que vocé queira, antes, durante e depois da pesquisa;

i) A sua participagdo neste estudo € voluntdria. Vocé tem a liberdade de recusar participar da pesquisa;

j) As informagdes relacionadas a pesquisa poderdo ser inspecionadas pelos pesquisadores que executam a
pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informacao for divulgada em relatério, publicacdo ou

por qualquer meio, isto serd feito de forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida;

1) Todas as despesas necessdrias para a realizagdo da pesquisa (exames) ndo sdo de responsabilidade dos
pacientes ou controles;

m) Pela sua participagdo na pesquisa vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro;
n) Quando os resultados forem divulgados, ndo aparecerd seu nome e sim um c6digo;

Eu, li o texto acima e compreendi a natureza e
objetivo da pesquisa para a qual fui convocado a participar. A explicacdo que recebi menciona o fato
relacionado a coleta de sangue e seus inconvenientes. Eu entendi que sou livre para interromper ou nao
participar da pesquisa.

Eu concordo, voluntariamente, em participar desta pesquisa.

Ass. Do Paciente/Controle Ass. Pesquisador Data
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Baixar livros de Administracao
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